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Introduction

Le diagnostic prénatal (DPN) repose sur la mise en évidence de matériel génétique
feetal. Pour en obtenir, on effectue un prélévement invasif, soit par ponction de villosités
choriales soit par amniocentése. Le principal inconvénient de ces prélévements est le risque
de fausses couches (0,5 a 1%). La découverte en 1997 de ’ADN feetal circulant, ou ADN
libre, dans le sang maternel a ouvert la voie au diagnostic prénatal non invasif (DPNNI), qui
ne présente aucun risque pour le foetus. La détermination du sexe feetal dans le sang maternel,
ou « test SRY » a été la premiere application mise en place en routine. Elle repose sur la mise
en ¢évidence de séquences du chromosome Y (présentes uniquement dans le génome
masculin) : si I’on retrouve ces séquences, c’est que le feetus est de sexe masculin. Si on ne les
retrouve pas, c¢’est que le feetus est de sexe féminin.

La détermination du sexe feetal dans le sang maternel posséde deux applications
majeures :

(1) Le diagnostic de maladies liées a I’X : dans ce cas, le test est réalis¢ a 10 semaines
d’aménorrhées. Un DPN invasif ne sera proposé¢ que dans le cas ou le feetus est de sexe
masculin, ce qui diminue théoriquement de 50% le risque de fausses couches liées au
prélévement.

(i) L’hyperplasie congénitale des surrénales (HCS) : dans ce cas, le test est réalisé¢ avant 9
semaines d’aménorrhées, date de réceptivité du bourgeon génital aux androgenes. Le déficit
en 21 hydroxylase est alors compensé par un traitement de la femme enceinte a la
dexaméthasone (DEX), uniquement dans le cas d’un feetus féminin pour éviter la virilisation
des organes génitaux externes.

Les autres applications du DPNNI actuellement disponibles sont la détermination du
Rhésus feetal et le dépistage de la trisomie 21. Il s’agit d’une discipline innovante en

progression rapide depuis quelques années. En France, le DPNNI en général et le diagnostic
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de sexe feetal en particulier sont réalisés majoritairement dans des laboratoires privés. Le
développement de ces techniques est en cours au sein des Centres Hospitalo-Universitaires
publics. L’objectif de cette theése est donc la mise au point technique du diagnostic de sexe
feetal dans le sang maternel dans le cadre d’un travail pluridisciplinaire des Hospices Civils de
Lyon sur le DPNNI.

Apres une revue de la littérature sur I’ADN plasmatique, nous verrons les différentes
étapes de mise au point du test SRY, qui a été validé a partir de 6,5 semaines d’aménorrhées

sur une cohorte de 49 patientes en début de grossesse.
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Partie 1 — Analyse bibliographique

1 — Etat des lieux du Diagnostic Pré Natal en France

1.1 — Définition
D’apres I’article L2131-1 du Code de la Santé publique, «le diagnostic prénatal

s’entend des pratiques médicales, y compris 1’échographie obstétricale et feetale, ayant pour
but de détecter in utero chez I’embryon ou le feetus une affection d’une particuliere gravitéy.
Les pathologies recherchées peuvent étre d’origine génétique, comme la trisomie 21 ou la
mucoviscidose, ou encore d’origine infectieuse, comme la toxoplasmose ou la rubéole.
L’impact social et économique de cette disposition est important puisqu’il peut amener a
prendre la décision d’une interruption médicale de grossesse (IMG), au sens de Darticle
L.2213-1, issu de la loi de bioéthique du 7 juillet 2011. De plus, la réalisation du diagnostic
prénatal n’est pas un acte anodin puisqu’il est accompagné d’un risque de survenue de fausse-
couche iatrogene dans 0.5 a 1 % des cas (1). Au cours de cette thése, nous nous intéresserons
au diagnostic prénatal (DPN) génétique, qui vise a mettre en évidence une anomalie
chromosomique ou d’un gene in utero.

I1 nécessite actuellement encore la réalisation d’un prélevement feetal invasif qui est
soit une ponction de villosités choriales a partir de 11 semaines d’aménorrhées (SA), soit une
ponction de liquide amniotique (amniocentese) apres 15 SA. Ce prélévement permet
d’accéder au matériel génétique du foetus, qui est analysé selon des techniques de

cytogénétique ou de biologie moléculaire.

1.2 — Cytogénétique
La cytogénétique représente environ 75% de ’activité¢ de DPN, soit 41.639 examens

réalisés en 2012. Elle repose sur 1’analyse du caryotype, qui peut étre complétée par des
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techniques d’hybridation in sifu en fluorescence (FISH). Le caryotype est 1’identification et le
classement des chromosomes de 1’individu. Dans le cadre du DPN, il permet d’identifier chez
le feetus une anomalie déséquilibrée, portant sur le nombre de chromosomes, ou une anomalie
équilibrée avec une résolution de 1’ordre de 2 Mb.

En 2014, la sécurité sociale reconnait et prend en charge le recours a la cytogénétique dans 5
cas :

- Les grossesses dont le risque d’avoir un enfant atteint de trisomie 21 s’avére, apres
utilisation du dépistage combiné, supérieur ou égal a 1/250 au moment du prélévement. Cette
disposition est prévue par ’arrété du 23 juin 2009 fixant les régles de bonne pratique du
dépistage de la trisomie 21. La détermination du risque combiné prend en compte le dosage
des marqueurs sériques du 1 trimestre et les mesures échographiques de la clarté nucale ainsi
que de la longueur cranio-caudale.

- En cas de signes d’appel échographiques aprés consultation d’une équipe d’un centre
pluridisciplinaire de diagnostic prénatal (CPDPN). Au 1% trimestre il est tenu compte de la
mesure de la nuque, aux 2°™ et 3°™ trimestres de la présence de malformations, anomalies de
quantit¢ de liquide amniotique ou retard de croissance intra-utérin. Cette disposition est
prévue a I’article R162-29 du code de la santé publique.

- Dans le cas d’un couple présentant des antécédents de grossesses avec caryotype anormal.

- Dans le cas d’une maladie génétique liée a I’X, une détermination du sexe feetal est proposée
systématiquement. Cette indication est probablement en diminution du fait de I’émergence du
diagnostic prénatal non invasif, qui fait I’objet de ce travail de these.

- Un DPN génétique est proposé systématiquement en cas de présence chez un des parents
d’un remaniement chromosomique.

L’4ge maternel n’est plus une indication depuis I’arrété du 23 juin 2009, car il entre dans

I’algorithme de calcul du risque.
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En 2012, sur 4663 anomalies détectées, 4066 étaient des anomalies déséquilibrées,
c’est a dire qu’elles portaient sur le nombre de chromosomes. Par ordre de fréquence, les
anomalies déséquilibrées diagnostiquées sont la Trisomie 21 (48,5%), la Trisomie 18
(16,7%), le Syndrome de Turner (8,7%, caryotype 45, X), la Trisomie 13 (6,5%), une
Triploidie (3,7%), le Syndrome de Klinefelter (1,3%, caryotype 47, XXY), ainsi que d’autres
anomalies plus rares (Trisomie X, d’autres dysgonosomies etc.). Depuis 2010, le nombre de
femmes ayant eu un caryotype foetal est en importante diminution (Figure 1). Ce phénomene
s’explique par la mise en place du dépistage combiné de la trisomie 21 au 1% trimestre de
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Figure 1. Evolution du nombre de femmes ayant fait un préléevement pour caryotype foetal.

Agence de biomédecine (France). Bilan 2013

En fonction du résultat du DPN, une interruption médicale de grossesse (IMG) peut
étre proposée a la femme. Le recours a I’'IMG est 1i¢ au type d’anomalie, a sa gravité et aux
signes échographiques associés. Environ 80% des diagnostics de trisomie 21 sont suivis d’une

interruption de grossesse.

23

CAMPERGUE
(CC BY-NC-ND 2.0)



Depuis quelques années, on note ¢galement une augmentation des dépistages
d’anomalies chromosomiques par des techniques de génétique moléculaire, comme la PCR
quantitative ou la « Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification » (MLPA). 5100

feetus ont bénéficié de ces techniques en 2012, et ce chiffre est en constante augmentation.

1.3 — Biologie moléculaire

Au cours de I’année 2012, 2829 examens ont été réalisés pour une analyse génétique.
On recherche chez le feetus la présence d’une ou deux mutations préalablement identifiées
chez les parents ou un cas index. Dans 1/3 des cas, le diagnostic prénatal est effectué suite a la
découverte de signes d’appel échographiques. Les modalités de prélévement sont les mémes
que pour la cytogénétique. La ponction de villosités choriales est cependant préférée du fait
de sa précocité (11 SA). La résolution est plus faible que pour le DPN chromosomique
puisqu’on peut détecter la mutation d’une seule base (mutation ponctuelle). Plus de 250
pathologies génétiques font 1’objet d’un DPN moléculaire. En 2012, ce DPN a permis de
détecter 513 cas de feetus atteints de maladie génétique. Une IMG a été réalisée dans 387 cas.

La mucoviscidose (maladie autosomique récessive) est la pathologie qui fait 1’objet du
plus grand nombre de DPN, avec 517 DPN en 2012. Les autres maladies génétiques faisant le
plus souvent I’objet de DPN sont les disomies uni-parentales (301 DPN), 1’achondroplasie
(maladie autosomique dominante, 187 DPN), la drépanocytose majeure (maladie autosomique

récessive, 213 DPN) ou I’amyotrophie spinale (maladie autosomique récessive, 154 DPN).

1.4 — Diagnostic pré natal non invasif (DPNNI)

A T’heure actuelle, la seule technique utilisée en routine est I’analyse de I’ADN feetal
circulant dans le sang maternel. Comme nous le verrons par la suite, le DPNNI est une
technique récente. L’Agence de Bio Médecine francaise préconise son recours pour deux
indications qui seront développées dans la suite de cette thése : la détermination du sexe feetal

dans certaines conditions et la détermination du phénotype rhésus foetal.
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Le nombre de détermination du sexe feetal a augmenté régulierement entre 2006 et
2010 avant de former un plateau (Figure 2), a environ 650 déterminations annuelles.
Cependant, I’entrée de cet examen a la nomenclature des actes de biologie médicale (NABM)
en 2011 et la démocratisation de cette technique vont probablement entrainer I’augmentation
du nombre de diagnostic en 2013 et 2014.

La détermination du rhésus feetal n’est toujours pas inscrit a la NABM en 2014 malgré
les préconisations d’un rapport d’experts de la Haute Autorité de Santé (HAS). Ceci explique

la stabilité de réalisation de cet examen depuis 2011 (Figure 2).
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Figure 2. Evolution du nombre de femmes ayant bénéficié d’un DPNNI pour les indications :

détermination du rhésus feetal (tableau gauche) et détermination sexe feetal (tableau droit).

Agence de biomédecine (France). Bilan 2013

1.5 — Le DPN aux Hospices Civils de Lyon

Les Hospices Civils de Lyon (HCL) ont une forte activité de diagnostic prénatal. Ils
regroupent en effet trois centres pluridisciplinaires de diagnostic prénatal. Le laboratoire de
biologie multi-sites (LBMMS) des HCL compte de nombreuses équipes agréées impliquées
dans le DPN. De plus, trés prochainement, une unité de biochimie foeeto-maternelle sera créée

au Centre de Biologie et de Pathologie Est (CBPE). Le CBPE regroupera alors les activités de
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biologie foeto-maternelle et permettra une interaction privilégiée entre tous les acteurs
biologiques et génétiques du DPN.

Ce travail de thése a ¢été réalis€ au sein du laboratoire des pathologies de
I’hémoglobine, sur la plateforme de génétique de 1’hopital Edouard Herriot de Lyon. En 2013,

le LBMMS a lancé une étude pluri-disciplinaire intitulée « Diagnostic prénatal non invasif a

partir de I’ADN fcetal circulant dans le sang maternel: étude de faisabilité et de mise au point

technique autour de 4 projets au CHU de Lyon », sous la direction du Professeur Damien

Sanlaville. L’objectif était de mettre au point différentes techniques de DPNNI afin de
proposer aux patientes prises en charge aux HCL un diagnostic prénatal génétique fiable et
sans risque pour le foetus. Quatre projets ont été développés par quatre équipes agréées par
I’Agence de la Biomédecine pour les actes de biologie moléculaire (et/ou biologie
moléculaire appliquée a la cytogénétique) et pour le Diagnostic Prénatal:
- Le diagnostic de sexe feetal par le Dr Philippe Joly (Unité des Pathologies Moléculaires de
I’hémoglobine), qui fait I’objet de ce travail de thése.
- Le diagnostic du déficit en 21-hydroxylase, maladie autosomique récessive par le Pr Yves
Morel et le Dr Véronique Tardy (Laboratoire Endocrinologie et Maladies Rares);
- Le diagnostic de la trisomie 21, par le Pr Damien Sanlaville et le Dr Caroline Schluth-
Bolard (Laboratoire de Cytogénétique Constitutionnelle);
- Le diagnostic de comptabilité feeto-maternelle dans les groupes plaquettaires (HPA) par le
Pr Christine Vinciguerra et le Dr Mathilde Frétigny (Laboratoire d’Hématologie biologique,
centre de référence des pathologies plaquettaires, Pr. Claude Négrier).

Les quatre équipes ont toutes une solide expérience du DPN « conventionnel ». Le
laboratoire de Cytogénétique Constitutionnelle réalise environ 1200 caryotypes foetaux par an;
I’Unité des Pathologies Moléculaires de I’hémoglobine réalise 10 a 14 DPN par an dans le

cadre de la drépanocytose et de la béta-thalassémie majeure; le Laboratoire d’Endocrinologie
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Moléculaire et Maladies Rares réalise une trentaine de DPN par an pour le seul déficit en 21-
hydroxylase et le laboratoire d'Hémostase biologique réalise environ 10 DPN par an dans le
cadre des pathologies de I'hémostase (hémophilies, maladie de Glanzmann, allo-immunisation
feeto-maternelle ....). Les quatre équipes travaillent en collaboration depuis de nombreuses
années, notamment le Laboratoire de Cytogénétique Constitutionnelle et le Laboratoire
Endocrinologie et Maladies Rares réunis au CBPE des HCL depuis 2007. Le Laboratoire des

Pathologies de I’Hémoglobine et celui d’Hémostase doivent les rejoindre prochainement.

2 — La révolution du Diagnostic Pré Natal Non Invasif

2.1 — Contexte et histoire

Le risque principal associ¢ a la réalisation d’un DPN génétique reste la survenue d’une
fausse-couche iatrogéne liée au prélévement invasif. Par exemple, en France, 45.043
caryotypes feetaux ont été réalisés en 2011, ce qui représente, pour un risque maximum de 1%
environ, 450 pertes feetales iatrogénes théoriques. Afin d’éviter ces pertes feetales iatrogenes,

de nombreuses équipes se sont engagées dans le développement de méthodes de diagnostic

prénatal non invasif (DPNNI). En effet, en isolant du matériel génétique feetal directement

dans le sang maternel, on s’affranchit du risque de perte feetale iatrogéne : une prise de sang

suffit au diagnostic. Les équipes de recherche travaillant sur la découverte du DPNNI se sont
d’abord intéressées aux cellules feetales circulantes avant la découverte de I’ADN fcetal libre
circulant.

