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Présence de matériel foetal dans le
sang maternel

2 sources de matériel feetal dans le sang maternel

N

Cellules foetales ADN circulant
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Présence de matériel foetal dans le
sang maternel

Cellules foetales

Génome entier mais:

- difficiles a séparer des
cellules maternelles

- proportion faible: 1/10°-
10°

Case aCGH NGS
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Fig. 5 Array comparative genomic hybridization (aCGH) and next generation sequencing (NGS) for the same whole genome amplification (WGA)
products of captured fnRBC from 5 pregnant women. WGA product from Promega male DNA (Promega, Wisconsin, USA) was used as reference. The
aCGH were performed with GenetiSure Pre-Screen Array Kit 8x60K (Agilent Technologies, CA, USA) on a G4900DA SureScan microarray scanner (Agilent
Technologies). NGS was performed using lon PGM Hi-Q Sequencing Kit with lon 316 chip (Thermo Fisher Scientific, California, USA) on the lon Torrent
PGM Instrument (Thermo Fisher Scientific) platform. Aneuploidy chromosomes are indicated by arrows. Aneuploidy chromosomes are indicated by
arrows. The results of aCGH are comparable with that of NGS

Huang et al, 2017

Fig. 4 Fluorescent in situ hybridization (FISH) for the captured fnRBC from 3 pregnant women with an aneuploid fetus of a trisomy 13, b trisomy 18,
and c trisomy 21. In a and ¢, chromosome 13 was identified by a panel of probes (RB1, D1351195, D1351155, D135915) in green and chromosome 21
was identified by a panel of probes (D215270, D2151867, D215337, D2151425, D2151444, D215341) in orange. In b, chromosome 18 was identified by

a probe (D18Z21) in aqua and chromosome X was identified by a probe (DXZ1) in green
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ADN foetal circulant

Découverte de I'ADN feetal libre circulant en 1997 + développement du NGS =>
Essor du DPNI, en particulier de la trisomie 21.

Caractéristigues de I’'ADNIc:

ADNf << ADNmat

Fraction foetale (FF) 3 —19%
Fragmenté (<300pb)
D’origine trophoblastique (cellules en apoptose du cytotrophoblaste) .

Détectable a partir de la 6™ semaine d’aménorrhée (SA) jusqu’a la fin de la
grossesse

Augmentation réguliere de la concentration totale et de la proportion feetale
durant la grossesse

Disparition rapide quelques heures apres I'accouchement (t1/2 = 15 min)
Variabilité interindividuelle +++
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Deux applications majeures en
prénatal

Cytogénétique

Génétique
moléculaire

Genoma

 Dépistage aneuploidies (Trisomie 21++) Diagnostic sexe foetal,

* Dépistage autres anomalies Rhesus
chromosomiques ? Maladies monogéniques
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3pistage prénatal de la Trisomie 21 jusqu’aily a
quelques années

Dépistage du 1°" trimestre (CN + MS1T)

Non réalisé

Se 75%
VPP 1/20

[ 0.2% de FCI ] @
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yuveau schéma de dépistage....
Dépistage du 1°" trimestre (CN + MS1T) I

Non réalisé
Q <1/1000

Dépistage du 2é™me trimestre
>1/1000

>1/1000

<1/1000

Autres indications DPNI:

BT ou LA Cf recommandations
ACLF et HAS plus loin

! ! dans la présentation

[ 0.2% de FCI / an ] ()
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DPNI T21
Differentes approches possibles

 Approche ciblée vs génome entier

I

Moins colteuse, Le taux d’échec serait plus
Plus d’échantillons par run, élevé

Ciblée sur les chromosomes/régions Passe a coté d'anomalies
d’intérét, segmentaires non ciblées
Choix des régions a analyser

Moins d’échecs, Plus de difficultés

Analyse pangénomique d’interprétation (détection

d’autres anomalies que celles
initialement recherchées)

e Approche SNP (Single Nucleotid Polymorphism) vs non SNP —
%
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Principe technique

Isolation du plasma Séquencage
Extraction & Préparation ADNIc
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Technologie lllumina®
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Principe de I'analyse bioinformatique

Démultiplexage

BC1 = Patientl

Toutes séguences
BC3 = Patient3
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Principes de I'analyse bioinformatique

Alignement

Alignement
AGGTACCGAT

...ACCACGATTTAACTGGAGTAAAGACTTCCAGGTACCGATCTAGCCT...

I -
[ ] i ,r . 7 < = "
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F : {/
s ‘n&u _
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]
Compte: I,

-

< Genome humain=>

Millions de “compte” par échantillon
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Principes de I'analyse bioinformatique

Elimination des dupliquats

I

B R Alignement

Compte: =,

CGATTTAACT AGGTACCGAT

CGATTTAACT GACTTCCAGG
...ACCACGATTTAACTGGAGTAAAGACTTCCAGGTACCGATCTAGCCT...

