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Place du test d’ADN libre circulant
dans le sang maternel concernant la
trisomie 21 « ADNIcT21 » dans le sulvi

de la grossesse.



Déclaration de conflit d'intérét

* Je déclare n'avoir aucun conflit d’'intérét avec les fournisseurs de dispositif in vitro
présenté dans cette presentation

% Je suis salarié d’Eurofins Biomnis



INTRODUCTION

* Historique :

e Découverte de I'ADN feetal circulant par Lo en 1997 couplé aux techniques NGS

* Quelques dates :

2008 2011 2014



Contexte et
reglementation



Trisomie 21 foetale : dépistage # diagnostic

Dépistage trisomie 21 foetale par marqueurs sériques maternels (MSM)
NABM depuis janvier 1997

Arrété du 23 juin 2009 fixant les régles de bonnes pratiques en matiére de dépistage avec utilisation des MSM de la T21 :
réalisation au 1er trimestre de la grossesse, paramétres biochimiques adaptés au 17 et intégration des mesures eéchographiques

Objectif du depistage : donner aux femmes I'opportunité d’une décisior éclairée et non de réduire la prévalence de la maladie
Roéle majeur de l'information
Le dépistage doit étre proposé a toutes les patigntes enceintes, qui sont libres d’accepter ou de refuser le test

Diagnostic de certitude repose sur le Gafyotype tcetal
Geste invasif : ponction villosités choriales (1T), liquide amniotique, (sang fcetal)

Dépistage préhatal’ non.invasit{DPNI) ou NIPT (ADN fcetal libre circulant dans le sang maternel) : Positionnement
intermédiaire enire MiSM et caryotype ? Quels seuils ?



Contexte et réglementation

Entre 1997 et 2009, dépistage par paliers :

» Age maternel. PLA si sup a 38 ans J

“ « Echographie : PLA si CN sup au 95¢me p ]

» Dépistage intégrant 'age maternel et les'marqueurs biochimiques. PLA si
risque = 1/250

Probleme posé : 90 000 amniocentéses / an (11,5 % des patientes)
» 33 000 4ge maternel
» 17 000 signes appels échographiques
» 40 000 MSM

Rapport HAS (juit 2007 « Evaluation des stratégies de dépistage de la trisomie 21 » : état des lieux
performances des differentes stratégies de dépistage http://www.has-sante.fr

www.biomnis
.com


http://www.has-sante.fr/

Prélevements Invasifs

\

us sampling: a systematic
asound Obstet Gynecol 2015; 45: 16-26

*, C. OGILVIE% and F. D’ANTONIOS§

* Etablissement du caryotype complet impose un prélévement invasif : PLA ou
PVC=» Donc un risque de fausse couche e
scar ollowing




Evolution des prelevements
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| iInvasifs en moins

Source : données ABM



Trisomie 21 fcetale : place du dépistage et du diagnostic

POSITIF




ADN FCETAL CIRCULANT



ADN libre circulant (cfDNA) dans le sang maternel

Sang maternel = ADN maternel + ADN fcetal
o 2-20% du cfDNA est foetal = FRACTION FOETALE

cfDNA foetal provient des cellules trophoblastiques
du placenta

Libéré dans le sang maternel sous.forme
de petits fragments d’ADN (1504200bp)

“ Détectable dés la 7°Me_semaine de gestation

*“ Indétectable-dafs-ie sarffg maternel aprés I'accouchement

*“ Totaleméntmnon-invasif pour le foetus



Applications de I'ADN fcetal circulant

* Diagnostic
e Détermination sexe foetal
e Génotypage RHD
e Achondroplasie

* Dépistage
e DPNI



Génotypage RHD foetal dans le sang maternel :
combien de patientes concernées chaque année en France ?

