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CNRHP ADN feetal circulant dans le sang maternel
-caractéristiques-
découvert en 1997 par Lo YM et al., Lancet, 350: 485-7

1-ADN circulant maternel et feetal augmentent avec |'dge gestationnel
—11 fois plus d'ADN feetal entre |'dge précoce (11-17 SA) et I'age tardif (37-43 SA)

Age gestationnel 11-17 SA 37-43 SA
Quantité d'ADN feetal (copie/ml 254 300
de plasma)

2-Méme quantité d'ADN circulant feetal entre Sérum et Plasma
Quantité d ADN maternel 14.5 fois plus élevé dans le sérum que dans plasma

Plasma Sérum
7% d'ADN foetal entre 11-17 SA 3.4% 0.13%
7% d'ADN foetal entre 37-43 SA 6.2% 1%

3-La fraction feetal est influencée par  -le poids de la mére (plus le poids est élevé, plus la fraction est basse)
-l'origine ethnique (fraction plus basse chez les afro-caribéens que chez les caucasiens)
-le tabagisme (fraction feetal plus basse chez les fumeuses)

4-ADN feetal mis en évidence a partir de 7 SA

5-ADN circulant feetal se dégrade trés vite aprés I'accouchement, absent apres 48h (1/2 vie de 16.3 min)

6-ADN circulant feetal est plus petit que I'ADN circulant maternel (100-200pb versus 100-800pb)
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CNRH Le génotypage feetal érythrocytaire non invasif
P principe = determiner les sequences foetales
dans le plasma maternel

Extrait d'ADN de plasma/sérum maternel
(pool d'ADN circulant maternel et fcetal)

|

Identification
des séquences érythrocytaires
présentes chez le feetus et
absentes chez la meére

~ I

Présence des séquences Absence des séquences
FCETUS POSITIF FCETUS NEGATIF

l (diagnostique par défaut)

Risque d’allo-immunisation Absence de risque d’allo-immunisation
Risque d’incompatibilité foeto-maternel Compatibilité foeto-maternel
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CnrHPp

Le génotypage fcetal érythrocytaire non
] _ invasif : )
les sequences érythrocytaires recherchees

Nelly Da Silva, CNRHP



CNRHP Les séquences feetales recherchées pour le

énotypage feetal érythrocytaire non invasif
JEnoTYPag -RH1 : géne R);—ID-

SMP1

Télomeére

1p34

Centromeére

NH
COOH
RhD (417)

Antigene RhD : mosaique d’épitopes présent sur toute la molécule

—les séquences RHD foetales a rechercher sont presque
toutes les séquences RHD codantes
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CNRHP Les séquences feetales recherchées pour le

énotypage feetal érythrocytaire non invasif
JEnoTYPag -RH1 : géne R);—ID-

RH:-1 maternel

Base moléculaire

g E@- Absence du gine RHD

>99% des caucasiens RH:-1

33% des africains noirs RH:-1
RHdyw %D_I] Présence de sequence RHD
66% des africains noirs RH:-1 non fonctionnelle
sa D-CE(4-7)-D Absence des séquences RHD
o des africains noirs RH:-1 1.
codant les épitopes
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CNRHP Les séquences feetales recherchées pour le
gf_elno'rypage foetal érythrocytaire non invasif
-RH2:3:4.5 : mutations ponctuelles dans RHCE-

SMP1

Télomeére

1p34

Centromeére

*RHCE code pour 4 alleles majeurs RHce,
RHCcE, RHCe et RHCE.

RHC/c
C (Ser) c (Pro)
.CCT CCT GGG.. .CCT [TCT GGG...
..GGA [GGA GAC.. ..GGA AGA GAC..
Substitution
RHE/e
E (Pro) e (Ala)

~1CT |GCT CTG.. ~1CT CCT CTG..
.AGA |CGA GAC.. AGA GGA GAC..
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CNRHP Les séquences feetales recherchées pour le
geno'rzgage foetal érythrocytaire non invasif
-KEL1:2 : mutation ponctuelle dans KEL-

“~2al93 KEL2/KEL1 (Thr/Met)

Extracellulaire

Intracellulaire G

KEL2 (Thr) s KEL1 (Met)
Substitution
..AAC CGA ACG CTG AGA.. AAC CGA ATG CTG AGA..
.TTG GCT TGC GAC TCT.. .TTG GCT TAC GAC TCT..