Dés 1893, Schmorl fut le premier a suggérer un possible passage de cellules feetales,
en mettant en évidence des cellules multinucléées d’origine placentaire dans les vaisseaux
maternels (2). D’autres auteurs ont confirmé cette hypotheése, notamment par la mise en
¢vidence de cellules throphoblastiques dans les vaisseaux pulmonaires de femmes décédées
d’éclampsie (3). En 1969, une équipe américaine de I’université de Californie identifie dans le
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sang de 19 femmes enceintes la présence d’un chromosome Y, isolé a partir de cellules
feetales lymphoides circulantes mises en culture (4). En plus de cette approche cytogénétique,
d’autres techniques ont été développées pour isoler, identifier et compter ces cellules feetales :
la coloration a la quinacrine (5), la culture (6) ou encore la cytométrie de flux (7). Dans cette
derniére, Herzenberg et al. ont sélectionné des lymphocytes foetaux grace a ’antigene HLA-
A2 présent chez le pére et absent chez la mére.

Différents types cellulaires ont été retrouvés dans le sang maternel, comme des
cellules trophoblastiques, leucocytaires ou des érythrocytes (8,9). Cependant, le nombre de
cellules feetales présentes chez la mére (estimé & une cellule feetale pour 10° & 10° cellules
maternelles, soit une a deux cellules par mL de sang maternel) est trés faible. De plus,
I’absence de marqueurs de surface spécifiques de ces cellules feetales et leur possible
persistance aprés la grossesse (10,11) font que cette technique n’a jamais trouvé sa place en

pratique clinique, du fait d’un manque de spécificité et de reproductibilité (12).
2.2 — L’ADN fcetal libre circulant

2.2.1 — Découverte

En 1996, le chercheur Dennis Lo travaille sur la présence des cellules feetales
circulantes dans le sang maternel. Conscient du potentiel de la mise au point de techniques de
DPNNI, il se heurte a la faible concentration des cellules feetales et a leur persistance
imprévisible lors de grossesses antérieures (12). En 1997, par analogie avec la libération
plasmatique d’ADN par les tumeurs, Dennis Lo et son équipe découvrent la présence d’ADN
plasmatique foetal libre (cffDNA : cell-free circulating fetal DNA) chez la femme enceinte
(13). En effet, leur recherche montre grace a une Polymerase Chain Reaction (PCR) dans le
plasma maternel la présence d’une séquence de 198 paires de bases (pb) spécifique du

chromosome Y (géne DYSI14).
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Si I’'impact de la découverte sur les pratiques de diagnostic pré natal est fondamental,
la nature biologique exacte de cet ADN foetal plasmatique fait I’objet de recherches, encore a

I’heure actuelle. De récents travaux ont prouvé que ’intégralité du génome feetal était présent

sous forme d’ADN circulant dans le plasma maternel (14).

2.2.2 — Cinétique

L’ADN plasmatique foetal apparait rapidement au début de la grossesse. La détection
la plus précoce a été faite 18 jours aprés une procréation médicalement assistée (15). L’ADN
plasmatique feetal représente une petite fraction de I’ADN plasmatique maternel total, et
augmente tout au long de la grossesse. Il passe de 3,4% (0,39% a 11,9%) de ’ADN
plasmatique maternel total au 1 trimestre a 6,2% (2,33% a 11,4%) au 3°™ trimestre (16). La
fraction d’ADN feetal d’une femme a une autre semble varier en fonction de différents
paramétres, et notamment le poids maternel (17).

A la fin de la grossesse, ’ADN plasmatique foetal disparait rapidement et totalement.

Certains auteurs en ont retrouvé la présence dans I’urine, ce qui suggere une ¢limination
rénale (15). En 1999, Lo et al ont estimé la demi-vie d’élimination a 16 minutes (4-30 min).
Sur 8 femmes étudiées, 7 n’avaient plus d’ADN fcetal circulant 2h apres I’accouchement (18).

Cette ¢élimination rapide est un avantage pour le DPNNI. Comme il n’y a pas de
persistance de I’ADN feetal, le DPN peut étre répété a chaque grossesse. Dans la littérature on
retrouve 1 cas de persistance, liée probablement a la présence de cellules feetales quiescentes
(19). Cependant, ces données sont aujourd’hui contestées car le protocole de centrifugation
¢tait non optimal (15,20). Ainsi, une centrifugation du sang maternel correcte semble étre
suffisante pour s’affranchir des cellules quiescentes.

De nombreux auteurs ont cherché a confirmer I’existence de cellules feetales
quiescentes sur un nombre important de femmes enceintes de feetus féminin ayant eu une

grossesse antérieure d’un feetus masculin. Dans 4 études, 131 femmes qui avaient
29

CAMPERGUE
(CC BY-NC-ND 2.0)



antérieurement donné naissance a des gargons ont été testées (21-24). Toutes se sont révélées
étre négatives au test SRY. On peut donc considérer que dans I’état de l’art et des

connaissances il n’y a pas de persistance de I’ADN feetal apres une grossesse (15,25).

2.2.3 — Taille

L’ADN plasmatique est trés fragmenté. La PCR initiale de Dennis Lo avait mis en

¢vidence une séquence de 198 pb. La taille exacte des fragments d’ADN plasmatique
maternels et feetaux a été¢ déterminée en 2004, suite aux travaux de Chan et al (26,27) Grace a
une PCR en temps réel ciblée sur le géne SRY (présent chez le feetus de sexe masculin et
absent dans le génome maternel), ils ont montré que 80% des fragments d’ADN plasmatique
feetal ne dépassaient pas 200pb. Aucun fragment ne faisait plus de 313pb. De plus, les auteurs
ont mis en évidence le fait que I’ADN libre feetal était significativement plus court que I’ADN
libre maternel. Cette propriété a été confirmée en 2010 grace au séquencage haut débit
(14,28).

Il est aujourd’hui admis que par rapport & I’ADN plasmatique maternel, I’ADN
plasmatique feetal présente une proportion moins importante de fragments de 166 pb et une

fraction plus importante de fragments de moins de 150 pb (Figure 3).
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Figure 3 — Etude de la taille de I’ADN circulant dans deux plasmas de femmes enceintes. Le
trait plein représente un plasma pauvre en ADN fcetal et le trait pointillé un plasma plus

riche.

D’aprés Yu S. C. Y. et al, 2014 (29)

Récemment, 1’équipe de Dennis Lo a utilisé cette propriété pour estimer la fraction
d’ADN plasmatique feetal dans I’ADN plasmatique maternel (29). La différence de taille peut
permettre de sélectionner ’ADN plasmatique feetal afin d’enrichir le prélevement. Comme
nous le verrons plus loin, les auteurs ont également réussi a diagnostiquer des aneuploidies

feetales grace aux différences de répartition de taille de I’ADN plasmatique feetal .

2.2.4 — Origine

2.2.4.1 — ADN plasmatique total
L’origine de I’ADN libre plasmatique est incertaine. Tout étre humain possede de
I’ADN plasmatique. Dans certaines situations, physiologiques ou pathologiques, on observe

une augmentation de sa concentration. On a retrouvé de I’ADN tumoral dans le plasma de
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patients cancéreux. On a également retrouvé de I’ADN du donneur dans le plasma de patients
greftés du foie ou du rein. Lui ef al se sont intéressés a 1’origine de cet ADN circulant (30).
L’ADN plasmatique de patients greffés de moelle d’'un donneur de sexe différent (par
exemple, un receveur homme recoit une greffe de moelle d’une donneuse femme et
inversement) a ét¢ étudié. Les auteurs se sont apergus qu’environ 60% de I’ADN plasmatique
du receveur était modifié apres la greffe, ce qui suggere que I’ADN libre plasmatique provient
majoritairement de la moelle osseuse. Cependant, en extrapolant I’expérience avec des greffes
d’organes solides (rein, foie), les auteurs se sont rendus compte que ces organes participaient
faiblement a la production d’ADN libre plasmatique (31).

En élargissant I’hypothése de Lui ef al a la femme enceinte, on peut donc suggérer que
I’ADN libre maternel de la femme enceinte provient majoritairement de la moelle osseuse

maternelle.

2.2.4.2 — ADN plasmatique foetal

En découvrant I’ADN plasmatique feetal en 1997, Lo et son équipe ne connaissaient
pas son origine. Cependant, ils ont émis I’hypothese qu’il proviendrait d’une lyse cellulaire et
de I’apoptose de certains tissus feetaux (13). Le faible nombre de cellules feetales circulantes
(1 a 2 par mL de sang maternel) ne permet pas d’expliquer la quantité relativement importante
d’ADN plasmatique foetal.

A T’heure actuelle, ’origine majoritairement placentaire de I’ADN plasmatique foetal
ne semble plus faire de doute. En effet, la présence d’ADN feetal circulant est détectée apres
I’apparition du placenta mais avant la mise en place du systeme circulatoire feetal. De plus,
dans le cas d’un mosaicisme placentaire confiné (le caryotype placentaire n’est pas le méme
que le caryotype fcetal), il a été montré que I’ADN plasmatique feetal circulant chez la mere
portait les anomalies du placenta. Certains auteurs ont travaillé sur les différences
épigénétiques entre le placenta et le sang maternel, dans la perspective de trouver un
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marqueur d’ADN feetal. Les résultats montrent que I’ADN feetal circulant porte les
caractéristiques génétiques du placenta (15). Enfin, la présence d’ADN feetal circulant dans le
cadre de grossesses anembryonnaires (sac amniotique vide) confirme une origine
trophoblastique (32). L’ADN fcetal serait ainsi libéré lors de phénomeénes d’apoptose et de
nécrose de cellules placentaires, ce qui fait partie du turn over cellulaire normal. Dans
certaines situations pathologiques, comme les pré-éclampsies, le turn over cellulaire est
augmenté. On observe dans ce cas la une augmentation de I’ADN fcetal circulant (15), ce qui
est encore une fois en faveur de son origine placentaire.

Si certains auteurs ont aussi évoqué une possible destruction des cellules
trophoblastiques par les cellules épithéliales pulmonaires maternelles, ce phénoméne n’a pas

pu étre mis en évidence a 1’heure actuelle.

2.2.5 — Applications cliniques

L’ADN feetal circulant permet donc d’obtenir des informations génétiques sur le feetus
sans avoir recours a un acte invasif. On peut séparer I’utilisation de ce matériel génétique en
deux catégories: la détection d’anomalies qualitatives de I’ADN feetal circulant et

d’anomalies quantitatives.

2.2.5.1 — Anomalies qualitatives

Les premiceres applications du DPN non invasif ont reposé sur la détection par des
techniques de PCR de séquences normalement absentes du génome maternel. La détection se
fait a 1’échelle chromosomique (chromosome Y absent ou présent) ou génétique (mutation,

délétion etc.).

2.2.5.1.1 — Détermination du sexe foetal
A D’échelle chromosomique, la détermination du sexe fcetal ou « test SRY » (détection

de séquences issues du chromosome Y) fait I’objet de notre travail et sera développée plus en
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détail dans un prochain paragraphe. Il s’agit de la premiére technique de DPNNI disponible

en routine dans les laboratoires.

2.2.5.1.2 — Prévention de I'allo-immunisation feeto maternelle

A I’échelle du geéne, la prévention de I’allo-immunisation feeto maternelle est stirement
I’application la plus importante du DPNNI. Elle représente 6916 diagnostics en 2012. L’allo-
immunisation feeto maternelle correspond a la production d’anticorps maternels dirigés contre
le feetus. Ces anticorps sont dirigés contre des €éléments figurés du sang feetal : hématies et
plaquettes. La production est entrainée, hors transfusion, par le passage de sang feetal dans la
circulation maternelle lors de différentes situations a risque. Au cours de grossesses suivantes,
I’allo-immunisation peut étre a I’origine de cytolyse feetale, comme la maladie hémolytique
du nouveau né. Il existe un traitement, pendant la grossesse, qui permet d’empécher 1’allo-
immunisation feeto maternelle. L’objectif du diagnostic prénatal est de définir le statut du
feetus dans les couples ou il existe une possibilité d’incompatibilité entre la mére et le feetus.

Le systéme rhésus est a l'origine de la majorit¢ des allo-immunisations fceto
maternelles. On assiste a la production d’anticorps anti RH1 (anti D) qui se développent chez
des femmes RH : -1 (D négatif) lorsque le foetus est RH :1 (D positif). L’analyse de I’ADN
feetal circulant permet d’obtenir, dans les grossesses a risque, le génotype RHD feetal et donc
de prévenir, par des immunoglobulines anti RHI (anti D) injectées a la mere, ’allo-
immunisation feeto maternelle. Le test peut étre effectué a la 28™ semaine d’aménorrhée,
avant la premiere injection d’immunoglobuline anti D, ou bien précocement pour prévoir le
suivi tout au long de la grossesse (33).

En pratique quotidienne I’utilisation de ce test est encore limitée en France, bien que
sa sensibilité soit proche de 100% (15). Il n’est pas encore remboursé par la sécurité sociale.

Dans le cadre du développement du DPNNI au sein des Hospices Civils de Lyon, le

diagnostic pré natal non invasif de 1’allo-immunisation feeto-maternelle dans les groupes

34

CAMPERGUE
(CC BY-NC-ND 2.0)



plaquettaires a été initi¢ en parall¢le de ce travail par le Professeur Christine Vinciguerra et le
Docteur Mathile Fretigny. Il s’agit de I’équivalent de la maladie hémolytique du nouveau-né,
mais qui concerne les groupes antigéniques présents sur les plaquettes sanguines (HPA=
Human Platelet Antigen) (34). L’allo-immunisation de la femme enceinte entraine une
thrombopénie sévere chez le feetus, pouvant entrainer des hémorragies graves, notamment au
niveau cérébral. L’objectif du diagnostic pré natal est la détermination d’un groupe
plaquettaire feetal pour permettre de mettre en évidence sur ’ADN fcetal circulant 1’allele
paternel incompatible. On peut alors prévenir I’allo immunisation de la mére par I’injection

d’immunoglobulines polyvalentes pendant la grossesse.

2.2.5.1.3 — Diagnostic d’une mutation génétique

La détermination du sexe foetal et le génotypage rhésus sont des techniques
relativement faciles & mettre en place car on détecte des séquences d’ADN absentes du
génome maternel. Cependant, le DPNNI de maladies autosomiques récessives présente un
défi plus difficile a réaliser. En effet, les anomalies portent généralement sur un faible nombre
de paires de bases, voire sur une seule paire (mutation ponctuelle). Les premieres mises au
point ont donc logiquement été faites sur des anomalies de plusieurs paires de bases, comme
des polymorphismes de microsatellites, des anomalies de répétitions de trois nucléotides
(comme dans la dystrophie myotonique) ou des délétions de plusieurs paires de bases
(15,33,35). De récents développements dans la spectrométrie de masse ont permis de séparer
I’ADN circulant feetal et maternel pour des différences d’une seule paire de bases. Grace a
cette technique, Ding et al. ont réussi a faire le DPNNI de [-thalassémie par mutation
ponctuelle (36).

