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= Juillet 2009 : Mise en place du dépistage combiné de la
Trisomie 21 fcetale prenant en compte :

Décrets, arrétés, circulaires
» Age maternel TEXTES GEMERALX

Mesure de la clarté nucale entre | I SA et |3SA+6] MINISTEEE OF LA GANTE ET OES SPORTS
Arrdnd da 31 juin 206 flesm 6 1ephEn 38 Donren predgues B0 matkes d8 clplioegs

» Dosage de la bHCG et PAPP-A dans le sang maternel e

Rl el

= Seuil =1/250

= Détection de 86% des trisomies 21 pour un taux de 5% de
faux-positif




CONTEXTE

0
Bilan national 2009-2011 agenceei
De moins en moins de gestes invasifs pour
déceler autant de cas de Tri 21
2009 2010 2011
Caryo T21 | Caryo T21
Age maternel | 24378 421 | 6615 114 |3385 58
MSM 33135 403 | 28199 711 | 19653 800
TOTAL 57513 823 | 24814 825 | 23038 858

mm) - 50% de gestes invasif

3,72% "

" 96% de gestes invasif pour des feetus non porteurs de Trisomie 2|

= Neécessité d’un dépistage PLUS FIABLE et NON INVASIF



OBJECTIFS DU TPNI

= Ameéliorer le dépistage des aneuploidies, en particulier de la trisomie 21

= Diminuer le risque de perte foetale due aux gestes invasifs

= Ne pas détériorer le diagnostic des autres anomalies chromosomiques déséquilibrées



CONCEPT

= ADN issu des cellules cyto/syncyciotrophoblastiques

= Apparition précoce dans le sang maternel 5-6SA
(probable relargage des I'implantation)

= Quantité augmentant avec le terme de la grossesse
(10%)

= Stable dans la circulation maternel (protégé par
association avec microparticules placentaires)

= Disparition rapide apres I'accouchement (<48h)

= Pas de persistance apres la grossesse

Placenta

. | trophoblast cells I o)
-

RNA DNA
extraction Cell extraction

isolation




COMMENT CA MARCHE?

=  ANALYSE QUALITATIVE =  ANALYSE QUANTITATIVE
m  Recherche de marqueurs feetaux absents du sang m  Recherche d’une surreprésentation chromosomique
maternel foetale

L &  LRRRERAE
HHHH R 11111111

> Détermination du sexe feetal » Aneuploidies

» Génotypage Rhésus
» Recherche de mutation DE NOVO

3 . 2

PCR temps réel Séquencage haut-débit (depuis 2013 en France)



COMMENT CA MARCHE ?

" Le génome foetal est présent en entier dans la circulation maternelle mais il n’existe pas de différence entre
’ADN libre circulant feetal et PADN libre circulant maternel = dosage chromosomique relatif

LY

Ex : Chromosome 21, 100 copies 10 000 000 10 500 000

copies copies

Y T

g gggggggg !g gggggggg 80 copies maternelles 90 copies 2000 000 copies 9000 000 coples

Egggggggg Egggggggg maternelles maternelles maternelles
- 1500000 copies

‘ 90 maternal coples 90 maternal copies 15 copies foetal 1000000 copies foetales P

S ® o 10 copies feetales coples feetales foetales
.fetal coples @ fetal copies . i i

Foetus euploide Foetus T21 Foetus euploide Foetus T21

Chromosome 21  1,35% versus 1,45% de ADN




COMMENT CA MARCHE ?