~1 million de conceptions/an

V

~150 000 grossesses (15%) chez des
femmes D négatif

|

~90 000 (60%) patientes D- avec foetus
D+
(~ 75 000 patientes apres 28 SA)
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Prévention de 'immunisation anti-RH1 chez la femme
enceinte

Immunoprophylaxie par injection de gammaglobulines anti-D = Rhophylac®

Recommandations CNGOF 2005 : prophylaxie ciblée + systématique + post-natale
e Injection ciblée : en cas de situation a risque d’hémorragie foeto-maternelle (dans les 72h) :
- Au 1°" trimestre : en cas de fausse couche, IVG, GEU, traumatisme ahdominal, etc
- Aux 2¢ et 3¢ trimestres: MAP, version par manceuvre externe, trauinatisme abdeminal, IMG, MFIU

Adaptation de la posologie de gammaglobulines anti-D au volume de sang foetal estimé dans la circulation maternelle
par le test de Kleihauer (a réaliser en cas de suspicion d’héniorragie foeio-maternelle importante)

e Injection systématique a 28 SA (300 pg iiv) chiez la femnie non immunisée de conjoint D positif
e Injection a I'accouchement si nouveau-né dge phenotype D positif

155A 28 SA Accouchement

‘ N|
300 pg IV ou IM 200 pg IV
2 200 ug IM
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Recommandations CNOGF 2005

+ Lorsque le génotypage foetal RhD sur sang maternel peut étre
réalisé, il est recommandé de appliquer ofin ds licuter la

1 SRR N r
prophvlaxie Rh aux seules femmes enceintes d"enfant RhD

positif.

— Limiter les injections de garmmaglobulines anti-D a 60% des
grossesses des femmes D négatif

Recominiandations pour la Pratique Clinique
Prévention de l'allo-immunisation Rhésus D foeto-maternelle (2005)
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Contexte

Remboursement de I'analyse depuis le 13/07/17 (JO du 22/06/17)

4085 : Détermination prénatale du géenotype RHD fcetal awpartic du sang maternel
(B 260-70 Euros) par PCR en temps réel utilisantyau meoins 2 exons.

L'acte sera réalisé a partir de la onziéme semaine d’aménorrhée.

Les renseignements cliniques nécessaires sont les suivants :

* Date des dernieres regles o daie de la grossesse

* Groupe sanguin A20-RH1 (D) de la femme enceinte

* Origine geographiaue de la patiente si possible

* Notion d’allo-imniunisation anti-D connue ou non
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Contexte

* Lorsque le résultat de I'acte 4085 est négatif ou indéterminé, il est nécessaire de
réaliser 15 jours aprés (ou avant ce délai de 15 jours en cas de grossesse de terme
avanceé) une seconde détermination, soit 'acte 4086

4086 : Seconde détermination prénatale du genotype RHD feetal.a partir du sang maternel
(B 260)

* Il ne peut étre coté qu’un acte 4085 et un acte 4086 par patiente et par grossesse.

* L’'indication des examens 4085 et AU865 est la suivante : prise en charge des
grossesses de femmes de phénotype D négatif

* Les comptes rendus des examens 4085 et 4086 devront préciser les différents
exons amplifiés pour realiser les examens.
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Conclusions Rhésus D sur sang maternel

Le génotypage RHD feetal non invasif permet de diminuer c’un tiers le
nombre d’injections de Rhophylac®

En cas d’'immunisation anti-RH1 materneile : permet de restreindre la
surveillance aux seuls cas ou le 1cetus est D positif

L’interférence d’alicles RrAD silencieux, notamment dans la population
d’origine africaine/airo-antillaise (66% d’alleles RHDy), est la principale
limite du testi

19



INFORMATIONS SUR RHESUS D FCETAL SUR SANG
MATERNEL

“ WEBINAR EUROFINS BIOMNIS

“ LE LUNDI 29 JANVIER'A 47H
“ PAR LE DR L. STROMPF SYLVESTRE

“* POUR Y ASSISTER:

* Transmettre votre, adresse mail a C. WERTZ qui vous adressera
une invitatiom
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DPNI des aneuploidies
Aspects techniques



Aspect technique

Les differentes étapes d’analyse :

e

Sang maternel Extraction de 'ADN fcetal et maternel circulant

prep / quantification / Pooling

NGS

Rendu des résultats
Logicielde vatidalien
CE-IVD

Chromosome 21 NCV

Valeur Chromosomique Normalisée (NCV) Alignement et comparaison de séquences



Next-Generation Sequencing (NGS)