De plus, lorsque la mére est porteuse de la mutation dans une maladie a transmission
autosomique récessive, il est particulierement difficile de déterminer si le feetus a hérité de
I’allele maternel sain ou muté. Afin de différencier I’allé¢le maternel de 1’all¢le feetal, le
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principe est de mettre en évidence dans I’ADN plasmatique total une sur-représentation de
I’allele muté par rapport a I’alléle sauvage. En effet, dans le cas ou la mére hétérozygote pour
une mutation transmet 1’allele muté, le feetus homozygote libere de I’ADN circulant
uniquement porteur de la mutation. Dans le plasma maternel, le rapport allele muté/allele sain
est alors modifié. Si le feetus est hétérozygote, le rapport est inchangé. De cette facon, des
équipes ont réussi a développer des DPPNI sur la béta thalassémie, la drépanocytose ou
I’hémophilie, grace a des techniques de digital PCR (33). Une autre approche utilisant les
techniques de séquencage haut débit est actuellement en développement et a montré son

utilité pour le diagnostic de la béta thalassémie ou I’hyperplasie congénitale des surrénales

(17).

2.2.5.2 — Anomalies quantitatives

2.2.5.2.1 —Détermination des aneuploidies — cas de la Trisomie 21

Le diagnostic prénatal non invasif de la trisomie 21 a été longtemps difficile du fait
que le foetus possede un chromosome 21 en commun avec sa mere et qu’en cas de trisomie
21, le chromosome 21 surnuméraire est d’origine maternelle dans 90% des cas.

Récemment, les technologies de séquengage haut-débit, permettant de séquencer des
millions de fragments d’ADN en parallele, ont permis de mettre au point le DPN non-invasif
de la trisomie 21 par comptage relatif. Les fragments d’ADN plasmatiques sont ainsi
séquencés. Une analyse bio-informatique permet ensuite de déterminer a quel chromosome
chaque fragment correspond et calcule le pourcentage de séquences provenant du
chromosome 21. L’hypothése est que la présence d’un feetus porteur d’une trisomie 21 se
manifestera par un exces de séquences d’ADN issues du chromosome 21 par rapport aux
autres chromosomes.

Les premieres études ont montré la preuve de concept de cette technologie sur un

nombre limité de patientes a haut risque de trisomie 21 (marqueurs sériques, age maternel,
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signe d’appel échographique) (37-39). Puis des études sur de plus larges cohortes de femmes
a haut-risque de trisomie 21 ont permis de montrer une sensibilit¢ (98,6% —100%) et une
spécificité (97,9% — 99,8%) excellentes (39—41). La détermination des trisomies 18 et 13 est
¢galement réalisée avec la méme précision.

Actuellement, le test est proposé par 8 laboratoires dans le monde. En France, méme
s’il a recu un avis favorable du collége national des gynécologues et obstétriciens frangais en
janvier 2013 et du Comité consultatif national d’éthique en avril 2013, le test n’est pas encore
porté a la Nomenclature des Actes de Biologie Médicale (NABM). Son cofit est d’environ
800 euros. Si le prélévement est fait en France et proposé aux patientes, I’analyse technique
est réalisée a 1’étranger, notamment aux Etats-Unis. La mise au point sur le territoire frangais,
et au sein des CHU en particulier, est en cours. L’équipe du Professeur Damien Sanlaville a
travaillé sur la mise au point technique de cette détermination en paralléle de ce travail.

Le test non invasif de dépistage de la trisomie 21 feetale n’est pas amené a remplacer

le test combiné avec le dosage des marqueurs sériques et la mesure échographique de la clarté

nucale (Figure 4).
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Figure 4 — Stratégie de diagnostic de la trisomie 21

D’aprés le laboratoire Cerba, « Test génétique non invasif de la trisomie 21 feetale, informations destinées aux

professionnels de santé ». Disponible sur www.lab-cerba.com

2.2.5.2.2 — Autres anomalies quantitatives

Suite au constat que la quantité d’ADN feetal plasmatique augmentait dans les

rossesses pathologiques, certaines équipes ont expérimenté [’idée que 1’on puisse
9

diagnostiquer la pré-éclampsie ou la rupture prématurée des membranes par une mesure

quantitative de I’ADN libre foetal (15,42). Cependant, 1’absence de marqueur spécifique
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d’ADN feetal ne permet pas d’assurer une totale spécificité de ces techniques. De plus, de
récentes ¢tudes ont montré qu’il existait un chevauchement entre la quantit¢ d’ADN feetal
dans les grossesses normales et les grossesses pathologiques, ce qui réduit fortement les
perspectives de ces techniques de screening (15).

De récents développements de techniques sur I’ARN libre circulant offrent de
nouvelles opportunités de découverte de marqueurs feetaux. En effet, I’ARN messager foetal
libre semble particuliérement stable. De récents développements dans la pré-éclampsie ou les

tumeurs trophoblastiques gravidiques semblent donner des résultats encourageants (15).

3 — Détermination du sexe feetal dans le sang maternel

3.1 — Principe général du test SRY

Comme nous 1’avons vu précédemment, la détermination du sexe feetal dans le sang
maternel, ou « test SRY », est le premier DPNNI a avoir été utilisé en routine. En 2009, des
experts de la Haute Autorit¢ de Sant¢ (HAS), a la demande du College national des
enseignants et praticiens de Génétique Médicale, ont rendu un rapport d’évaluation sur la
technique de dépistage du sexe feetal sur le sang maternel. De part leurs activités en diagnostic
prénatal, les Drs. Véronique TARDY et Laurence MICHEL du Laboratoire d’Endocrinologie
Moléculaire et Maladies Rares des HCL ont fait partie du groupe d’experts, respectivement
pour les Hyperplasies Congénitales des Surrénales (HCS) et les Maladies liées a I’X. Les
conclusions de ce rapport peuvent étre classées en deux grands items: le premier relatif aux
applications médicales pertinentes et éthiquement acceptables de ce test et le second relatif
aux conditions techniques optimales de réalisation.

Ceci a permis d’inscrire en octobre 2010 la détermination du sexe feetal sur sérum
maternel a la Nomenclature des Actes de Biologie Médicale (NABM) dans deux indications :
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« feetus a risque pour une maladie génétique lice a I’X » et « feetus a risque pour I’hyperplasie
congénitale des surrénales ».

Ces tests font actuellement partie intégrante des pratiques de DPN en France. En 2012,
609 dépistages ont eu lieu. Dans les autres pays d’Europe, le test SRY est aussi utilis¢ en
routine clinique par les Pays-Bas, le Royaume-Unis et I’Espagne (43).

Le test repose sur l’extraction et l'amplification, a partir du plasma ou du sérum
maternel, des acides nucléiques feetaux libres (ADN libre) en ciblant des séquences
spécifiques du chromosome Y(44). Une amplification PCR positive (présence de ces
séquences) permettra de dire que le feetus est de sexe masculin; a l'inverse, l'absence

d'amplification fera conclure a un feetus de sexe féminin. Le principal risque de ce type de test

est celui de faux-négatif puisque I'ADN plasmatique feetal est trés minoritaire par rapport a

celui de la mere (3,4 4 6,2% de I'ADN total circulant selon le stade de la grossesse)(16). Deux

méta-analyses récentes (43,45) ont montré que la sensibilité et la spécificité du test pouvaient

étre proches de 100% 4 partir de la 7°™ SA tandis que le sexe échographique ne peut étre

déterminé de fagon fiable avant au moins 13 SA (46—48). L’¢tude récente de Tardy ef al. sur
une cohorte francaise de 258 femmes enceintes entre 2002 et 2011 préconise 1’utilisation du

test SRY apres 6,5 SA (49).

3.2 — Applications médicales du diagnostic de sexe feetal sur plasma maternel

3.2.1 — Maladies récessives liées a I’X

Environ 400 maladies liées au chromosome X sont répertori€es. Elles présentent une
morbidité et une mortalit¢ variable. Certaines ont un pronostic trés sévere comme la
Dystrophie Musculaire de Duchenne, 1’hémophilie sévere, 1’adrénoleucodystrophie, le
syndrome d’Alport, ou certains déficits intellectuels liés a 1'X.

Contrairement aux maladies génétiques autosomiques, le Diagnostic Pré-Natal (DPN)

des maladies récessives liées a I’X nécessite une connaissance précoce (1 trimestre
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idéalement) du sexe feetal (Figure 5). En effet, un feetus féminin sera 'au pire' porteur sain de
la maladie et le risque de fausse-couche li¢é au DPN par biopsie de trophoblaste ou

amniocenteése (0,5 a 1,0%) sera supérieure au bénéfice clinique retiré. En d'autres termes, le

diagnostic de sexe feetal sur sang maternel permet de réduire de 50 % les procédures invasives

de DPN dans les maladies liées au chromosome X.

Grossesse a risque de maladie liée a I’X
- Consultation médicale dés le retard de regle

Test SRY entre 8 et 10 SA

Testl]
SRY[ER]

A 4

Feetus féminin

Amniocentese
Pas de DPN BTN

Qu
Ponction villosités choriales
13- 14 SA
- Etude moléculaire
- Caryotype

Foetus masculin

Figure 5 — Utilité du test SRY dans la prise en charge du DPN des maladies liées a I’X

3.2.2 — Hyperplasie congénitale des surrénales (HCS)

Il s’agit d’une maladie génétique autosomique due a un déficit de la stéroidogenese
surrénalienne: dans 95% des cas il s’agit d’un déficit en 21-hydroxylase (géne CYP21A42) et
plus rarement d'un déficit en 11-hydroxylase (50). La conséquence de ce déficit est une
production excessive d'androgenes pendant la vie feetale. Le développement des organes

génitaux masculins n’est pas affecté par cet exces d’androgeénes mais cette exposition précoce
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a des taux élevés d’androgenes virilise a des degrés variables les organes génitaux externes
des feetus de sexe féminin. Pour prévenir cette virilisation, un traitement par glucocorticoides
(DEX) a été proposé dés 1984 par les pédiatres lyonnais et adopté internationalement. Pour
étre efficace, ce traitement doit étre débuté avant la date présumée de réceptivité du bourgeon
génital a I’action des androgenes, soit avant 9 SA (51,52) et poursuivi jusqu’a la naissance.

La transmission de 'HCS étant de type autosomique récessif, un couple a risque (deux
parents hétérozygotes) aura a chaque grossesse 1 risque sur 4 d’avoir un enfant atteint et donc

1 risque sur 8 que ce soit une fille atteinte. Ceci signifie que le traitement glucocorticoide en

systématique est inutile dans 7 cas sur 8. La description par des équipes suédoises d’effets sur

la mémoire de travail verbale chez les enfants exposés a la DEX (53) et la crainte d’effets
secondaires a long terme ont conduit la Suéde ou les Etats-Unis a arréter 1’'usage de la DEX
dans cette indication. Il est donc nécessaire de développer de nouveaux outils pour en limiter
la prescription au strict nécessaire (feetus féminin et atteint). La validation de la détermination
du sexe feetal sur sérum maternel par les Laboratoires Cerba dés 2001 (21) a ouvert la
possibilité de ne plus traiter les garcons a condition de valider ce test plus tot dans la
grossesse. Ceci a été possible grace au protocole proposé en 2002 par le Laboratoire
d’Endocrinologie Moléculaire en charge du DPN a Lyon et les Laboratoires Cerba (49,54).

En pratique, dans les grossesses a risque d'HCS, un diagnostic de sexe sur plasma est
classiquement effectué a partir de 7 SA (43). Si le test SRY est négatif (foetus féminin), un
traitement glucocorticoide par DEX est proposé, apres consentement éclairé, aux femmes
enceintes, vu les bénéfices sur les organes génitaux externes et le manques de preuves quant
aux risques. Un contrdle vers 10 SA est recommandé par le Laboratoire Cerba pour éviter les
éventuels faux-négatifs. Un protocole de prise en charge des grossesses a risque est donc en

place en France depuis 2002 (Figure 6).
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Ce protocole a été validé en 2014 en France sur une cohorte frangaise de 258

grossesses a risque recrutées entre 2002 et 2011 (55). Ainsi, la combinaison du test SRY avec

le traitement par la DEX, en plus du DPN invasif conventionnel permet de limiter 1’usage de

la DEX et la naissance d’enfants atteints d une virilisation des organes génitaux externes (49).

Afin de limiter encore 1’usage de la DEX, et notamment chez les foetus déterminés
comme féminins par le test SRY mais non atteints par la maladie, le développement d’une
technique de DPNNI par recherche de I’anomalie génétique directement sur I’ADN circulant
a été menée en paralleéle de ce travail par I’équipe du Dr Véronique Tardy et du Pr Yves
Morel. Elle repose sur 1’analyse de microsatellites extra-géniques du gene CYP21A42 et de

mutations directement sur CYP21A42.

Grossesse a risque de HCS
- Consultation médicale des le retard de regle
- Datation échographique de la grossesse

Testd Test SRY a 6 SA
SRYEE

Testl
SRYE

A 4
DEX< 8 SA
\L Amniocentese
Controle du test 16 SA .
SRY 4 10 SA - Analyse moléculaire du
gene CYP21A2
- Dosage hormonal
Testld - Caryotype
SRYEE
A 4
Ponction villosités choriales Pas de DPN
13-14 SA Prise en charge néonatale du nourrisson
- Etude moléculaire atteint
- Caryotype

Si feetus atteint : Traitement DEX

Figure 6 — Protocole de prise en charge des grossesses a risque d’HCS depuis 2002 en France

Adapté d’apres Tardy-Guidollet V. et al., 2014 (55)
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3.2.3 — Contraintes médicales du test SRY

Au total, dans le cadre du diagnostic des maladies liées a 1’X, il faut avoir une bonne
sensibilité, c’est a dire éviter les faux négatifs (déterminer comme féminin un feetus masculin)
car seuls les feetus diagnostiqués comme masculins bénéficieront du DPN de la maladie
recherchée. Dans le cadre du diagnostic de ’HCS, qui touche les organes génitaux externes
du feetus féminin, c’est la spécificité qui devra étre privilégiée, car seuls les feetus
diagnostiqués comme féminins bénéficieront du traitement DEX ou d’un DPN plus poussé.

De plus, le test devra étre en mesure de diagnostiquer le sexe feetal au plus tard a 9
semaines d’aménorrhée, date a laquelle le traitement de I’HCS est administré. Une sensibilité
de 100% a 6 SA permettrait de répondre aux recommandations frangaise dans la prévention

de ’HCS (Figure 6).

3.3 — Recommandations techniques du test SRY

3.3.1 — Contexte
En 2009, le rapport de la HAS rapporte les conditions optimales de réalisation du test.

En 2011, une revue de la littérature menée par Devaney et al. publiée dans le JAMA fait le
point sur les conclusions techniques de 57 équipes ayant développées le test SRY (43). En se
basant sur ces deux publications scientifiques majeures, associée a une analyse de la
littérature, nous avons documenté chacune des étapes de la réalisation du test. Cette base
bibliographique nous a permis de monter le test par la suite au sein du laboratoire (chapitre

matériel et méthode).