1 End Repair (Blunt endz)

1 Add 3 ATl
—_—A
A
L 1 Ugate Adaptors
l Envich/Linearize vith PCR

Extraction Préparation Sequencage R_eSl_"Itat _
Analytique ADN foetal librairie GISECREN) Analyse Bio-informatique
J-x J1+32 J4 .
Nb Gomptage: ‘£10,000 N SOMPLaD 100,000 N Gomptage 1,000,000 Calcul de la fraction chromosomique
% =%21 séquences de I'échantillon par rapport au total des
chromosomes
= . = Calcul du Z-score
ik distance entre le score brut et la moyenne de la population
i oha Shaokn thm s G e e nul S sheein abe e vz =%21sample-mean%21référence/SD mediane%21référence
chromosome 21 percentage chromosome 21 percentage chromosome 21 percentage
' Interprétation : comparaison statistique par rapport a
Population “euploide”: quantité attendue ADN chromosome 21 une valeur attendue

Population “trisomique”: quantité excessive ADN chromosome 21




ET EN PRATIQUE ...
QUE FAIRE ET QUE DIRE 2




LEGISLATION

= HAS 2017 : Place des test ADN libre circulant dans le sang maternel dans le dépistage de la trisomie
2| feetale

F
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= ACLF : Recommandations pour le dépistage des anomalies chromosomiques foetales par I'étude de
’ADN libre circulant (ADNIc) _version 3.2017



QUI PEUT PRESCRIRE UN DPNI ?

= Loin°2011-814 (7 juillet 2011 relative a la bioéthique)

= Sous prescription durant une consultation appropriée avec un médecin/SF/conseiller en génétique
» Ayant l'expérience du dépistage prénatal et du suivi

> Information sur les indications, contre-indications et limites du test



QUE DIRE ?

= LeTPNI ne se substitue pas au dépistage par marqueurs sériques.

= LeTPNI peut étre réalisé a partir de | I SA:

» apres Echographie T ++++ : datation de la grossesse, identification des grossesses multiples, mesure de la
clarté nucale, identification de malformations feetales



QUE DIRE ?

= |l ne s’agit pas d’un caryotype fcetal :

NON RECHERCHE _| NON DIAGNOSTIQUE

» Anomalies des chromosomes sexuels > Triploidies

(monosomie X,...) » Aneuploidies en mosaique
» Syndromes micro-délétionnels (Di- » Mutations géniques (le caryotype non
George, ...) plus)

» Anomalies de structures déséquilibrés

= |l faut plutot le comparer a une FISH interphasique sans comptage des chromosomes X etY:

Probable
trisomie 21




QUE DIRE ?

= Sensibilité < 100% : un test négatif n’exclut pas une aneuploidie

» Mosaique
DPNI T21

» IMC maternel élevé
Sensibilité

98,4% [1c 95 % : 97,6 %-98,9 %]

m  Suivi échographie indispensable

HAS volet 1 : Les performances des tests de dépistage de
la trisomie 21 foetale par analyse de I'ADN libre circulant.
Métaanalyse sur 20 études. Septembre 2015.



QUE DIRE ?

DPNI T21

Sensibilité

98,4% [ic 95 % : 97,6 %-98,9 %]
= Spécificité < 100% : un test POSITIF devra étre confirmé par
un caryotype feetal pares geste invasif !!!!!

» Mosaique confiné au placenta

HAS volet 1 : Les performances des tests de dépistage de
la trisomie 21 foetale par analyse de I'ADN libre circulant.
(- Métaanalyse sur 20 études. Septembre 2015.
O

> Jumeau évanescent (FIV++)

<

» Cause maternelle (cancer)

: .
|~




QUE DIRE ?

= Risque d’échec (Résultat ininterprétable) : 0,2 -0,6%

» Fraction feetale faible (prélevement trop précoce, IMC maternel élevé)

» Pathologie placentaire

= 2¢ prélevement a quelques semaines d’intervalle, si 2 échec consécutifs: amniocentese possible



QUE DIRE ?

= Signes d’appel échographique y compris Clarté nucale > ou = 3,5 mm : CONTRE-INDICATION

marqueurs seriques, signes
age maternel, ’
ATCD d’aneuploidie, d ?ppEI
sans skge écho écho
A 4

Anomalies chromosomiques 8,4% 30,6%

T21, T18 ou T13 5,3% 23,1%

Autres anomalies non recherchées 3,1% 7,5%
Pathologiques 0,5% 5,4%

non pathologiques 2,6% 2,1%

Cell-free DNA analysis in maternal plasma in cases of fetal abnormalities detected on
ultrasound examination.