Nelly Da Silva, CNRHP



CnrHPp

Le génotypage fcetal érythrocytaire non
invasif :
techniques utilisées

Nelly Da Silva, CNRHP



Le génotypage foetal érythrocytaire non invasif
CNRH IENOTYPeg par PCR T)elmps r'yéel

Technique la plus ancienne et la plus utilisée pour le génotypage feetal
érythrocytaire

Dans la littérature plus de 44 protocoles pour le génotypage RHD feetal non invasif

Prélevement Age gestationnel Extraction Cibles amplifiées

JM Corta 2002 | Serum (<24h) 8S5SA-145A Manuelle (400ul-50ul) simplexe

Ex10x2

Geéne de sourisx?2
SODx2

C Rouillac-La Plasma (<48h) 11SA-30SA Manuelle (800ul-50ul) Simplexe
Sciellour 2004 7 et 10

E. Brojer et al Plasma de sang Les 3 trimestres de Manuelle (Iml-60ul) simplexe

2005 («2h) grossesse Automatisée (2ml-60ul) Ex10x1x2-Ex7x2-
Intron4x1

SRYx2-SNPx2

MD. Lan Zhou et | Plasma (<48h) 10SA-425A Manuelle (800ul-50ul) duplexe

al 2005 (Ex4-Ex10)x2
(Ex5-SRY)x2
SNPx2
GAPDx2

K. Finning 2008 | Plasma (<10min) | 28SA Automatisée (560ul) duplexe
Ex10-Ex5
CCR5
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CNRH Le génotypage faetal érythrocytaire non invasif
P par PCR en temps reel
-principe-
But: mettre en évidence I’ADN feetal par PCR spécifique des sequences
feetales recherchées

UUUUUU

eeeeeeeeeee

Le Ct (nombre de cycles PCR pour lequel le signal du produit PCR se distingue du bruit
de fond) permet de différencier le signal fcetal du signal maternel.:

absence de signal = feetus négatif

signal tardif Ct>35 = feetus positif

signal précoce Ct<30 = signal maternel

Nelly Da Silva, CNRHP



CNRHP Le génotypage feetal érythrocytaire non invasif
par PCR temps reel

- Avantages-

-Rapide
-Peu couteuse
-Peu étre utilisée a grande échelle

-Inconvénients-

-Risque de faux positif par interférence d’ADN maternel
-Risque de faux négatif

Nelly Da Silva, CNRHP



Le génotypage feetal érythrocytaire non invasif
CNRHP ] Ygar? Spectr‘omé);r‘ie dz Masse
rince de la méthode SABER-

(singre allele base extension reaction)

Alléle maternel
..CGA ACG CTG..

1-Amplification par P

Alléle feetal
..CGA ATG CTG..

CR

..CGA ACG CTG..

2-Extension avec am

..CGA ATG CTG..

orce d’extension+dATP

..CGA ACG CTG..

LGCT T ,
Pas d’extension

..CGA ATG CTG..

..GCT TA
Extension

3-Analyse par MALDI-TOF MS

4-Résultat
Amorce
D Alléle feoetal
= ..GCTTA
“‘Q
©
&
()]
©
o]
=
Masse/Charge
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CNRH Le génotypage foetal érythrocytaire non invasif
P J ygar? Spectromé&rie dz Masse

- Avantages-

-Peu étre utilisée a grande échelle
-Pas d’interférence avec 'ADN maternel

-Inconvénients-

-Couteuse
-Longue
-Risque de faux négatif

Nelly Da Silva, CNRHP



Le génotypage foetal érythrocytaire non invasif
CNRHP IENoTYPeg par PCRYduglta e
(PCR numeérique : diviser pour plus de sensibilité)

- prmcupe -
Préparation PCR Partitionnement Amplification
ADN foetal Réaction positive Réaction négative

ADN maternel

Détection
par fluorescence

/\ /\ Signal posmf — 1

Seuil

S|gnal négatif —_— 0

b
b =]
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CNRH Le génotypage feetal érythrocytaire non invasif
P ) par PCR digitale
(PCR numérique : diviser pour plus de sensibilité)
-principe-

Résultat
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Nombre de réaction

10,000
12,000+
14,000
16,000

Quantification absolue basée sur la loi de Poisson
sans établir une courbe standard préalable
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CNRH Le génotypage foetal érythrocytaire non invasif
P IENOTYPeg par PCRYdigiTae