3.3.2 — Plasma ou sérum ?
L’ADN fcetal libre peut €tre récupéré a partir du plasma ou du sérum maternel. Dans la
littérature, la majorité des équipes utilisent du plasma prélevé sur tube EDTA (23,37,40,56—

65). Seule I’équipe francaise du Dr Costa propose des résultats sur sérum, prélevé sur tube sec
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avec gel séparateur(21,44). En 2011, dans un rapport de la HAS sur la détermination prénatale
du génotype RHD fcetal a partir du sang maternel, il est indiqué que « le sérum peut se
conserver plus longtemps que le plasma, permettant ainsi le prélévement dans un centre et
I’extraction d’ADN dans un autre ». Il n’a pas été possible de confirmer cette affirmation dans
la littérature.

Dans I’utilisation de routine proposée par les laboratoires spécialisés, le laboratoire
Cerba demande le prélévement de 3 tubes de 7 mL sur tube sec avec gel séparateur. Les autres
laboratoires comme Sequenom, Ariosa diagnostics ou Verinata health proposent de
commander directement un kit de prélévement. Il n’est donc pas possible de déterminer s’il

s’agit de plasma ou de sérum.

3.3.3 — Centrifugation

La centrifugation est une étape cruciale du test SRY. En effet, elle doit étre suffisante
pour séparer toutes les cellules du plasma ou sérum. Cependant, une centrifugation trop
importante entrainera une lyse cellulaire, libérant des concentrations importantes d’ADN
génomique qui viendront « polluer » I’ADN plasmatique. Cette étape est encore plus critique
dans le cadre des tests quantitatifs sur ’ADN plasmatique comme la détermination de la
trisomie 21. Nous avons donc réalis¢ une analyse poussée de nombreuses publications
décrivant le test pour voir si il y avait un consensus sur la centrifugation du prélevement. Un

nombre important d’auteurs utilise une double centrifugation, d’abord a vitesse réduite pour

¢liminer le maximum de cellules, puis a vitesse importante. Les résultats de 1’analyse
bibliographique sont présentés dans le tableau 1. Les publications ayant fait 1’objet de
I’analyse se servent de la PCR en temps réel, ont été publiées apres 2005 et ont pour finalité la
détermination du sexe feetal dans le sang maternel (SRY), le dépistage de la trisomie 21 (T21)

ou la détermination du rhésus feetal (RHD).
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Il ne semble pas y avoir de consensus dans les vitesses de centrifugation, méme si un

nombre important d’équipes (9/21) réalisent une premiere centrifugation lente (1600 g

pendant 10 minutes) suivie d’une ultra-centrifugation du surnageant (environ 16.000 g

pendant 10 minutes).

Tableau | — Vitesse de centrifugation du sang maternel avant extraction de I’ADN
plasmatique foetal dans la littérature.

Publication Année | Examen | 1ére centrifugation |2éme centrifugation
Hyett et al.(56) 2005| SRY |2500g 10 min 10000 g 10 min
Birch et al.(23) 2005| SRY |[1600 g 10 min 16000 g 10 min
lllanes et al.(66) 2006| SRY |10000 g 10 min 10000 g 10 min
Devalieva et al. (67) 2006| SRY |[2500tpm 10 min X
Dresch Martinhago et al.(57) 2006| SRY |1800g 10 min 6000 g 10 min
Deng et al.(58) 2006| SRY |1600g 10 min 16000 g 5 min
Zhong et al.(59) 2006 SRY [1600g 10 min X
Liu et al.(61) 2007| SRY |3000g 3000g
Bustamante et al.(62) 2008 | SRY |1600g 10 min 13000 g 10 min
Vecchione et al.(63) 2008 | SRY |1600g 10 min 16000 g 10 min
Chiu et al. (68) 2001| SRY |[1600g 10 min 16000 g 10 min
Wagner et al.(64) 2008| SRY [1400 g 10 min 1400 g 10 min
Costa et al.(21) 2001| SRY |3000 g 10 min X
Zimmerman et al.(65) 2005| SRY |[1600g 10 min 16000 g 10 min
Daniels et al (69) 2006 RHD |2500 g 10 min 10000 g 10 min
Benachi et al. (70) 2012| RHD |3000g 10 min X
Finning et al.(71) 2006 RHD |2500 g 10 min 10000 g 10 min
Minon et al. (72) 2005| RHD |3000 g 10 min 10000 g 10 min
Palomaki et al.(39) 2011 T21 1600 g 10 min 16000 g 10 min
Ehrich et al. (40) 2011| T21 |2500g 10 min 15000 g 10 min
Bianchi et al. (73) 2012 T21 |1600g 10 min 16000 g 10 min

3.3.4 — Extraction

Les auteurs utilisent majoritairement les kits QIAamp® DNA blood mini ou

QIAamp® DSP virus kit. Ces kits ne sont pas spécifiques de I’ADN plasmatique. Or, I’ADN

plasmatique est, comme nous 1’avons vu, tres fractionné. Ainsi, de nouveaux kits spécifiques
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ont récemment fait leur apparition sur le marché. Il semblerait que ces kits aient des
performances meilleures en terme de concentration d’ADN plasmatique extrait (74).

Parmi ces kits spécifiques on retrouve QIAamp® circulating nucleic acid de Qiagen®,
NucleoSpin® Plasma XS de MachereyNagel® ou encore FitAmp® plasma/serum DNA

isolation de Epigentek®. Cette liste est non exhaustive.

3.3.5 — Amplification

3.3.5.1 — Génes d’intérét

En détectant des séquences du chromosome Y, absent du patrimoine génétique
maternel, on signe la présence d’un foetus de sexe masculin. Sur le chromosome, les genes les
plus couramment utilisés sont SRY et DYS14 (43). Le gene SRY est un géne en copie unique,
tandis que DYS14 est une séquence présente en plusieurs copies (75). On pourrait donc penser
que travailler sur DYS74 augmente la sensibilité¢ de la technique. Certaines publications vont
dans ce sens (59,65). Cependant, dans sa revue de la littérature, 1’équipe de Devaney a trouvé
que la sensibilité de la technique était la méme quelque soit le geéne utilisé (43). Il n’est donc
pas strictement recommandé d’utiliser un geéne plutdt que I’autre.

D’autres auteurs ont travaillé sur des séquences différentes, comme les genes

DYS1/DAZ, DYZ3 et AMELY (43). L’utilisation des ces séquences est cependant marginale.

3.3.5.2 — Technique utilisée

3.3.5.2.1 - PCR en point final

En 1997, Dennis Lo découvre I’ADN fcetal circulant grice a une PCR classique
amplifiant une séquence du gene DYS /4 (du chromosome Y) . Il utilise un nombre élevé de
cycles de PCR (40 cycles), ce qui augmente le risque d’apparition d’amplifications non

spécifiques, pouvant parasiter la lecture de la révélation sur gel d’agarose. Afin d’augmenter
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la sensibilité de la technique, la PCR nichée a ensuite été utilisée. Il s’agit d’une double PCR
ou «PCR de PCR». Le risque principal de cette technique est la contamination de
I’échantillon, du fait de la manipulation de produits déja amplifiés pour faire la deuxi¢me

PCR. La revue de Devaney et al. trouve une sensibilité de 94% et une spécificité de 97,3%

(43). Cette performance est jugée médiocre et insuffisante. En France, les experts de la HAS

préconisent 1’utilisation de la PCR en temps réel, seule technique actuellement capable de

fournir une performance acceptable (sensibilité de 99% et spécificité 99,6%) (43).

3.3.5.2.2 — PCR en temps réel

La PCR en temps réel permet de visualiser I’avancement de la PCR a chaque cycle,
grace a la détection de fluorescence directement dans le thermocycleur. En effet, la présence
du gene recherché entraine une augmentation proportionnelle de la fluorescence pendant la
PCR. De plus, on utilise un systéme clos qui permet de limiter la contamination et 1’apparition
de faux positifs. Parmi les techniques de PCR en temps réel a disposition, deux semblent
particulierement intéressantes : le TagMan et le FRET (Fluorescence Resonnance Energy

Transfert).

a) TagMan

Cette technique est utilisée depuis longtemps dans la détermination du sexe feetal dans
le sang maternel (21). De fagon amusante, la technique TagMan a ét¢é nommée en contractant
le mot Taq polymérase avec PacMan, le fameux jeu vidéo. De fait, cette technique est basée
sur la propriété 5°-3° exonucléotidase de I’ADN Taq polymérase. Elle est développée par les
laboratoires Roche et est utilisable sur I’automate LightCycler®.

Elle fait appel a une sonde nucléotidique, que 1’on va intercaler entre les 2 amorces qui
délimitent la séquence a amplifier. (Figure 6). La sonde est marquée a son extrémité 5’ par un

fluorochrome émetteur appelé reporter. A son extrémité 3’ se trouve un autre fluorochrome
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suppresseur de fluorescence appelé quencher. Lorsque la sonde est intacte, la proximité entre
le quencher et reporter empéche I’émission de fluorescence.

Au cours de la PCR, si la séquence du chromosome Y que I’on cible est présente, la
sonde s’hybride sur sa cible. Elle est alors hydrolysée par I’ADN Taq polymérase pendant
I’¢longation. Le reporter se retrouve donc séparé du quencher, ce qui entraine 1’émission d’un
signal fluorescent. Ce signal, mesuré au cours de 1’élongation, est proportionnel au nombre de
sondes hydrolysées.

L’avantage de cette technique est une plus grande spécificité car elle repose sur

I’hybridation de 2 amorces d’environ 20 nucléotides et d’une sonde d’environ 20 nucléotides.

ADN®loublefrin@@Emplifier 54

3

3’8
HHRAHANARFARARHNEE
—

- - Sonde@agMan(@
DénaturationP spécifige RluEeneld

(pas@iefluorescence)?

HybridationB '

Amorcell
5’0 3@

Sondefhybridéel

i

- Hydrolyse@ie@a@onde@#luorescencel
ElongationQ mesure@uBignal@Rhaquelyclel

H PR
' ‘E}Jlgu 'y

i

3

ccccc

Figure 6 — Principe de la technique de PCR temps réel TagMan
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b) FRET

La technique FRET utilise également la fluorescence, mais d’une autre fagon que le
TaqMan (Figure 7). Elle utilise deux sondes nucléotidiques complémentaires de la séquence
cible et espacées de quelques paires de bases. Une sonde est porteuse a son extrémité 3’ d’un
fluorochrome donneur, et 1’autre posséde a son extrémité 5’ un fluorochrome accepteur.
Lorsque les deux sondes sont dans le milieu, il n’y a pas de fluorescence.

Au moment de I’hybridation, les deux sondes viennent s’hybrider sur la séquence
cible. Elles ne sont plus espacées que de 3 a 5 nucléotides, ce qui provoque une émission
d’une fluorescence par transfert d’énergie car le spectre d’émission du fluorophore donneur se
chevauche avec celui du fluorophore accepteur.

On peut alors mesurer le signal de deux fagons différentes : Si on le mesure au
moment de I’hybridation, le signal est proportionnel a la quantit¢é de séquences cibles
présentes dans le milieu. On peut également réaliser une courbe de fusion aprées la PCR, car
les sondes ne subissent pas d’hydrolyse (contrairement a la technique TagMan) ce qui rend la

production de fluorescence réversible.

3.3.6 — Controle du test

3.3.6.1 — Controle négatif

Un manque de spécificité ou une contamination entraineraient 1’apparition de faux
positifs, c’est a dire le diagnostic de foetus masculins alors qu’ils sont féminins. Dans le cadre
des diagnostics de maladies liées a I’X, le risque serait « au pire » la réalisation d’un DPN
invasif inutile, avec 1% de chance de fausse couche. En revanche, dans le cadre de ’HCS, le
risque est plus important. Si ’on considére comme masculin un feetus féminin, le DPN ne
sera peut tre pas réalisé (Figure 5) et on risque une virilisation des voies génitales externes

féminines.
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Afin de prévenir ce phénomene, il est recommandé¢ d’utiliser un blanc PCR. Un sérum
de femme non enceinte doit étre ajouté a chaque série depuis I’extraction jusqu’a la révélation
de la PCR comme un témoin négatif. De plus, I'utilisation de la PCR en temps réel dans un
systéme clos permet de limiter au maximum les contaminations, puisqu’il n’y a pas de
manipulation d’ADN amplifié. Enfin, de nombreuses équipes utilisent du personnel féminin

pour la réalisation du test SRY (76)
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Figure 7 — Principe de la technique de PCR temps réel FRET

3.3.6.2 — Contréle positif

Le controle positif de I’amplification est le principal défi a relever dans la réalisation

du test SRY. En effet, le diagnostic de sexe féminin se fait par défaut lorsqu’il n’y a pas
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d’amplification. Comment différencier un foetus féminin d’un probléme technique de

réalisation du test? Voici les différentes méthodes utilisées pour limiter les faux négatifs :

3.3.6.2.1 — Double amplification

La méthode la plus simple consiste a amplifier deux séquences feetales différentes. En
effet, tout le génome feetal étant présent dans le plasma maternel sous forme fragmentée, on
augmente la sensibilité du test en combinant la recherche sur 2 geénes différents. On peut
utiliser deux séquences du chromosome Y. Comme expliqué précédemment, les génes les
plus fréquemment utilisés dans la littérature sont SRY et DYS/4. D’autres auteurs amplifient
un geéne témoin qui n’est pas présent sur le chromosome Y. On retrouve par exemple
I’amplification de séquences du geéne B-globine, communes aux deux sexes (57,77). Cette
approche augmente la sensibilité et dans le cas d’un feetus féminin (test SRY négatif) elle
permet d’affirmer qu’il y avait bien de ’ADN plasmatique dans le milieu. On ne peut

cependant pas différencier I’ADN plasmatique feetal et maternel.

3.3.6.2.2 — ADN traceur de souris

Costa et al, une équipe frangaise pionniere dans le domaine, a une approche
légerement différente (21). Plutot que d’amplifier deux s€quences, ils ajoutent dans le sérum
maternel un ADN traceur de souris. Ce traceur sert donc de controle d’extraction et
d’amplification. On vérifie sa présence en cas de foetus féminin. On peut ainsi différencier les
vrais négatifs (feetus féminins) des faux négatifs provenant d’une extraction insuffisante

d’ADN ou d’un probleme d’amplification.

3.3.6.2.3 — Marqueur paternel autre que Y

Afin de mettre en évidence un marqueur spécifique de I’ADN feetal qui ne soit pas
présent sur le chromosome Y, de nombreuses équipes se sont intéressées a 1’analyse de
polymorphismes par des PCR multiplex (61,78). Pour mettre en évidence la présence d’ADN
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feetal grace aux polymorphismes, il faut trouver 2 profils différents du méme polymorphisme.
Cela complexifie énormément 1’analyse du résultat, et cette approche semble aujourd’hui
abandonnée.

En 2008, I’équipe de Vecchione et al. s’est intéressée a des short tandem repeat (STR)
présents sur le chromosome X (63). Ces séquences présentent des polymorphismes de
répétitions chromosome-dépendants. Ainsi, I’ADN feetal féminin (deux chromosomes X)
possedera deux profils différents : un allele maternel et un allele paternel, qui sont de tailles
différentes. Dans le sang maternel, détecter 1’all¢le paternel sert de marqueur spécifique de
I’ADN feetal des foetus féminin et donc élimine les faux négatifs. Cependant, 1’inconvénient
majeur de cette technique est la nécessité¢ d’avoir a disposition du matériel permettant de
différencier des fragments d’ADN de tailles différentes.