Obstet Gynecol. 2015 Jun;125(6):1330-7. Benachi A et al . Collaborative SEquencage a
Haut Debit et Aneuploidies (SEHDA) Study Group



INDICATIONS : A QUI PRESCRIRE LE TPNI ?

" Femmes ayant bénéficié d’un dépistage de la trisomie 21 par les marqueurs sériques (1"
ou 2¢ trimestre) les placant dans un groupe a risque intermédiaire (1/50-1/1000) ou éleve
(1-1/50) si elle ne souhaite pas de geste invasif:

R>1/50
Amniocentése ou PBT

REINRELVEY Caryotype ou ACPA en 18 intention
Mais TPNI possible

[o2]
o

Risque intermédiare (1 in 101 — 1 in 1000)

~
o

1/51>R>1/250 1/251>R>1/1000
TPNI en 1¢'¢ intention© TPNI

Mais amnio possible Pas d’amnio

g g

5

R<1/1000
Suivi habituel

g

Bas risque

Taux de gestes invasifs (%)

-
o

| ||IIIIIII|II““|IIII i'l"l'illll-llll--‘lll..lll.r.ul-mlnn.-lnl-

100 1001 2000 3000 >4000
Risque estime de trisomie 21(1in)

(=]
1

Nicolaides & Chervenak 2005 Screening for trisomy 21 by OSCAR (FMC, London) — n=30,564



INDICATIONS : A QUI PRESCRIRE LE TPNI ?

* Femmes ayant un risque accru d’aneuploidie fcetale :

» Antécédent personnel de grossesse avec trisomie 21,13 ou 18

» Couple dont ’'un des membres est porteur d’une translocation robertsonienne impliquant les
chromosomes 13 ou 21

v

1

15 21

» Age maternel >38 ans UNIQUEMENT SI PAS DE DEPISTAGE par les marqueurs sériques



INDICATIONS : A QUI PRESCRIRE LE TPNI ?

= Grossesse gémellaire en I"™intention (marqueurs sériques non fiables)

= Profil de marqueurs sériques atypiques : sous-estimation du risque d’aneuploidie foetale




CONTRE-INDICATION ABSOLUE :

Présence d’un SIGNE D’APPEL
ECHOGRAPHIQUE,

y compris Clarté Nucale > ou = 3,5




COMMENT PRESCRIRE UN TPNI ? DELAI ?

= Ordonnance précisant : « test génétique non invasif de la trisomie 21 foetale » ou « Demande de test génétique

non invasif de la trisomie 21 et des autres aneuploidies foetales »

» Feuille de demande spécifique du labo (BIOMNIS...)

= Joindre les justifications :

» Echographie T1 ++, si non disponible CR échographique normal

» attestation d’information et consentement (1 copie pour le labo et 1 copie pour la patiente)

» Reésultat en 10 jours environ par courrier au prescripteur

» Positif (Surreprésentation)

» Négatif (Absence de surreprésentation)



= https://www.biomnis.com/services/referentiel-des-examens/page/DPNI/

Bon de demande

' ’ Nlnal_la - |Dépistage des trisomies 21, 18 et 13
par eurofins biomnis par analyse de I’ADN libre circulant (ADNIc ou DPNI)

@ PRESCRIPTEUR
N°RPPS :
Nom : Prénom :

Réservé
Laboratoire Eurofin B om i s
Etiquette code-barre

cachet
escit®

Adresse :
Ci L Ville :
L2 T T T I i | Fax:l o 1L L e e
Email : S

W PATIENTE

Nom : Adresse :
Nom de r
Prénom : CP:Lu 111 |Vile:
Date de naissance 1L L1 |

@ RENSEIGNEMENTS CLINIQUES
Taillel_+ 1 1cm
Prise de :
Date de début de grossesse :L_1 1L 1 1Lt |