L’ADN du chromosome 21 représente <6% du génome
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http:/fwww.illinoisgenetics.orgfweb/wp-content/uploads/2013/02/Grobman-Nen-invasive-prenatal-testing-update pdf



Next-Generation Sequencing (NGS)

Les différentes étapes d’analyse : en détails

U
:;;Z“ ) Analyse des aneuploidies
I — —
E— — —
E— S —
E— I =
E— E— P W W 10% de plus en cfDNA-Chr21
E— I A WE HE ¥
I I WA\ I \ﬁ
cfDNA I > - re—r —
maternel ] I B _ R I 1
I \ <y I — —
E— - e I E—— —
" - - o I E— —
. e — I I VS E—
A \ W A E— E— S —
S e E— I I E—
> A uE— I I E— E—
S I I E— —
L) s ) | m—y | ) L)
Chromosomes 1 2 3 21 Trisomie 21



Next-Generation Sequencing : le défi

Intérét du NGS

Nb comptage = 10 000 Nb comptage =1 000 000

:

Nb comptage = 100 000

Probabilité

Probabilité
Probabilité

I [ I I I I L [ [ [ I I I I [ [ [ I
0.01 0.012 0.014 0.016 0.018 0.02 0.01 - 0.012° 0.014 0.016 0.018 0.02 0.01 0.012 0.014 0.016 0.018 0.02

% de chromosome 21

% de chromosome 21 % de chromosome 21

—— Population “euploide”; quantité attendue ADN chromosome 21 —— Population “trisomique”: quantité excessive ADN chromosome 21

gl .
N LA retéenii

)
Un tres grand nombre de reads pour une
| meilleure sensibilité du test



Performance du test selon le type de population

Sensibilité  Spécificité VPN VPP

it rague 46 T21 99% 98% 99.8% 99%
. 0o/ *
oraaten 100% 99,7% 100% gf(yf**

\l ]
N \Alretenir:
\ Excellentes performances du test DPNI
| dans la population a haut risque

Source : * Bianchi et al.2015, NEJM
** Norton et al.2015, NEJM



Performance du test par type de trisomie

Collaboration entre Eurofins Biomnis et lllumina / Verifi pour le premier transfert de la technologie

Positif Sensibilité  Spécificité VPF VON
T21 596 99,14% 99,94% 0,5681 0,9999
T18 208 98,31% 99,9% 0,863 0,9999
T13 i 98,15% 99,95% 0,7977 0,9999

Resultat d’une étude rétrospective sur 34 000 tests™
\ Vol "
A Aretenir
\ La technologie Illumina choisie par Eurofins
| Biomnis offre d’excellentes performances

Source : * Bhatt et al. Poster ISPD 2014



Limites d'interpretation

v’ 2¢me Jumeau évanescent

v Mosaique Confinée au Placenta (MCP)
v' CNV maternel (ex chr 18)