Une autre approche consiste a s’intéresser a des marqueurs feetaux épigénétiques.
Certains auteurs ont par exemple décrit que le promoteur du géne MASPIN était hyperméthylé
dans les cellules maternelles et hypométhylées dans les cellules placentaires (79). Cependant,
I’analyse de dérivés hypométhylés étant extrémement difficile (15,80), les auteurs se sont
tournés vers le promoteur du géne RASSF 1A (géne suppresseur de tumeur) dont la séquence
placentaire est hyperméthylée (80). La mise en évidence d’un dérivé hyperméthylé du
promoteur du gene RASSFI1A est donc un témoin de présence d’ADN plasmatique feetal. A
I’heure actuelle, il n’est pas fait état dans la littérature de laboratoires utilisant cette technique

en routine avec le test SRY.
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Partie 2 — Matériel et méthode

1 — Construction de I’étude

1.1 — Considérations éthiques

1.1.1 — Etude non interventionnelle

Le projet inter disciplinaire concernait la mise au point technique du travail sur ’ADN
feetal plasmatique. Il ne s’agissait pas dans un premier temps de remplacer le DPN invasif
traditionnel par ces techniques innovantes. De plus, il n’y avait pas de prélévement
supplémentaire li¢ a 1’étude, seuls 2 tubes de sang supplémentaires étaient prélevés en plus
lors d’un examen standard. Cette étude était donc uniquement observationnelle ou « non
interventionnelle ».

En France, les études «non interventionnelles » ne sont pas soumises a un
encadrement légal. Il n’y avait donc pas lieu de saisir un comité de protection des personnes
(CPP) pour les réaliser. Afin d’en étre certain, nous avons sollicité le CPP Sud Est IV le 5

avril 2013. Le 25 avril 2013, le CPP Sud Est IV a rendu un avis consultatif favorable au

classement de notre étude comme « non interventionnelle » (Annexe 1), ouvrant la voie au

recrutement des patientes.

1.1.2 — Protection des patientes

A chaque inclusion dans 1’étude, les patientes ont été informées de la teneur de I’étude
par une lettre d’information (Annexe 2). Elles avaient le choix de refuser de participer a
I’é¢tude sans que cela ne modifie leurs relations avec 1’équipe médicale. De plus, a tout
moment et sans justification les patientes pouvaient interrompre leur participation. Elles ont
donné leur consentement éclairé qui est gardé au laboratoire (Annexe 3).
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Les données ont été rendues anonymes dés la réception du prélévement, et aucun

résultat n’a été transmis aux patientes par la suite.

1.2 — Inclusion des patientes

Afin de développer le test SRY, il fallait inclure des patientes enceintes de 6 semaines
d’aménorrhées (SA) afin de répondre aux contraintes posées par le diagnostic de I’hyperplasie
congénitale des surrénales (HCS). Cette date correspond au bilan biologique initial de la
grossesse. Ce bilan est généralement prescrit par le gynécologue amené a suivre la grossesse
des patientes.

Nous avons recruté 49 patientes entre le 3 mai 2013 et le 19 octobre 2013. 42 patientes

ont été recrutées par le Dr Anne-Marie Villaros, gynécologue lyonnaise libérale qui a accepté
de collaborer avec notre équipe. 5 patientes ont été recrutées par les Dr Lucia Rugeri et Yasim
Dargaud a la consultation d’hémostase clinique de I’hopital Edouard Herriot. 1 patiente
provenait de la consultation du Dr Carine Abel de I’hdpital de la Croix Rousse et 1 patiente
¢tait technicienne sur le plateau de génétique de I’hdpital Edouard Herriot.

L’age gestationnel était compris entre 5 et 38 SA (médiane 7,9 SA). Au moment de la

réalisation du test SRY, le sexe réel du feetus n’était pas connu.

1.3 — Obtention du sexe réel de I’enfant

Afin de comparer les résultats du test SRY avec le sexe réel de 1’enfant, nous avons
attendu la réalisation de I’échographie du 2™ trimestre. Si le résultat n’était pas disponible,
nous avons obtenu le sexe a la naissance de I’enfant. Dans le cas d’une fausse couche
survenue apres la réalisation du test, nous avons cherché a obtenir le sexe feetal sur le compte

rendu d’anatomo-pathologie, lorsque cela était possible.
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2 — Etape pré-analytique

2.1 — Prélévement

Au cours de leur consultation avec le Dr Villaros, les patientes recevaient la lettre
d’information et signaient un consentement papier pour participer a 1’étude. Lors de leur
passage au laboratoire de biologie médicale pour effectuer leurs examens, elles présentaient
au biologiste un papier d’information spécialement destiné au biologiste médical (Annexe 4).

On demandait alors au laboratoire de rajouter au prélévement un tube sec avec gel de 5 mL

(BD Vacutainer® Ref: 367955) ou a défaut un tube sec sans gel (BD Vacutainer® Ref:
368815). Nous n’avons jamais récupéré de tubes secs sans gel.

Les 6 patientes prélevées en consultation d’hémostase ont été informées et ont signé le
consentement au cours de leur consultation. Elles ont ensuite été prélevées au centre de
prélevement du pavillon E de 1’hopital Edouard Herriot, ou deux tubes sec avec gel de 5 mL
(BD Vacutainer® Ref : 367955) ont été ajouté pour les besoins de 1’étude.

Un tube sec avec gel de SmL a été prélevé chez la patiente du laboratoire au centre de
prélevement de I’hopital Edouard Herriot (pavillon K), comme la patiente du Dr Abel au

centre de prélévement de 1’hopital de la Croix Rousse.

2.2 — Transport

Les laboratoires de biologie médicale étaient chargés de nous appeler juste aprés la
réalisation du prélévement. Nous venions alors chercher les prélévements le jour méme. Si le
transport le jour méme n’était pas possible, le laboratoire était chargé de conserver le tube a
+4°C jusqu’au lendemain (aprés la premicre centrifugation). Le transport a été effectué¢ a
température ambiante. Les 42 prélévements ont été effectués dans 19 laboratoires différents,
dans la région lyonnaise, ce qui représente un trajet total d’un peu moins de 400 kilometres

(voir Figure 8).
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Figure 8 — Carte représentant les laboratoires de biologie médicale (en rouge) ayant
participé a notre étude.

L’hopital Edouard Herriot est représenté en vert. Carte réalisée par Google map®.

Les préléevements provenant des pavillons E ou K de 1’hopital Edouard Herriot ont été
acheminés a pied juste apres le prélévement. Le prélévement en provenance de 1’hopital de la

Croix Rousse a été acheminé a température ambiante par un chauffeur des HCL.

2.3 — Centrifugation
Suite a notre ¢tude bibliographique sur les centrifugations, nous avons choisi d’avoir
recours a une double centrifugation. Lorsqu’elle a été effectuée au laboratoire, la premicre

centrifugation était de 1600 g 10 min. Cependant, pour la majorité¢ des prélévements, la

premicre centrifugation a été effectuée par le laboratoire préleveur.

Le sérum a ensuite été décanté minutieusement puis ultracentrifugé a (16000 g 10
min). Il a ensuite ét¢ décanté minutieusement (jusqu’a lcm au dessus du culot) et congelé a
-20°C dans un réfrigérateur ne contenant que des échantillons primaires.

57

CAMPERGUE
(CC BY-NC-ND 2.0)



2.4 — Extraction
L’ADN libre a été ¢lué dans 50 pL a partir de 1 mL de sérum grace au kit « QIAamp®

circulating nucleic acid » de Qiagen. Les extractions ont été faites manuellement avec la

pompe a vide QIAvac 96 de la société Qiagen. Les instructions du fabriquant ont été
respectées a toutes les étapes : tout d’abord une lyse des protéines grace a la protéinase K
dans un tampon a 60°C. Cette étape permet de libérer I’ADN circulant et d’inactiver les
DNases potentielles. Vient ensuite une étape d’adsorption sur une membrane contenue dans
une colonne. Enfin, ’ADN est élué¢ dans un tampon.

A chaque série d’extraction nous avons ajouté un témoin positif et un témoin négatif
qui ont été amplifiés et permettaient de controler les différentes étapes.

Les extraits ont ensuite été congelés a -20°C dans un congélateur spécifique d’ADN

extrait.

3 — Etape analytique
3.1 — Bio-informatique

3.1.1 — Identification des séquences

Le marqueur DYS 14 est une séquence présente plusieurs fois sur le géne 7SPY. Nous avons

identifi¢ une séquence de 83 pb sur le géne 7SPY]I. Il s’agit de la s€quence GenBank® NCBI
de référence NG 027958 entre les positions 7144 et 7163.

Le gene SRY est un géne en une copie, connu depuis longtemps et utilis€ massivement

par les équipes réalisant le test SRY. Nous avons identifi¢ une s€quence de 115 pb sur le géne
SRY. 1l s’agit de la séquence GenBank® NCBI de référence NG 011751 entre les positions
5308 et 5422.

Nous avons effectué un criblage du génome humain avec nos séquences d’intérét
grace au logiciel NCBI Blast®, qui confirme que les répétitions de la séquence sont présentes
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uniquement sur le chromosome Y (consulté le 16 aolt 2014). Cela garantit la sélectivité du

test. Il n’y aura pas d’amplification en présence d’ADN maternel.

3.1.2 — Design des amorces et de 1a sonde

3.1.2.1 — Séquence des amorces et de la sonde

Les séquences des amorces et des sondes que nous avons utilisées, ainsi que leur position,

sont présentées respectivement dans les tableaux 2 et 3.

Tableau |l — Séquence nucléotidique des amorces

. . Taille Nom de la .
Gene Sequence . . Coordonnées
amplicon sequence
5'-ATCGTCCATTTCCAGAATCA-3’ 7144 -7163
DYS14 82 pb NG_027958
5-GTTGACAGCCGTGGAATC-3’ 7208 — 7225
SRY 5>-GGCAACGTCCAGGATAGAGTGA-3 115 pb NG_011751.1 5308 - 5329
5S-TGCTGATCTCTGAGTTTCGCATT-3’ 5400 - 5422
Tableau lll — Séquence nucléotidique des sondes
Geéne Séquence N(?m 2l Coordonnées
séguence
DYS14 5’-TGCCACAGACTGAACTGAATGATTTTC-3’ NG 027958 7153 — 7179
SRY 5>—-CATGAACGCATTCATCGTGTGTGGT][FIc]-3’ NG 011751 5337 -5361
5'—[LC640]CGATCAGAGGCGCAAGATGGCTCT[Phos]-3’ ~ 5364 — 5387

3.1.2.2 — Amorces : vérification de leur séquence et de leur sensibilité

Pour qu’une amplification PCR soit correcte, il est capital que les amorces puissent se fixer

sans aucun mésappariement sur le génome. Cela inclut donc de vérifier leur complémentarité

parfaite avec la séquence d’intérét et 1’absence, autant que possible, du moindre single

nucleotid polimorphism (SNP) sur leur séquence afin d’éviter une amplification spécifique

d’allele. Pour cela, on réalise une interrogation, pour chaque couple d’amorces, des banques

de données des SNP au moyen du logiciel de I'universit¢ de Manchester, SNP check, qui

recense tous les SNP décrits dans la littérature.
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(https://ngrl. manchester.ac.uk/SNPCheckV3/snpcheck.htm). L.’objectif est que les amorces ne

contiennent pas de SNP fréquents (>1%), surtout sur les 5 derniéres bases de leur extrémité
3. Les résultats du test des amorces et de la sonde sont satisfaisants et sont présentés dans le
tableau 4. Les résultats des SNP check sont disponibles dans le tableau IV et en Annexes 5, 6,
7 et 8 (consulté le 17 aotit 2014).

NB : En annexe 8, les deux sondes FRET sont situées sur le méme brin, mais pour utiliser le
logiciel il a fallu traduire une des deux sondes sur le brin reverse. Il s’agit juste d’un artefact

pour faire fonctionner le logiciel.

3.1.2.3 — Contréle de la bonne identité de la PCR

Afin de garantir la totale sélectivité du test, nous avons effectu¢ un « blast » de la
séquence théoriquement amplifiée par les amorces. L’objectif est d’obtenir des séquences
amplifiées de tailles inférieures a 1500 pb uniquement présentes sur le chromosome Y (et
donc absentes du génome maternel).

Pour ce faire nous avons utilis¢ le logiciel Primer-blast. Les résultats sont satisfaisants
et confirment que DYS14 est présente en plusieurs copies et uniquement sur le chromosome
Y, tandis que SRY est une séquence unique du méme chromosome. Ils sont disponibles en

Annexes 9 et 10 (consulté le 16 aolt 2014).

3.2 — Préparation des milieux réactionnels

3.2.1 - PCR TagMan DYS14
Nous avons préparé un milieu réactionnel dans la glace de 30puL comprenant 7pL
d’ADN extrait, la sonde TagMan (170 nM), les amorces (500 nM) et le réactif LC480 Probe

Master de Roche (15uL) contenant tampon, dNTP et ADN Taq polymérase.
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Tableau IV — Contréle des SNP sur nos amorces

Amorce DEUS SN SNP Interprétation VeEiielT
check amorce ?
DYS14 - 16-ao(t-14 Aucun Oui
Foward
DYS14 - 16-ao(t-14 Aucun Oui
Reverse
DYS14 - 16-ao(t-14 Aucun Oui
Sonde
- Rare
SRY - Foward 16-a00t-14 rs104894957 NG_011751.1:8.5326G>C - Mutation pathogéne Oui
- Pas dans les 3 derniéres bases en 3'
- Rare
rs104894970 NG_011751.1:8.5422A>T
SRY - Reverse | 16-ao0t-14 - Mutation pathogene Oui
rs104894959 NG_011751.1:8.5418C>G . .
-En 5' de I'amorce
SRY - Sonde 1 16-ao00t-14 Aucun Oui
- Rare
rs104894969 NG_011751.1:8.5340G>A
- Mutation pathogéne
SRY - Sonde 2 16-ao(t-14 rs104894968 NG_011751.1:g.5351T>C , , Oui
- En 5' de I'amorce
- Rare
rs104894965 NG_011751.1:2.5357G>A - Mutation pathogéne
- Pas dans les 3 derniéeres bases en 3'
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3.2.2 - PCR Fret SRY

Nous avons défini un protocole en deux étapes. Tout d’abord une PCR du fragment
d’intérét sur un thermocycleur classique. Puis 1’ajout dans le milieu des sondes FRET. On
réalisait ensuite une courbe de température.

Pour la PCR initiale, nous avons préparé un milieu réactionnel dans la glace de 20uL
comprenant 10uL d’ADN extrait, les amorces (500 nM) et le réactif PCR (10puL) contenant
Taq Q Biogene, tampon, MgCl, et ANTP.

Pour la deuxiéme étape, les deux sondes sont ajoutées a concentrations égales dans le

milieu réactionnel (250 nM).

3.3 — Caractéristiques de la PCR

Les conditions de PCR ont ét¢ définies et optimisées grace a des essais sur des témoins
positifs et négatifs. A ’exception de la 1 étape de notre PCR sur SRY, qui a eu lieu dans un
thermocycleur « classique », toutes les autres étapes ont été réalisées dans le Light Cycler
480® de la société¢ Roche. Les caractéristiques de nos réactions PCR sont résumées dans le
tableau V.