Fécondation in vitro : (Joui  [INon Date d'implantation :L_1_JL_1 JL 1 |

Poids de la patiente 1|l _Ikg

. RECOMMANDATIONS

[ Marqueurs sériques maternels (risque supérieur ou égal & 1/1000) sans hyperclarté nucale (clarté nucale inférieure a
3,5 mm) ou autre anomalie échographique. Joindre la copie du résultat des marqueurs sérigues maternels

[ Antécédent de grossesse avec trisomie 21, 18 ou 13 - Joindre la copie du résultat

[ Couple dont I'un des membres est porteur d’une ne un 13 ou 21
- Joindre la copie du résultat

[J Age maternel supérieur ou égal & 38 ans pour les patientes n'ayantipas pu bénéfice du dosage des marqueurs sériques

[ Grossesse gémellaire sans hyperclarté nucale (clarté nucale inférieure & 3,5 mm) ou autre anomalie échographique.
O Autre : u - Contacter les
biologistes en charge de I'examen au 04 72 80 25 99.

@ Important

Avant d'envoyer le prélévement au laboratoire Eurofins
Biomnis, merci de bien vérifier que vous transmettez les

L ion spécifige  d'i
éclairé, cosignée par la patiente et le prescripteur

documents « Une copie du compte-rendu de I'échographie du 1%
« La prescription médicale trimestre
+ Le bon de demande d'examen dament igné o L indiqués dans le bon de demande,

es
selon T'indication

LABORATOIRE
Ce test nécessite un matériel de prélévement spécifige.

Nous mettons a votre di ition un kit de p 1t dédié disponible sur la boutique en ligne Biomnis
Connect > en ligne > Kit de prélévement a I'unité > Référence K17.
Prélévement réaliséde :
Lo Il L Jal 1 Ihl 1 imin
O Facturation Laboratoire O Facturation Patiente*
*Joindre impérativement le chéque de réglement de 390€ & I'ordre du Laboratoire Biomnis.

& eurofins
Biomnis

B17- Aot 2017

‘ N I Attestation d’information et consentement
! INalla | Dépistage des trisomies 21, 18 et 13
par eurofins biomnis par analyse de I’ADN libre circulant (ADNIc ou DPNI)

Ce document doit étre réalisé en 3 exemplaires
(patiente, prescriptesr, Laboratoire Eurofin & om i §

Ce test génétique de dépistage des trisomies 21,18 et 13 est fondé sur I'étude de I'ADN feetal circulant dans le sang maternel.
Il est notamment proposé aux femmes enceintes situées dans un groupe a risque d'avoir un feetus atteint de trisomie 21,18 ou 13.
Réalisé grace a la ie de sé nouvelle génération, ce test de dépistage non invasif par analyse de I'ADN libre
circulant ne nécessite qu'une simple prise de sang sanmaucun risque pour le feetus. Il peut étre réalisé dés la 12° semaine
d’aménorrhée (= 10 semaines de grossesse).

Tout résultat positif doit impérativement étre confiré m@r wn test ivasi firdi pensabl e pur 4 fimn lediagiost i ¢

Ce test rentrant dans le cadre du dépistage prénatal, la femme enceinte doit recevoir une information précise et compléte
(L2131-1 du code de la santé publique).

. RECOMMANDATIONS DU TEST
Ce test génétique est proposé aux patientes situées dans un groupe a risque selon les recommandations suivantes :
* Patientes situées dans un groupe a risque aprés évaluation des marqueurs sériques maternels : risque supérieur
ou égal a 1/1000 sans hyperclarté nucale ou autre anomalie échographique (arrété du 23 juin 2009).
- Dépistage combiné au 1 trimestre - Joindre la copie du résultat
- Dépistage séquentiel intégré au 2¢trimestre - Joindre la copie du résultat
- Dépistage au 2¢ trimestre par les marqueurs sériques seuls - Joindre la copie du résultat
© Antécédent de grossesse avec trisomie 21, 18 ou 13 - Joindre la copie du résultat
* Couple dont I'un des membres est porteur d’une rober un 21o0u13
- Joindre la copie du résultat
© Grossesse g sans hypi
- Joindre le compte-rendu échographique
« Age maternel supérieur ou égal a 38 ans pour les patientes nayant pas pu bénéficier du dosage des marqueurs sériques