-Avantages-

— Plus sensible. Peut-étre utilisée pour des ages gestationnels tres précoces
(<11SA)
— PCR moins sensible aux inhibiteurs

-Inconvénients-
— Couteuse
— Délicate pour la mise au point
— Longue

Nelly Da Silva, CNRHP



CNRHP Le géno‘rKrGage( foetal érythrocytaire non invasif

par

next Generation Sequencing)

-principe technique Illumina-
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1-Génération d’'une banque d’ADN plasmatique ou
d’un produit de PCR de la région cible plasmatique
2-Ajout d’adaptateurs spécifiques aux extrémités
3-Dénaturation de 'ADN

4-Fixation aléatoire de I'extrémité des simples brins
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5- PCR « bridge »: création de doubles brins,
puis dénaturation et création de groupes
denses ou les fragments sont amplifiés
6-Séquencage avec lecture a chaque cycle de
la base ajoutée par chaque cluster
7-Interprétation
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CnrHPp

Le génotypage foetal érythrocytaire non invasif
par NGS(next Generation Sequencing)

- Avantages-

-Pas d’interférence de l'allele maternel

-Inconvénients-

-Couteuse

-Difficile a mettre au point

-Longue

-Besoin de Bio-informatique pour l'interprétation

Nelly Da Silva, CNRHP



CnrHPp

Le génotypage feetal ?ryfhr’ocy‘rair’e non
invasif :
risque de faux positifs et faux négatifs

Nelly Da Silva, CNRHP



CNRHP Le génotypage foetal érythrocytaire non invasif
-faux positifs-

2 SOURCES

I-Présence de variants silencieux érythrocytaires chez le foetus
Développer des PCRs pour discriminer les variants RHD silencieux et non silencieux

II-Interférence des contaminations par augmentation de la sensibilité de la technique:
contamination par aérosol
lors du prélevement, lors de la décantation du plasma,
lors de I'extraction,
lors de la manipulation de I'éluat...
Prendre des précautions lors de la technique:
port de charlotte
chargement des plaques PCR sous enceinte...

Nelly Da Silva, CNRHP



Le génotypage foetal érythrocytaire non invasif
CNRHP IENOTYPeg -faux nZgaTifs):

2 SOURCES

I-Probleme d'extraction ou d'inhibition de la PCR :

-Inclusion d'un ADN traceur déposé dans le plasma (témoin d'extraction de
I’ADN et de non-inhibition de la PCR).

-Amplification d'un géne de contrale (ex:p-globine)

II-Absence d'ADN foetal pour les foetus conclus négatifs

-Amplification du géne SRY si feetus male
Valable seulement pour 50% des examens

-Amplification du géne foetal RASSF1A hyperméthylé

-Amplification d'un polymorphisme/mutation de géne absent chez la mere et

présent chez le pere

-Répéter le test sur un second prélevement fait plus tard dans la grossesse
Concentration plus élevée en ADN feetal
Rattrape les erreurs d'étiquetage
Rattrape un croisements pré- ou per-analytique des échantillons

Nelly Da Silva, CNRHP



CnrHPp

Le génotypage foetal RHD non invasif
-son application dans les différents pays-

Pays SA minimal du test Technique | Tests supplémentaires réalisées
. , i utilisée . - -
Immunisation Prevention Immunisation Prevention
France (HAS) 11312 11312 PCR temps réel | 2€me prélévement 2ieme prélévement
Danemark 14 14 PCR temps réel | Non Non
Royaume Uni | 16 (4-5-7-10) 11 (5-7) PCR temps réel | Non Non
Finlande 16 24 PCR temps réel | Marqueur foetal SRY+2ieme Marqueur feetal
prélevement SRY
Allemagne 9 20 PCR temps réel | 2¥me préléevement Non
Italie PCR temps réel | 2ime préléevement
Pays Bas PCR temps réel | Marqueur foetal (SRY ou autre) Non
Slovénie PCR temps réel | Marqueur foetal SRY
Espagne PCR temps réel | Marqueur feetal SRY ou 2iéme
prélevement
Suisse PCR temps réel | 2€me prélévement
Australie PCR temps réel | Marqueur foetal SRY +RASSF1A
+ 2ieme prélévement
Brésil PCR temps réel | Marqueur foetal SRY
USA Spectrométrie
1 de Masse

G. Daniels et al. International Forum 2017. Vox Sanguinis

Nelly Da Silva, CNRHP
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