Chaque examen ¢tait réalisé avec un témoin positif (ADN plasmatique d’homme) qui
permettait de controler I’étape d’extraction et d’amplification. On utilisait également un
témoin négatif (ADN plasmatique de femme) afin de contrdler I’absence de contamination
dans la série.

Les résultats n’étaient interprétés que si le témoin négatif et le témoin positif rendaient le

résultat attendu.
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Tableau V — caractéristiques de nos réactions PCR

DYS14 SRY
Dénaturation 95°C 10 min 95°C 5 min
Dénaturation 95°C 15s 95°C 30s
Etapel Hybridation 40 56:C 20s 50 cycles 62°C 30s
Elongation cycles 72°C 205 72°C1 min
(Mesure fluo)
Elongation finale 72°C5 min 72°C5 min
Dénaturation 99°C 10 min
Gel 0°C 10 min
Etape 2 - Déna_tura'ltion 99°C 10 min
Courbe - Hybridation 50°C 10 s
température - Chauffage par 0,06°C/s
jusgu’a 75°C (Mesure fluo)

4 — Etude de contamination

La majorité de nos inclusions ont été faites dans des laboratoires de biologie médicale
de ville, qui sont la plupart du temps des sites péri-analytiques. Ainsi, au moment de récupérer
les prélévements, le tube était la plupart du temps déja centrifugé. Nous avons donc craint que
la premicre étape de centrifugation ne soit mal effectuée, ce qui entrainerait une
contamination de nos prélévements par de I’ADN génomique.

Nous avons donc effectué une électrophorése de taille de I’ADN présent dans certains de nos
échantillons, grace a ’automate Caliper LabChip® XT, qui permet de séparer les fragments
d’ADN selon leur taille par une technique électrophorétique en puce. En effet, ’ADN
plasmatique ayant une taille inférieure a 200pb, il est trés facile de le différencier de I’ADN

génomique.
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Partie 3 — Résultats

1 — Résultats bruts

La détermination du sexe feetal dans le sang maternel a été effectuée chez les 49 patientes.
Les Figures 9 et 10 illustrent des résultats positifs et négatifs dans chacune des techniques
utilisées avec le LightCycler 480. Un sérum masculin a été ajouté comme contrdle positif et
un sérum féminin (femme non enceinte) a €té ajouté comme témoin négatif.

Au cours de I’étude, 3 patientes ont été perdues de vue et 3 autres ont fait des fausses
couches sans que I’examen anatomo-pathologique ne permette de déterminer le sexe feetal
(les résultats de ces patientes sont présentés en gris dans le tableau VI). Pour le sérum C-5, il
nous est possible de dire que le foetus était probablement masculin. Pour les 5 autres, n’ayant
pas eu d’amplification, il ne nous est pas possible de dire si le feetus était féminin ou s’il s’agit
de faux négatifs.

Pour une autre patiente ayant fait une fausse couche, le sexe feetal a été déterminé par
les anatomo-pathologistes. Pour toutes les autres patientes, le sexe réel du feetus ou de I’enfant
a pu étre obtenu de la facon prévue par le protocole, c’est a dire soit grice au sexe

échographique du 2°™ trimestre, soit aprés la naissance.

2 — Sensibilité/spécificité du test

2.1 — Spécificité
Toutes les femmes enceintes d’un feetus féminin (n=20) ont eu un test SRY négatif
dans les deux techniques. De plus, une patiente s’est révélée avoir une grossesse gémellaire de

deux filles. Le test était également négatif dans ce cas de figure. La spécificité du test est donc

de 100% dans notre cohorte.
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Figure 9 — Détection du géne DYS14 par technique TagMan.

Nous avons testé 4 sérums masculins et un sérum féminin..
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Figure 10 — Détection du géne SRY par technique FRET.
Nous avons testé 14 sérums feminins et 1 sérum masculin.
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Tableau VI — Résultats du test SRY de notre cohorte, comparés avec le sexe de I'enfant a la

naissance.
o oz Date de la . . Résultat TagMan Résultat FRET
n° Sérum grossesse (SA) Sexe a la naissance DYS1 4q SRY

C-1 6,43 Féminin Féminin Féminin
C-2 6,43 Féminin Féminin Féminin
C-3 8,43 Féminin Féminin Féminin
C-4 7,43 Féminin Féminin Féminin
C-5 6,29 Inconnu Masculin Masculin
C-6 7,43 Féminin Féminin Féminin
C-7 9,71 Féminin Féminin Féminin
C-8 8,57 Féminin Féminin Féminin
C-9 7,57 Masculin Masculin Masculin
C-10 9,57 Masculin Masculin Masculin
C-1 7,86 Masculin Masculin Masculin
C-12 6,71 Masculin Masculin Masculin
C-13 7,57 Masculin Masculin Masculin
C-14 9,00 Féminin Féminin Féminin
C-15 7,71 Féminin Féminin Féminin
C-16 7,86 Féminin Féminin Féminin
C-17 8,71 Masculin Masculin Masculin
C-18 8,00 Masculin Masculin Masculin
C-19 7,57 Masculin Masculin Masculin
C-20 9,00 Masculin Masculin Masculin
C-21 9,00 Masculin Masculin Masculin
C-22 7,57 Masculin Masculin Masculin
C-23 5,86 Féminin Féminin Féminin
C-24 8,71 Féminin Féminin Féminin
C-25 7,43 Féminin Féminin Féminin
C-26 9,57 Masculin Masculin Masculin
Cc-27 7,29 Féminin Féminin Féminin
C-28 7,86 Féminin Féminin Féminin
C-29 11,43 Masculin Masculin Masculin
C-30 5,86 Masculin Masculin Masculin
C-31 10,43 Masculin Masculin Masculin
C-32 5,14 Inconnu Féminin Féminin
C-33 13,57 Inconnu Féminin Féminin
C-34 7,43 Féminin Féminin Féminin
C-35 5,14 Masculin Féminin Féminin
C-36 11,57 Masculin Masculin Masculin
C-37 5,43 Masculin Masculin Féminin
C-38 10,71 Inconnu Féminin Féminin
C-39 6,14 Inconnu Féminin Féminin
C-40 11,29 Féminin Féminin Féminin
C-41 7,29 Féminin/Féminin Féminin Féminin
C-42 9,14 Inconnu Féminin Féminin
C-43 6,14 Masculin Masculin Masculin
C-44 7,43 Féminin Féminin Féminin
A-5 13,00 Masculin Masculin Masculin
A-6 38,00 Masculin Masculin Masculin
A-7 35,00 Masculin Masculin Masculin
A-1 21,00 Féminin Féminin Féminin
A-3 25,00 Masculin Masculin Masculin
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2.2 — Sensibilité

2.2.1 — Sensibilité de la cohorte

Le calcul de la sensibilité est réalis¢é uniquement sur des grossesses de fcetus
masculins. Sur 23 femmes enceintes d’un feetus masculin, 21 ont eu un test positif dans les
deux techniques. Il y a eu deux faux négatifs : une patiente (C37 : 5,43 SA) a eu un test positif
dans une seule technique (DYS/4) et une patiente pourtant enceinte d’un foetus masculin
(C35: 5,14 SA) était négative dans les deux techniques (présentés en orange dans le tableau
VI). La sensibilité de notre test n’est donc pas de 100%, a fortiori dans les examens réalisés

trés tot pendant la grossesse. Dans notre cohorte, la sensibilité devient de 100% apres 5,43

SA.

Les résultats des tests réalisés avant 8 SA (date limite de réalisation du test dans le
diagnostic d’HCS) avec la technique TagMan sont synthétisés dans le tableau VII. Avec cette
technique, moins la concentration en séquence a amplifier est importante et plus il faut de
cycles pour obtenir un signal. Lorsque I’inflexion de la courbe est obtenue au dela de 38
cycles, il est trés difficile de différencier un sérum positif d’un sérum négatif. On remarque
grace au tableau VII qu’il n’y a pas de corrélation entre I’avancement de la grossesse et le
nombre de cycles permettant d’obtenir un signal.

Tableau VIl — Analyse des sérums de grossesse « masculines » antérieures a 8 SA en fonction
de nombre de cycles permettant d’obtenir un signal avec notre technique TagMan.

N° Sérum SA Sexe Nombre de cycles
C-35 5,14 Masculin Pas de signal
C-37 5,43 Masculin 38
C-30 5,86 Masculin 35
C-43 6,14 Masculin 37
C-12 6,71 Masculin 36
C-13 7,57 Masculin 34
C-19 7,57 Masculin 33
C-22 7,57 Masculin 32
C-9 7,57 Masculin 33
C-11 7,86 Masculin 31
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2.2.2 — Limite de sensibilité

Nous avons cherché a déterminer la limite de sensibilit¢é de notre méthode

TagMan DYSI14 (la plus sensible), en diluant de I’ADN plasmatique masculin (issus d’un

homme sain) dans du sérum de femme non enceinte. Nous avons obtenu un signal jusqu’a la

derniere dilution effectuée, qui correspond a une concentration en ADN de 2,62 pg/uL. Cette

sensibilité est parfaitement compatible avec une utilisation en routine clinique a 6,5 SA.
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4 5,25 35
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6 Témoin négatif (sérum femme non enceinte)

Figure 11 — Sensibilité de notre PCR DYS14 TagMan.

Un sérum de sujet masculin a été dilué¢ dans du sérum de femme non enceinte. L’intensité de
fluorescence est proportionnelle a la quantité de séquences DYS14 amplifiées au cours de la
PCR. Plus la concentration du sérum en ADN feetal est importante et moins il faut de cycles

pour obtenir une amplification mesurable.
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3 — Etude de contamination

Nous avons ensuite effectué 1’étude de contamination par ’ADN génomique
uniquement sur certains de nos échantillons. Les résultats sont visibles sur la figure 12. Nous
n’avons pas pu le faire sur tous du fait d’un probléme de matériel (puce endommagée).
Cependant, nous avons constaté que les tubes ayant été prélevés dans des laboratoires de
biologie médicale privés sont contaminés par ’ADN génomique qui fait plusieurs centaines
de paires de bases, tandis que les tubes prélevés dans notre laboratoire en sont exempts. La

contamination par I’ADN génomique n’a cependant pas interféré avec nos résultats.
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Figure 12 — Mise en évidence de contamination de nos extraits de sérums de femmes
enceintes par de I’ADN génomique.

Les sérums testés sont C-26 et C-41. Le témoin laboratoire est 1’extrait du sérum d’un témoin
masculin prélevé au sein de notre laboratoire. Le témoin négatif est un extrait d’eau.
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Partie 4 — Discussion

L’objectif de cette étude était de mettre au point une technique de détermination du
sexe feetal sur le sang maternel qui soit utilisable pour le diagnostic prénatal des maladies
génétiques liées a I’X et le diagnostic de I’hyperplasie congénitale des surrénales. Nous avons
donc développé deux techniques de PCR en temps réel différentes sur deux geénes différents
du chromosome Y, le géne SRY et le géne DYS/4. La combinaison de ces deux techniques

réalisées en paralléle constitue notre test SRY.

1 — Discussion méthodologique

1.1 — Etape pré analytique

Méme si la majorité des auteurs réalisent le test sur du plasma prélevé sur tube EDTA,
nous avons choisi de faire nos essais techniques sur du sérum prélevé sur tube sec avec gel
séparateur. En effet, il s’agit de la matrice demandée par les laboratoires CERBA, qui sont les
seuls a proposer d’effectuer le test avec du matériel pré-analytique simple (3 tubes secs avec
gel séparateur). Dans les autres laboratoires, il est demandé de commander un kit spécial, dont
la nature n’est pas précisée. De plus, Costa ef al. ont montré une sensibilité et spécificité tres
bonne du test sur sérum au début de la grossesse (21,55). Travailler sur tube sec avec gel
séparateur ne semble pas diminuer la performance du test puisque nous obtenons une
sensibilité et une spécificité conforme avec les données de la littérature.

Cependant, une étude rapide de nos échantillons a montré une contamination du sérum
par de I’ADN génomique. Celui-ci provient probablement de cellules leucocytaires dégradées
in vitro lors de la premiére centrifugation ou le transport des échantillons. En effet, la
contamination n’est pas retrouvée lorsque 1’intégralité¢ de la phase pré-analytique est réalisée

dans notre laboratoire. Cette contamination ne semble pas génante pour une analyse
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qualitative de ’ADN feetal comme le test SRY. En revanche, dans le cadre d’un travail
quantitatif sur ’ADN circulant, comme le diagnostic non invasif de la trisomie 21, il faudra
modifier ce protocole. La premiére centrifugation semble trop aléatoire lorsqu’elle est réalisée

sur des sites non experts de DPN. Il semble donc préférable que ’intégralité de 1’examen soit

réalisé au laboratoire de génétique, le temps que d’autres essais sur les conditions pré

analytiques de réalisation de DPNNI sur ADN plasmatique soient menés.

1.2 — Etape analytique

Dans notre cohorte, la spécificité était de 100%. Cependant, il a été mis en évidence un
défaut de sensibilité (faux négatif) sur des prélévements effectués tres tot pendant la grossesse
(5,14 et 5,43 SA). Pour le sérum prélevé a 5,43 SA, la technique TagMan sur DYS 74 s’est
révélée plus sensible que la technique FRET SRY. Ceci est probablement dii au fait que le
gene DYS 14 est présent en plusieurs copies sur le chromosome Y, contrairement au gene
SRY. Pour améliorer la sensibilité de notre technique FRET, il serait envisageable de changer
le protocole technique, et de faire 1’intégralité de la réaction dans le LightCycler 480. Nous
n’avons pas pu le réaliser par souci d’économie. En effet, cela nécessiterait d’utiliser une Taq
polymérase bien plus couteuse que celle de notre protocole (Taq Q Biogene). Mais, en
ajoutant les sondes FRET dans le milieu réactionnel directement avant la réaction, nous
pourrions nous affranchir de 1’ouverture des tubes en cours de réaction, ce qui limiterait
grandement le risque de contamination et serait conforme aux recommandations des experts
de la HAS.

Il n’a pas été observé de contamination sur notre cohorte. Pourtant, I’intégralité des
analyses a été réalisée par un sujet masculin. Méme si de nombreux auteurs disent travailler
avec du personnel exclusivement féminin, I’ADN plasmatique et le DPNNI ne paraissent pas
plus sujet a la contamination que le DPN traditionnel. Il nous semble donc que le test SRY
peut étre réalisé par du personnel masculin qui respecte les bonnes pratiques de laboratoire.
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Lors de chaque série, I’absence de contamination est controlée depuis I’extraction par un

témoin négatif (sérum de femme non enceinte).

1.3 — Analyse du résultat

Nous n’avons pris en compte la série de résultat que si le controle positif (ADN de
femme enceinte connue pour avoir un feetus masculin) et le controle négatif (ADN de femme
non enceinte) étaient conformes.

Comme dans le DPN traditionnel, 1’utilisation de plusieurs techniques différentes dans
un méme test permet de garantir la sécurité du résultat. Dans notre cas, la PCR en temps réel
sur DYS 14 nous a offert la meilleure sensibilité. Dans le cas ou nous avions une amplification
de DYS 14 et pas de SRY, nous avons considéré le test comme positif (feetus masculin).
Néanmoins, si nous avions eu un résultat positif pour SRY et négatif pour DYS 14 nous
aurions recommencé le test depuis 1’extraction pour éliminer une possible contamination. Ce

cas de figure ne s’est pas présenté sur notre cohorte.