nucale (clarté nucale inférieure a 3,5 mm) ou autre anomalie échographique

Contre-indications :
Selon les recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS) et du comité national d'éthique, ce test n'est pas recommandé
en présence de signe(s) d'appel échographique(s) ni en cas de clarté nucale supérieure ou égale a 3,5 mm.

Remarques :
© L'échographie du premier trimestre reste indispensable pour :
- la datation de la grossesse ;
-la mesure de la clarté nucale ;
- la détection des grossesses multiples ;
- la détection des anomalies congénitales autres que les clartés de nuque.

@ INTERPRETATION
© D'aprés une cohorte de 3107 patientes (données fournisseur lllumina, fév. 2017):
Pour la trisomie 21, la sensibilité de ce test est de 98,9 % et la spécificté > B, 9 %
Pour la trisomie 18, la sensibilité de ce test est de 90 % et la spécificté ¢ B, 9 %
Pour la trisomie 13, la sensibilité de ce test est > 99 % et la spécificté et & B, 9 %
Néanmoins un résultat négatif n'exclut pas & la présence des ées ou autres.
Par conséquent, il est primordial de maintenir un suivi échographique rigoureux a travers les échographies morphologiques
du 2¢et du 3°trimestre.
© Un résultat positif ne signifie pas obligatoirement que le fostus est porteur d'une trisomie 21, 18 ou 13. Tout résultat positifrdoit
impérativement étre confiré  par un test imvasif indispensable pour affire r le d gnostic @ d fet, le caryotype foetal est le
seul examen permettant de confire r le d gnostic e tism ie 21, 18 ou 13.
Remarque :
Le taux d’échec de ce test est limité : une absence de résultat est essentiellement observée chez des femmes ayant un indice
de masse corporelle trés élevé, ce qui limite la détection de la fraction feetale.

W umiTES

Ce test ne détecte pas :

oles 656 ges, les 81é les ;
* les mutations a l'origine d'autres maladies ; .2, -
* les anomalies du tube neural ; < eu rofins

* les triploidies. Biomnis
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Attestation d’information et consentement |

! ‘ Nlnalla _  Dépistage des trisomies 21, 18 et 13 |
par eurofins biomnis | par analyse de 'ADN libre circulant (ADNIc ou DPNI) |

@ EN PRATIQUE

Codt:

Le prix de ce test est de 390 €, hors nomenciature, non remboursé par la Caisse Nationale d'Assurance Maladie.

Il est donc 4 la charge de la patiente. Toutefois, certaines mutuelles privées peuvent prencre en charge une partie du colt du test
Nhésitez pas & vous renseigner auprés de votre mutuelle.

INFORMATION ET CONSENTEMENT DE LA PATI

Je
» atteste avoir avoir regu, du prescripteur (nom, prénom) :

conformément & larticle L2131-1 du Code de la Santé Publique, et au cours d'une consultation médicale
endatedu Lo I v

1. Des informations relatives :
- aurisgue pour l'enfant & naltre d'étre atteint d'une affection d'une particuliére gravité notamment une trisomie 13, 18 0u 21
- &la possibilité d'avoir recours & ma demande soit @ un geste invasif (amniocentése ou bicpsie de villosités choriales)
en vue d'établir un caryotype foetal, soit au test de dépistage d’ADN libre circulant (ADNIc ou DPNI);

2. Par ailles J’ai regu les i le test de d’ADN libre circulant des triso-
mies 13, 18 et 21 dont je souhaite bénéficier :