< Genome humain=>

Millions de “compte” par échantillon
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Principe de I'analyse bioinformatique

Algorithme de calcul

Approche de comptage moléculaire (non SNP)

——————— plnial — . . . . .
i — Surreprésentation des séquences du ch21 en cas de trisomie 21 par
memar — — —imamas — rapport aux situations d’euploidie
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Comparaison du nombre de séquence du chromosome 21 par rapport :
- Au ratio d’autres chromosomes de référence
- Alaséquence de référence d’un panel de grossesses normales. (B
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Plateforme SNP

Approche SNP
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Plateforme APHP
De Dépistage Prénatal Non Invasif
de la Trisomie 21
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Choix du type de Plateforme

* |[lumina® : VerisegNIPT

» Méthode pangénomique, orientée au moment de
I'analyse sur les K 13,18 et 21 avec un potentiel
d’extension vers les autres chromosomes.

» Méthode automatisée permettant une réponse
adaptée a la demande de toutes les maternités de
I’APHP.

» Marquage CE-IVD

»
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Etapes de la plateforme

Préparation

Extraction des Analyse

librairies

8 heures pour une série de 48 ou 96

) , 16 H pour 48 échantillons
échantillons

/ 4 )
48-96
Echantillons
par série Hamilton
Serveur
g J _ Y

Image adaptée d'lllumina :
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A-Préparation des échantillons sur un
robot pipeteur (Star /HAMILTON®)

— Décantation de plasma
— Extraction

— Librairie

— Quantification

— Pool
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A-Préparation des échantillons sur un
robot pipeteur (Star /HAMILTON®)

— Décantation de plasma
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A-Préparation des échantillons sur un
robot pipeteur (Star /HAMILTON®)

— Décantation de plasma
— Extraction
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A-Préparation des échantillons sur un
robot pipeteur (Star /HAMILTON®)

— Décantation de plasma O\
— Extraction o) ®
[ ) [ ] [ ] A
— Librairie A 0
P5
Indk A @ A
Index2 = A
\@ \CP>
PS\
Inc(jjexl /Indexz
Index 2 / Index 1
\PS ‘@

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
PARIS CENTRE
22 Cochin



A-Préparation des échantillons sur un
robot pipeteur (Star /HAMILTON®)

— Décantation de plasma

— Extraction _
— Librairie : |
— Quantification

Contréle qualité:
-Slope: 0.95-1.15
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A-Préparation des échantillons sur un

robot pipeteur (Star /HAMILTON®)

— Décantation de plasma
— Extraction

— Librairie

— Quantification

— Pool
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B- Sequencage apres amplification par
création de clusters
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Principe technique DPNI

Séquencage sur Flowcell avec une étape
d’amplification clusters

Qu’est ce une Flow cell ? Qu’est ce un cluster ?

e
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Formations des clusters
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Cycle 1

Cycle 2

Cycle 3

Cycle 4

Cycle 5

red
channel

Cycle de séquencage

green
channe

1- Ajout 4
nucléotides
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Incorporation fluorescence  fluorescence
et activation
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Algorithme d’analyse

 Détermination de la ploidie:

Basée sur le comptage moléculaire et le
calcul d’'un score chromosomique
(comme expliqué précédemment)

* Estimation de la fraction feetale: :

Baseée sur la taille des fragments

30
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Image lllumina
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Controles qualité analytique

Quantification

séquencg

2éme
qguantification
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Rapport d’analyses