2 — Utilisation du test en routine

Nous avons obtenu deux résultats faussement négatifs, a 5,14 et 5,43 SA, ce
qui est trés précoce. Ceci est probablement 1i¢ a une trés faible concentration du sérum en
ADN feetal. L’équipe de Lo a montré que la concentration d’ADN plasmatique dans le sang
maternel augmentait au cours de la grossesse (16). Ainsi, pour éviter les faux négatifs liés a
une concentration en ADN fcetal insuffisant, la réalisation de notre test ne semble pas
indiquée a 5 SA. A 6 SA nous n’avons pas noté de faux négatifs. Ceci confirme sur une petite
cohorte de patiente les données de I’é¢tude de Tardy-Guidollet et al. qui dans le cadre du DPN

de I’hyperplasie congénitale des surrénales ne préconisent pas d’effectuer le test avant 4.5

semaines de grossesse (soit environ 6,5 SA) (55).
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De plus, comme nous n’utilisons pas de marqueur spécifique de présence d’ADN
plasmatique dans chacun des tubes, nous ne pouvons pas faire la différence entre un faux
négatif aléatoire et un feetus féminin. Le risque, dans les maladies liées a I'X, serait la
naissance d’un enfant malade n’ayant pas bénéfici¢é d’un DPN suite a I’erreur du test SRY.
Nous pensons cependant que dans cette indication le test peut étre réalisé entre 8 et 10 SA, ou

sa sensibilité est de 100% sur la cohorte de patientes que nous avons testé.

La mise au point technique du test SRY a répondu a nos objectifs et aux
contraintes posées par le DPN de PHCS et de maladies liées a I’X. Suite a ce travail,
nous pensons donc que le test pourrait entrer dans son développement final en vue

d’une utilisation en pratique clinique.

3 — Perspectives

3.1 Test SRY

La détermination du sexe feetal dans le sang maternel a été la premiere application du
DPNNI a avoir été utilisée en routine clinique. Il s’agit d’un test uniquement qualitatif dont
’utilisation nécessite des moyens techniques déja disponibles sur les plateformes de
génétique des CHU les plus importants. De plus, I’inscription du test SRY a la nomenclature
des actes de biologie médicale a ouvert la voie a sa démocratisation, alors qu’elle était
réservée jusqu’alors a des structures privées internationales. Grice a notre travail, nous avons
montré qu’il était tout a fait possible d’introduire cette technique aux HCL. De plus, il parait
techniquement envisageable d’¢élargir le recrutement de patientes aux laboratoires de biologie

médicale de ville, dans le cadre de conventions publiques/privées.
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3.2 Considérations éthiques

Du fait de 1’absence de risque li¢ au prélévement et de sa disponibilité en début de
grossesse, de nombreux scientifiques s’inquictent de la possibilité de voir apparaitre un
screening systématique des femmes enceintes plutdt qu’un dépistage ciblé (81), comme c’est
le cas actuellement. De plus, le DPNNI pourrait étre utilisé a des fins non médicales et
prendre le chemin d’une nouvelle forme d’eugénisme. En effet, en naviguant sur internet, il
est aujourd’hui possible de déterminer le sexe de son futur enfant contre une somme d’argent

(http://www.medgadget.com/2005/06/baby_gender_men.html, consulté le 1% septembre

2014). Les sociétés marchandes proposant ces services n’ont aucun objectif médical, et se
chargent méme, si le sexe de I’enfant n’était pas celui trouvé par le test, de rembourser le
client a 200% (82). 11 est aussi possible de réaliser un test de paternité sur un prélévement de
la mére, ce qui montre que ces sociétés sont dotées de capacités techniques importantes.

En considérant que la finalité du test est une possible interruption de la grossesse en

cas de résultat « inattendu », la démocratisation du DPNNI doit se faire poser la question de

I’éthique d’une telle pratique.

En France, la sélection du sexe ou le test de paternité sur le feetus sont interdits. Dans
certains pays, comme la Chine, cette sélection prénatale pourrait étre a ’origine d’une
véritable redistribution démographique ainsi que d’une nouvelle forme de discrimination.

Au final, afin d’éviter les dérives eugénistes et de pouvoir garantir aux
patientes un diagnostic fiable dans le strict cadre médical, il serait souhaitable que le DPNNI
puisse avoir lieu dans un nombre limité de centres de biologies spécialisés, diment équipés
(matériels et infrastructures) et composés de praticiens rigoureux, habilités et expérimentés
dans la gestion, la technique et I’interprétations des techniques et résultats de diagnostic

prénatal.
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Conclusions

ISPB - FACULTE DE PHARMACIE

CONCLUSIONS

THESE SOUTENUE PAR : M Jean-Baptiste Campergue

Le principal inconvénient du diagnostic prénatal (DPN) « traditionnel » est que son
prélevement invasif peut étre générateur de fausses couches (0.5 a 1%). La découverte en 1997 de
'ADN feetal circulant dans le sang maternel des le début de la grossesse a ouvert la voie au
diagnostic prénatal non invasif. La détermination du sexe foetal pour les maladies liées a I'’X et dans
les grossesses a risque d’hyperplasie congénitale des surrénales a représenté la premiére application
clinique car elle repose sur la recherche d’une séquence d’ADN normalement absente du plasma
maternel : le chromosome Y. Le but de notre travail de thése consistait a mettre au point le test de
dépistage non-invasif du sexe fcetal, appelé communément « test SRY » aux Hospices Civils de Lyon

en vue d’une utilisation ultérieure en routine.

Cliniquement parlant, le diagnostic de sexe foetal doit étre fait avant 10 semaines
d’aménorrhées pour les maladies liées a I'’X (pour prévoir un DPN « traditionnel » en cas de foetus
masculin) et avant 9 semaines d’aménorrhées au plus tard pour I'hyperplasie congénitale des
surrénales afin de pouvoir initier le plus rapidement possible un traitement a la dexaméthasone en cas
de foetus féminin pour éviter sa virilisation. En France, les recommandations d’experts prévoient un

test SRY fiable a partir de 6,5 semaines d’aménorrhées.

En nous inspirant d’'une revue assez exhaustive de la littérature, nous avons mis au point 2
PCR en temps réel, une en technique « Tagman » et une avec une technique de transfert d’énergie
par résonance de fluorescence (FRET), ciblées respectivement sur la séquence répétée DYS14 du
chromosome Y et sur le géne SRY. Pour valider notre technique, 49 sérums de femmes enceintes
(entre 5,14 et 38 semaines d’aménorrhées ; médianes 7,9) ont été collectés. Le résultat du test SRY

sur nos deux techniques a été comparé au sexe réel de I'enfant.

Les 20 sérums de grossesses « féminines » ont tous donné, comme attendu, une absence de
signal PCR dans les deux techniques, soit une spécificité de 100%. Sur les 23 prélévements de
grossesses « masculines », 22 ont été correctement interprétés (signal PCR positif dans au moins
une technique). Un faux négatif a été obtenu sur un sérum, qui avait été prélevé trés tét pendant la
grossesse (5,14 semaines d’aménorrhées). A partir de 5,43 semaines d’aménorrhées, la sensibilité

devenait en revanche de 100% dans notre étude.
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Notre test répond donc parfaitement aux préconisations d’experts puisqu’ili montre une
sensibilité et une spécificité de 100% a partir de 6,5 semaines d’aménorrhées. Le test mis au point

lors de ce travail apparait donc apte a une utilisation en routine.

Depuis la découverte de 'ADN plasmatique en 1997, le diagnostic prénatal non invasif a
connu une avancée exceptionnelle. Jusqu’alors réservée a de grands laboratoires privés
internationaux, I'exploration de I’ADN feetal plasmatique peut étre utilisée en routine par les grands
centres hospitalo-universitaires. La détermination du sexe fcetal dans le sang maternel en est une des
applications les plus simples a mettre en place. C’est la raison pour laquelle ce travail constitue le
premier aboutissement du projet coordonné mis en place sur le diagnostic prénatal non invasif aux

Hospices Civils de Lyon.

Dans quelques années, il est vraisemblable que I'ensemble des diagnostics prénataux
génétiques seront disponibles de fagon non invasive, permettant de diminuer massivement le risque
de fausse couche lié au préléevement. Malgré la démocratisation de ces techniques, et pour des
raisons éthiques, le DPNNI devra étre réalisé dans un nombre limité de centres de biologie

spécialisés, diment équipés et possédant une importante expérience de diagnostic prénatal.

Le Président de la thése,

Vu et permis d'imprimer, Lyon, le
Nom :

Vu, la Directrice de llnslitut des Sciences Pharmaceutiques et
Biologiques, Faculté de Pharmacie

Signature :
Pour le Président de I'Université Claude Bernard Lyon 1,
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Annexes
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Annexel — Avis consultatif du CPP Sud Est IV sur I’étude « Diagnostic prénatal non invasif a
partir de I’ADN feetal circulant dans le sang maternel : étude faisabilité et de mise au point
technique au CHU de Lyon ».

Comité de Protection des Personnes SUD-EST IV
Centre Léon Bérard - 28 rue Laennec - 69373 LYON CEDEX 08

Président : Dr. David PEROL - Vice-président : Mme Pascale CHIFFE-COSTANZO
Secrétaire général : Dr. Daniel ESPINOUSE

Professeur Damien SANLAVILLE
Service Cytogénétique Constitutionnelle
Groupement Hospitalier EST

Centre de Biologie et Pathologie Est

59 boulevard Pinel

69677 BRON CEDEX

Lyon, le 25 avril 2013

N/Réf. : L13-50
Objet : Demande d’avis

Monsieur,

Le Comité a bien regu les 5 et 19 avril 2013 votre demande relative a un projet de recherche intitulé
"Diagnostic prénatal non invasif a partir de ’ADN feetal circulant dans le sang maternel : étude
de faisabilité et de mise au point technique au CHU de Lyon".

Il s’agit d’une étude dont I’objectif est de mettre au point et optimiser des protocoles dont le but est
d’établir un diagnostic prénatal non invasif a partir de I’extraction d’ADN feetal circulant dans le
sang maternel. Cette étude va consister en un prélévement sanguin supplémentaire au cours d’un
bilan programmé chez une population de femmes enceintes ciblées. Le transfert en diagnostic de
ces techniques validées en recherche est un enjeu important puisqu’elles permettraient d’éviter les
fausses couches liées au prélévement invasif réalisé dans le cadre d’un diagnostic prénatal.

Le Comité a examiné votre demande au cours de ses séances des 9 et 23 avril 2013. Au vu des
informations fournies, il considére que cette étude est non interventionnelle et ne nécessite pas
I’avis d’un CPP pour étre conduite en France.

Cet avis n’est que consultatif et n’a donc pas de valeur légale.

Membres présents a la séance : Dr. D. ESPINOUSE, Mme M. MONTANGE, Dr. D. PEROL, Mme
N. FALETTE, Mme R. MARAVAL-GAGET (Personnes qualifiées "Recherche Biomédicale") ; Dr.
M. LE GAL (Médecin généraliste) ; Mme C. STAMM (Pharmacien) ; Mme C. KAPITZ (Personne
qualifiée "Ethique") ; Mme S. GANDREAU (Personne qualifiée "Juridique") ; Dr. D. AZOULAY,
Mme C. FABRY (Représentants d’associations de malades et d’usagers de la sant¢).

Le président de séance,
Dr. David PEROL

¥ Secrétariat : Odette MARITAZ
0478 78 27 61 - & 04 78 78 28 58 - E-mail : odette.maritaz@lyon.unicancer.fr
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Annexe 2 — Lettre d’information distribuée aux patientes lors de I’inclusion dans I’étude.

LETTRE D’INFORMATION AU PATIENT

Etude « Diagnostic prénatal non invasif a partir del’ ADN feogtal circulant dansle sang
maternel : étude de faisabilité et de mise au point technique au CHU de Lyon»

Lisez attentivement cette notice et posez toutes les questions qui vous sembleront utiles. Vous

pourrez alorsdécider si vous voulez participer a cetterecherche ou non.

Madame,

Vous avez été sollicitée pour participer a I’étude intitulée « Diagnostic prénatal non
invasif a partir del’ ADN fogtal circulant dansle sang maternel », supervisée par le
Professeur Damien Sanlaville.

- Quel est I’objectif de cette étude ?

- Dans certaines grossesses a risque de maladie génétique, il est nécessaire de réaliser un
diagnostic prénatal génétique. Celui-ci nécessite au préalable le recueil de matériel génétique du
foetus par un prélevement invasif comme I'amniocentése ou la biopsie de trophoblaste. Ce
prélevement comporte un risque de fausse-couche. Les avancées technologiques ont permis le
développement de méthodes non invasives de diagnostic prénatal, a partir d’ADN du foetus présent
dans le sang maternel. Ces tests permettent notamment de déterminer le sexe foetal (important dans
la prise en charge des maladies génétiques « liées au chromosome X » comme I'hémophilie), de faire
le diagnostic de déficit en 21-hydroxylase (maladie génétique entrainant une virilisation des foetus
féminin), de faire le diagnostic de trisomie 21 ou de rechercher une incompatibilité plaquettaire entre
la mere et le foetus (pouvant entrainer des hémorragies foetales graves). Notre objectif est de
mettre au point ces tests au CHU de Lyon.

- Néanmoins, avant leur transfert en diagnostic, ces tests nécessitent des mises au point
minutieuses a partir d'échantillons plasmatiques de femmes enceintes, afin d’adapter au mieux les
protocoles utilisés. C'est le but de cette étude de faisabilité et de mise au point technique pour laquelle
nous sollicitons votre concours.

Aucune autre analyse, biochimique ou génétique, ne sera effectuée lors de cette étude.
L’échantillon de sang ne sera pas conservé aprés I’étude.

- Queva-t-on medemander defaire ?

- -lln’y apas de consultation ni de prise de sang supplémentaire du fait de I’étude. Seuls
deux tubes de sang de 7 mL supplémentaire vous seront prélevés lors d'un bilan sanguin
normalement prévu dans le cadre du suivi de votre grossesse.

- Le suivi et la prise en charge de votre grossesse ne seront en rien changés par votre
participation a I'étude.

- Qui auraaccésau résultat del’étude ?
- Personne, en-dehors des organisateurs de I’'étude.
Le résultat du test ne vous sera pas communiqué puisqu'’il s’agit d’'une mise au point technique.
Vos données personnelles seront anonymisées.

- Queéssont mesdroits ?

- Vous étes libre d’accepter ou de refuser. Cela ne changera ni votre prise en charge ni le
suivi de la grossesse. De méme, vous pouvez retirer votre consentement a tout moment, quelles que
soient vos raisons. Le fait de ne plus participer a cette recherche ne portera pas atteinte a vos
relations avec le médecin.

Nous vous sommes trésreconnaissants de I’aide que vous apportez ainsi a la Recherche
Médicale.
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Annexe 3 — Mode¢le de consentement signé par les patientes lors de 1’inclusion dans 1’étude.