- Une prise de sang est réalisée & partir de la 12° semaine d'aménorrhée (= 10 semaines de grossesse), sans aucun
risque pour mon feetus.
Ce test détecte uniquement les trisomies 21,18 et 13.
- Le résultat me sera rendu et expliqué par le prescripteur ou autre praticien ayant l'expérience du dépistage prénatal.
Ce test est un dépistage et ne permet pas & lui seul d'établir un diagnostic.
Un résultat négatif n'exclut pas la présence des i ou autres.
Par conséquent, il est primordial de maintenir un suivi échographigue rigoureux & travers les échographies
morphologiques du 2 et du 3* trimestre.
Un résultat positif ne signifie pas obligatoirement gue le fastus est porteur d'une trisomie 21, 18 ou 13.
En raison du risque de faux positifs, tout résultat positif doit étre suivi d'une amniocentése dans le but de réaliser un
caryctype foetal, seul examen permettant de confirmer le diagnostic de trisomie 21,18 ou 13. Les risques, les contraintes
et les éventuelles conséquences de chaque technique de prélévement me seront expliquées.
D'éventuelles autres affections que celles recherchées initialement pourraient 8tre révélées par l'examen.

Je consens a la réalisation du dépistage des trisomies 21, 18 et 13 par analyse de I'ADN libre circulant.
Conformément aux textes en vigueur, mon prélévement sera éliminé a lissue du délai légal de conservation ou utilisé par
I Laboratoire Eurofins Biomnis, de maniére ancnyme et respectant le secret médical, & des fins scientifiques ou de contréle
qualité. Je peux m'opposer a cette utilisation par simple courrier adressé au Laboratoire Eurofins Siomnis & attention du
secrétariat médical.

Ce dépistage sera effectué par le Laboratoire Eurofins Biomnis, laboratoire de biologie médicale autorisé par Agence
Régionale de Santé & pratiquer le diagnostic prénatal.

Loriginal du présent document est conservé dans mon dossier médical par le prescripteur.

Une copie de ce document m'est remise.

La deuxiéme copie est remise au Laboratoire Eurcfins Biomnis qui effectuera le test. Il conservera ce document dans les
mémes conditions que le compte rendu de l'examen.

Date ;L oy il Ay

Signature du prescripteur Signature de I'intéressée

Ce document a été é4abl sur la base des recommandations :

- de fa HAS (Maote Autootd do Santé), mar 2017, .:.'\' eurofins
- du CNGOF (Coliége Naticral des Gynécologues of Obsétriciens Frangais), juin 2016, » . .
~ du décrat 2014-32 du 14 janvier 2014, Biomnis

F




PRELEVEMENT

= Prélevement APRES | ISA

= Tubes spécifiques

= Prise en charge :

» Non remboursé CNAM (390 euros). RIHN ‘F

|
En pratique : “ ,

Prélevement réalisé au CHU =t

Consultation de Génétique uniquement si cas complexe



CONSIDERATIONS ETHIQUES

1. Multiple step versus single test

= Le dépistage actuel définit des groupes a risque alors que I’ADN foetal pourrait étre considéré
comme un diagnostic définitif

2. To test versus to terminate

= Le dépistage met la patiente face a la décision d’aller ou non vers un test diagnostic, alors que
I’ADN la confronte au choix d’IIMG ou non

3. Procédure plus précoce

= Un nombre considérable de trisomie seront diagnostiqués avant une FCS. Un plus grand nombre
de femmes seront confrontées au choix d’IMG ou non



FUTUR ?

= Etude du génome foetal sur sang maternel : Dérives ?

Chroniques

* Eénomiques

Oon n"arréte pas

le progrés...

Un test de paternits
prénatal et non invasif
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EuroPaternité

www.europaternite.com

NON-INVASIVE

- o o

)

Nendnvasive Prenatal Paternity Test on Maternal Blocd

La preuve
que vous attendiez

CLRZL® 0805 69 00 66

APPEL GRATUIT DEPUIS UN POSTE FIXE

Accueil Test de Paternité Test de Maternité Test de Parenté Test Prénatal Test Infidelité Contactez nous
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