A B E D E F G H | J K L M N
1 |batch_name|sample_barcode [sample_typgsex_chrom |flowcell class_13 class_18 class_21 score_t13 |[score_t18 |score_t21 |qgc_flag gc_failure |ff
2 |LT180500622| 170504621601|Singleton |yes HIFT7BGX7 |NO ANEUPLNO ANEUPLJANEUPLOID -20,696 -15,036 86,324|PASS NONE 12%
3 |LT180500622| 180504324701 |Singleton  |yes HIFT7BGXY [NO ANEUPLGNO ANEUPLQNO ANEUPL -7,197 -6,638 -6,76|PASS MNONE 7%
4 LT180500622| 180504947401|Singleton |yes HIFT7BGXTY INVALIDATE|INVALIDATE]INVALIDATE] FAIL DATA OQUTSI|INVALIDATED
5 LT180500622| 180504967701|Singleton |yes HIFT7BGXY MO ANEUPLGNO ANEUPL{NO ANEUPL -43,239 -31,84 -27,939|PASS NONE 14%
6 |LT180500622| 180505342901 |Singleton |yes HIFT7BGX7 |NO ANEUPL{NO ANEUPLQNO ANEUPL -136,166 -91,823 -69,329|PASS NONE 15%
7 |LT180500622| 180505625401|Singleton  |yes HIFT7BGXY [NO ANEUPLGNO ANEUPLQNO ANEUPL -13,445 -10,953 -7,186|PASS MNONE 10%
8 LT180500622( 180505994101|Twin yes HIFT7BGX7 [NO ANEUPLGNO ANEUPLQNO ANEUPL -10,381 -12,16 -12,053|PASS NONE 9%
9 |LT180500622| 180506351601|Singleton |yes HIFT7BGXY MO ANEUPLGNO ANEUPL{NO ANEUPL -139,288 -133,813 -99,643|PASS NONE 18%
10 LT180500622) 180506536201|Singleton  |[yes HIFT7BGX7 |NO ANEUPL{NO ANEUPLQNO ANEUPL -17,744 -15,171 -15,587|PASS NONE 11%
11 LT180500622( 180506538301|Singleton |yes HIFT7BGXY [NO ANEUPLGNO ANEUPLQNO ANEUPL -29,099 -15,122 -14,629|PASS MNONE 11%
17 LT180500622| 180506540701|Singleton |yes HIFT7BGX7 [NO ANEUPLGNO ANEUPLQNO ANEUPL -10,887 -9,676 -10,902|PASS NONE 9%
13 LT180500622) 180506543401 (Twin yes HIFT7BGXY MO ANEUPLGNO ANEUPL{NO ANEUPL -157,021 -108,314 -91,159|PASS NONE 16%
14 LT180500622| 180506587501|Singleton  |[yes HIFT7BGXY [NO ANEUPLONO ANEUPL{NO ANEUPL -12,072 -11,043 -11,926|PASS NONE 9%
15 LT180500622] 180506590901|Singleton |[yes HIFT7BGXY [NO ANEUPLGNO ANEUPLQNO ANEUPL -15,371 -15,034 -15,95|PASS MNONE 11%
16 LT180500622| 180506635301|Singleton  |yes HIFT7BGXY [NO ANEUPLGNO ANEUPLqNO ANEUPL -33,362 -36,985 -28,365|PASS NONE 13%
17 LT180500622| 180506636901|Singleton |yes HIFT7BGXY [NO ANEUPLGNO ANEUPL{NO ANEUPL -23,019 -16,421 -14,448|PASS MNONE <1%
18 LT180500622) 180506637101|Singleton |[yes HIFT7BGXY [NO ANEUPLONO ANEUPL{NO ANEUPL -14,567 -10,738 -14,399|PASS NONE 11%
19 LT180500622) 180506637601 (Twin yes HIFT7BGXY [NO ANEUPLGNO ANEUPLQNO ANEUPL -4,075 -5,505 -4,822|PASS MNONE 5%
20 LT180500622| 180506638901|Singleton  |yes HIFT7BGXY [NO ANEUPLGNO ANEUPLqNO ANEUPL -101,288 -67,947 -25,56|PASS NONE 15%
21 LT180500622| 180506640501|Singleton |yes HIFT7BGXY INVALIDATE|INVALIDATE]INVALIDATE]FAIL FAILEDiFAC'IINVALIDATEIIJ
(\9
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. Controles qualité post analytique
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Bilan de la plateforme

e Mai 2017 -> Ao(t 2018
e 9582 tests pour les 13 maternités de ’APHP.
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Bilan de la plateforme

e Mai 2017 -> Ao(t 2018
e 9582 tests pour les 13 maternités de ’APHP.

o I ] d | Catl O N S . Répartition par indication

12
(0,1%)

mAbsence dépistage MSM
mATCD Aneuploidie

= Autre indication

= Gemellaire

mTriple

56  mMSM Atypiques
(0.6%) _\msmT1

289 " MSMT2

(3%) ATCD Rob 21/13

<
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Bilan de la plateforme

 Age gestationnel moyen : 18 SA (11 - 38)
— Singleton : 18,2 SA Multiple : 16,8 SA

Distribution de I'age gestationnel (SA)
800

700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -

100 -

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
SA

* Délai de réponse moyen (apres réception) : 6 jours <
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Bilan de la plateforme

e Anomalies détectées:

— 91T21
* Sensibilité : 98,2%
» Spécificité : 99,7%
— 17 T18
— 14 T13

 Taux d’échec 1°" passage : 2,4%
e Taux d’échec final : 1,3%

(P
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Les recommandations

Recommandations HAS (Singleton)

— Risque 21/1000 (MSM T1 ou a défaut MSM T2) : DPNI
— Risque = 1/50 : Caryotype de préférence ou DPNI
Recommandations complémentaires ACLF - CNGOF

— Grossesses gémellaires

— Patientes n’ayant pas pu bénéficier des MSM

—  Profil de MSM atypique

— ATCD de tri 13, 18 ou 21 foetale

— Parent porteur d’une translocation robertsonienne impliquant un chr 13 ou 21 (/(\»
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Et pour l'avenir...

* A court ou moyen terme:

— Autres trisomies
— CNV de grande taille > 5Mb

(>
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