Diagnostic prénatal non invasif a partir del’ADN fodal circulant
dansle sang mater nel:
étude de faisabilité et de mise au point technique au CHU de Lyon

Responsable de I’étude : Professeur Damien Sanlaville, Service Laboratoire de Cytogénétique Constitutionnelle,
Centre de Biologie et de Pathologie Est, 6° étage, 59, Bd Pinel 69677 Bron Cedex
tél : 04.72.12.96.39

Je soussignée, Mme, Mlle ( Rayer la mentioninutile) :

déclare avoir pris connaissance de la notice d’information et avoir bien compris les bénéfices, risques et
déroulement de I’étude qui m’ont été précisés par le Pr/Dr ............o.oooene
concernant I’étude ci-dessus mentionnée et a laquelle j’accepte de participer.

Il m’a été précisé que je suis libre d’accepter ou de refuser de participer a cette recherche, sans que cela ne modifie
mes relations avec I’équipe médicale. Je pourrai, a tout moment, si je le désire, interrompre ma participation en le
signalant au médecin chargé de cette étude, sans encourir la moindre responsabilité et sans aucun préjudice pour la
qualité des soins qui me sont prodigués.

Je certifie étre actuellement bénéficiaire d’un régime de sécurité sociale.

Mon consentement ne décharge pas les responsables de la recherche de leurs responsabilités. Je conserve tous mes
droits garantis par la loi. Pour tout complément d’information ou pour signaler la survenue d’un événement
éventuellement indésirable, je peux contacter le médecin chargé de I’étude.

Cette étude a recu un avis favorable du Comité de Protection des Personnes (...) en date du ...

Les données qui me concernent collectées au cours de cette étude resteront strictement confidentielles. Je
n’autorise leur consultation que par des personnes qui collaborent a la recherche ; toutes ces personnes étant
soumises au secret professionnel.

J’ai regu copie du présent document, ai été informé (e) qu’une copie serait conservée dans le dossier médical et
une autre par le Professeur Damien Sanlaville, et j’y consens.

Je consens a participer a la recherche (loi 2004-806 du 9 aoiat 2004) c'est-a-dire au prélevement de 2 tubes de sang
(au total 10 a 15 mL) et a ce que ce prélévement donne lieu par la suite a une caractérisation génétique (Code
Civil). J'ai bien compris qu’aucun résultat ne me sera communiqué puisque cette éude porte sur une mise
au point technique.

Les produits biologiques restants seront détruits au terme de cette étude.

L’investigateur Le(La) participant(e)
Faita.......ocoeeviennnn, Faita........oocoiviiiiiiinn

=2 O O I = I
Signature de I’investigateur Signature du (de la) participant (e)

varcinn 1 din NR/NAIMR
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Annexe 4 — Plaquette d’information destinée aux laboratoires de biologie médicale

Etude « Diagnostic pré-natal de sexe
sur sang maternel »

\,
o=

Hépitaux de Lyon

Etude de faisabilité A REMETTRE AU LABORATOIRE

Dans le cadre de l'étude « Diagnostic pré-
natal de sexe sur sang maternel », nous
sollicitons votre laboratoire.

Etape 1 : renseignements sur la patiente

Nomdelapatiente : ...,

Prénom & o
Date de naissance : ...... [oo... [oviinn..
Date des dernieres regles (SA) : ...... [o..... foveiiit.

[

Etape 2 : prélévement J

v’ Prélever 1 tube sec avec gel séparateur 5 mL (bouchon jaune)

v" A défaut, prélever 2 tubes secs (bouchon rouge)

Centrifuger le tube et mettre au frigo

LORS DU PRELEVEMENT

[ Etape 3 : contacter HEH J

v Une fois le prélévement effectué,
vous pouvez nous contacter par mail
de préférence ou par téléphone.

v"Nous viendrons chercher le
prélevement

Dr Philippe Joly

Coordonateur de I'étude

Laboratoire Pathologies de I'Hémaoglobine
Hépital Edouard Herriot, Lyon
philippe.joly@chu-lyon.fr

06 19 86 01 85

Jean-Baptiste Campergue
Interne

Hépital Edouard Herriot, Lyon
jean-baptiste.campergue@chu-lyon.fr

06 2364 79 44
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Annexe 5 — Contréle des SNP sur les amorces utilisées pour amplifier DYS14

SNPCheck Results
Overview
Matching/ Matching/ Amplified
Name Primer 1 Mismatching Prmer 2 Mismatching | Chr. Recinn Result SNPs
bases bases giol

dysts ategtecatticcagaatea 20/0 gttgacagecgiggaate 180 ¥y 23 bp No SNPs Found
9308707..
©306788

Reference Genome Build: 37.1

dbSNP 133
1kg 1.3

Check completed: Sun, Aug 17 15:51:52 BST SNPCheck version: 3.2.1

clgticlcfe[t]t]t]c[c[a[glalalt
T T [
9clala

LL
[alt[a[a[2[a]a[t]=[E[E]alalt

v 45 0p ...

There may be a problem with specificity. Primer 1 al

a

jns significantly t
There may be a problem with specificity. Primer 2 a

s significantly t

Source Database/s:ESP 6500

¥ Non-Primer SNPs in C locations

Max. Amplicon Size: 5000

PDF Generated: Sun, Aug 17 15:52:12 BST

[cItlalticlalale]

I =

-1
|s]=]<]alalt|t]q|

dys14(1) dys14(2)
Raw BLAST Results Raw BLAST Resuits
100% Hits: @ 100% Hits: @
Other Hits: 14 Other Hits: 0

Annexe 6 - Controle des SNP sur la sonde utilisée pour amplifier DYS14

SNPCheck Results
Overview
Matching/ Matching/ Ampiified
Name Primer 1 Mismatching Primer 2 Mismatching | Chr. g\p ion Result SNPs
bases bases €g
dys14 atcgtccatticcagaatca 20/0 tgccacagactgaactgaatgattitc | 27/0 y 62 bp No SNPs Found
9306707..
9306768
Reference Genome Build: 37.1

Source Database/s:ESP 6500
dbSNP 138
1kg 1.3

Check completed: Sun, Aug 17 15:59:36 BST SNPCheck version: 3.2.1

SETETTE el T Te e elelalslalaleTelal

tlalglclalalalt[alala alalt[c[t[t]alat

..15bp..

W - Non-Primer SNPs in O locations

PDF Generated: Sun, Aug 17 16:00:14 BST

Max. Amplicon Size: 5000

[alafaalalt c[alt[t[c[alat[t[c[ala[t [c[t[a[t a]a]<]a

Jcltltt[t[a g[t[ale[a[t[clalalalt[c[alala[c[alc[c[alt
N|

There may be a problem with specificity. Primer 1 aligns significantly to 8 other regions.
There may be a problem with specificity. Primer 2 aligns significantly to 8 other regions.

dys14(1) dys14(2)

Raw BLAST Resuits Raw BLAST Resuits
100% Hits: 9 100% Hits: 9

Other Hits: 14

Other Hits: 37

Sonde TagMan
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Annexe 7 - Controle des SNP sur les amorces utilisées pour amplifier SRY

SNPCheck Results

Overview
Matching/ Matchina/ Ampiified
Name Primer 1 Mismatiching Primer 2 Mismatching | Chr. S‘p on Resuit SNPs
bases bases €g
sry GGCAACGTCCAGGATAG |22/0 tgctgatctctgagtitegeatt 23/0 y |[115Dbp SNPs found in | rs10489495
AGTGA 2655371.. 3 locations
2655485 07
Reference Genome Build: 37.1 Source Database/s:ESP 6500 Max. Amplicon Size: 5000
dbSNP 138
1kg 1.3
Check completed: Sun, Aug 17 19:51:12 BST SNPCheck version: 3.2.1 PDF Generated: Sun, Aug 17 19:51:52 BST
rs104534353
rs104884370

tlafcltfalalt]clt]clt 0|alultltltlcmlda!tlt\{*

sl clas]cc a[oa[g]a c[t]c[s]ala[a[c[ o[t ala] s R0

[elclaleltlclt a[t[[<[t[a[alalc[alt [t q]c <]

[ I
Nl o]tTg]sToa[t]a] o] o] a[ c[c[t 9] [ a] a[c o] 9]

& & §
Non-Primer SNPs in 3 locations

171

r5104894357

Annexe 8 — Contrdle des SNP sur les sondes utilisées pour amplifier SRY
SNPCheck Results

Overview
Matching/ Matching/ Amplified
Name Primer 1 Mismatching Primer 2 Mismatching | Chr. [~ Result SNPs
bases bases €g
sry CATGAACGCATTCATCGT |26/0 agagccatctigegectctgateg 24/0 ¥ 51bp SNPs found in
GTGGTCTC 2655406.. 3 locations
2655456 $1048949
Reference Genome Build: 37.1 Source Database/s’ESP 6500 Max. Amplicon Size: 5000
dbSNP 138
1kg 1.3
Check completed: Sun, Aug 17 20:07:42 BST SNPCheck version: 3.2.1 PDF Generated: Sun, Aug 17 20:09:07 BST

alalalalclclalt e[t [ alclalc[c[E[c[t[alaltlclal

e e o v
tlcltc[afg[t[a[afala c[afc[s[ala]galc[t]a[a[<] oL ORs

.. Mon-Primer SNPs in O locations

[alalalalcc[alcle]c|alalt g]alalt alc|alt [t c]alt]q]

406
~Jeltfclt]a aft|aft]a|cit|alc|t|t|ajc|ajc|alalglt|ac

rs104854965 rs104834958 rs104834353
sry(2) sry(1)
Raw BLAST Results Raw BLAST Resuits
100% Hits: 1 100% Hits: 1
Other Hits: 2 Other Hits: 0
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Annexe 9 — Contréle de la spécificité par un blaste de la séquence amplifiée sur DYS 14

» NCI

PrimerBLAST

BI Primer-BLAST : resuits: Job id=Vk2qCa4DByc4CjwGX SgOeEYFPGIVGIFS  more

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Length Tm GC%  Self complementarity
Forward primer ATCGTCCATTTCCAGAATCA 20 54 43 40.00 4.00
Reverse primer GTTGACAGCCGTGGAATC 18 5612 5556 4.00

Products on target templates
>NC_000024 10 Homo sapiens chromosome Y. GRCh38 Primary Assembly

83

Features associated

product length

Forward primer 1
Template 9530025

Reverse primer 1
Template 9530107

23

nis product:
side

estis—speci Y-encoded

encoded

Forward primer 1 ATCGTCCATTTCCAGAATCA 20
Templat. 9509712 . 9509731
Reverse primer 1 GTTGACAGCCGTGGAATC 18
Template 9509794  .e.iiiceoeeaaaan 9509777

product lengtl

20615 Y-encoded

38413 at Y—encoded
Forward primer ATCGTCCATTTCCAGAATCA 20
Template PR -7 O
Reverse primer 1 GTTGACAGCCGTGGAATC 18
Template 9489512 ....iiiianaan... . 9489495

rm TSP
Forward primer 1 ATCGTCCATTTCCAGAATCA 20
Template 2462093 . 2463117
Reverse primer 1 GTTGACAGCCGTGGAATC 18
Template FAEOLBO v as simwiias sis  DA6D163
product lengtt 83
Features associated

testis-specific ¥-

Forward primer 1 20
Template FEOOBEE  wsarmem s s JOAODSEHS

product

o [0

Forward primer 1 ATCGTCCATTTCCAGAATCA 20
Template . 9380239
Reverse primer 1 GTTGACAGCCGTGGAATC 18
Template 9380302  sieiieneicanaanaa- 5280285
product length 83
Features associated with this product:

testis-specific Y-encoded protein 8
Forward primer 1 ATCGTCCATTTCCAGAATCA 20
Template 9359942 ..i.u-eieaeaw-aseaa. 9359961
Reverse primer 1 GTTGACAGCCGTGGAATC 18
Template DFEOODAE  sowrcatisss apmmrsatiarass asmms 9360007
Forward primer 1 ATCGTCCATTTCCAGAATCA 20
Template s33%627 2335646
Reverse primer 1 GTTGACAGCCGTGGAATC 18
Template SIEGTOT  cwmimimm mmmmmm e OBADEO2
product
Features is product:

testis— Y-encoded protein 2
Forward primer 1 ATCGTCCATTTCCAGAATCA 20
Template 62483627 e s . 6248381

Reverse primer

18
Template feeeeeeeeeeaaaa... 6248427

1 ATCGTCCATTTCCAGAATCA 20
9550195 . 9550212

Reverse primer 1 GTTGACAGCCGTGGAATC 18

Template 9550277  e-eeen-.- A....... 9550260

3

Forward primer 1 ATCGTCCATTTCCAGAATCA 20
Template 6TH0EDT, cwaBram s e OASOTLE
Reverse primer 1 GTTGACAGCCGTGGAATC 18
Template CTHOTBE,  comimcimimim mime 1 S 6730764

Self 3' complementarity

1.00
3.00
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Annexe 10 — Controle de la spécificité par un blaste de la séquence amplifié¢e sur SRY

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GGCAACGTCCAGGATAGAGTGA 22 6179 5455 5.00 1.00
Reverse primer TGCTGATCTCTGAGTTTCGCATT 23 60.62 4348 7.00 1.00

Products on target templates
>NC_000024 10 Homo sapiens chromosome Y. GRCh38 Primary Assembly

product length = 115
Features associated wi

is product:

sex-determining re

Forward primer 1 GGCRACGTCCRAGGATAGAGTGE 22
Template ZTOTADA . oo oimusnanniass:ssimsansnasassassarasane 2787423
Reverse primer 1 TGCTGATCTCTGAGTTTCGCATT 23
Template 2TBTB30 A wn SR S RS SRR WA 2787352

Forward primer 1 GGCRACGTCCRGGATAGARAGTGA 22
Template 8289 NSNS 8468
Reverse primer 1 TGCTGATCTCTGAGTTTCGCATT 23
Template B3TD! e eSS SRS 8397
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RESUME

La découverte de I’ADN plasmatique en 1997 a ouvert la voie au diagnostic prénatal non
invasif, qui permet d’éviter le risque de fausse couche 1ié au prélévement invasif.

La détermination du sexe feetal pour les maladies liées a I’X et dans les grossesses a risque
d’hyperplasie congénitale des surrénales a représenté la premiére application clinique car elle
repose sur la recherche d’une séquence d’ADN normalement absente du plasma maternel : le
chromosome Y. Le but de notre travail de thése consistait a mettre au point le test de dépistage
non-invasif du sexe feetal, appelé communément « test SRY » aux Hospices Civils de Lyon en
vue d’une utilisation ultérieure en routine.

En nous inspirant d’une revue assez exhaustive de la littérature, nous avons mis au point 2
techniques de PCR en temps réel, une en technique « Tagman » et une en avec une technique
FRET ciblées respectivement sur la séquence répétée DYS14 du chromosome Y et sur le gene
SRY. Pour valider notre technique, 49 sérums de femmes enceintes (entre 5,14 et 38 semaines
d’aménorrhées ; médianes 7,9) ont été collectés. Le résultat du test SRY sur nos deux techniques
a été comparé au sexe réel de I’enfant.

Notre test répond aux préconisations d’experts puisqu’il montre une sensibilité et une
spécificité de 100% a partir de 6,5 SA. Le test mis au point lors de ce travail apparait donc apte a
une utilisation en routine.
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ADN plasmatique
Sexe foetal
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