v Mosaique maternelle et néoplasie

%

v" Discordance Foeto-Placentaire
v" Taux faible d’ADN foetal
v’ Triploidies



Limites d’'information: ADNIc / Caryotype

Signes d'appel
échographiques

Anomalies chromosomiques Marqueurs Clarté Autres signes Age Autres Total
détectées en 2012 sériques nucale| échographiques maternel | indications
avec risque >=3,5mm isolé ou
>= 1/250 sans
motif
medical
N Y% N Y% N Y% T Y% N N
Trisomie 21 802|40,7% | 626|31,8% 497 25,0% 16| 0,8% 29| 1971
Trisomie 18 61| 9,0%| 218|32,2% 385 56,8% 8| 1,2% 6 678
\Trisomie 13 30| 11,3% 65| 24,59 L 59 60,0% 2| 0,8% 9 265/
Syndrome de Turner et 67| 19,0% 137 | 38.9% 138 39,2% 4| 1,1% 6 352
syndromes associes
Syndrome de Klinefelter et 19| 35,8% 9 7.,0% 13 24 .5% 8(15,1% 4 53
syndromes associes D
Trisomie X 21 1_4.",8% 7 14,6% 15 31,3% 4| 8,3% 1 48
Q? XYY et Autres dysgonosoiiiias 13 33,3% 6| 15,4% 16 41,0% 2| 5,1% 2 39/
Triploidies 20| 13,3% 25(16,7% 100 66,7 % Ol 0,0% 5 150
\Autres anoma ‘ei .Lésiwuiili.;rees 103 | 20,2% 69| 13,5% 250 49,0% 7 1,4% 81 510
Total anomalies d3séquililhrées | 1136 | 27,9% | 1162 28,6% 1568 38,6% 51 1,3% 143 | 4066
Arniomalies a priocri équilibrées 137 | 22,9% 20| 3,4% 76 12,7% 18| 3,0% 346 597
"otal carvoiypes effectués 20002| 48,0°% | 3446 8,3% 11547 27,7% | 2418 | 5,8% 4220 | 41639




Place du DPNI en
France



HAS : une évaluation en deux volets

“ Volet 1 (Novembre 2015) :

les performances des tests cffDNA dans le groupe des femmes a risque (18/11/2015)
e Taux de détection > 99%

e Taux de faux positifs <1%

=>» Révision des modalités actuelles de dépistage de ta121

“ Volet 2 (Mai 2017) : évaluation de la place de ces tests dans la stratégie de dépistage en vue
d’établir une stratégie de remboursement

e Enjeux éthiques sociaux
e Difficultés organisationnelles



RECOMMANDATIONS HAS, MAI 2017

“% NE CONCERNENT QUE LE DEPISTAGE DE LA TRISOMIE 21

* Proposer un ADNIc a toutes les femmes enceintes dont lefivcau de risque de trisomie 21
foetale est compris entre 1/1000 et 1/51 a l'issue du dépistagepar MSM

*“ Proposer la réalisation d'un caryotype fcetal d'emblée a toutes les femmes enceintes dont le
niveau de risque de T21 feetale eSt =*1/50%a I'issue du dépistage par MSM.

Un test ADNIc pourra cepepdant.&tre realisé avant un éventuel caryotype foetal selon la préférence
de la femme enceinte,
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RECOMMANDATIONS HAS MAI 2017

“ LA HAS INSISTE SUR LE FAIT QUE:

e Le test ADNIc ne remplace pas le caryotype feetal pour la confirmation diagnostique
de trisomie 21 foetale

e La procédure standard de dépistage par les margueurs seriques préconisée est le
dépistage combiné reposant sur !a mesure eéchicgraphique de la clarté nucale et le
dosage des marqueurs sériques du 1€ rimestre.

e |’'accés de toutes les femmes a une £chographie biométrique et morphologique réalisée
entre 11+0 et 13+6 SAselori les critéres de qualité édictés par la HAS doit étre garanti.

e L'intégration du test ADNIC ne remet pas en question la proposition de caryotype feetal
(ou CGH array) d'emblee en cas de clarté nucale supérieure ou égale a 3,5mm (99¢ p)
et autres signes echographiques.
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RECOMMANDATIONS HAS MAI 2017

“ EN CAS D’ECHEC DE TEST ADNIc:

e Dans le cas ou 2 TESTS ADNIc ne permettraient pas d’obtenii un résultat interprétable, la HAS

considere que la conduite a tenir doit étre la méme quel que soit 1e niveau de risque entre 1/1000
et 1/51 a l'issue des MSM:

» AVIS D'UN CPDPN ET ORIENTATION DES FEMMES.OWY DES COUPLES VERS UN CONSEIL
GENETIQUE selon les résultats dus€aryociype foetal

» Dans ce cas particulier, la prise en‘charge par 'Assurance Maladie du caryotype foetal devra étre
possible pour les fermries enceintes avec un risque de T21 foetale estimé supérieur a 1/1000.

» NB:siéchiec sur 12 prélevement , 22% de risque d’échec sur le 2¢
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RECOMMANDATIONS HAS MAI 2017

“ CONDITIONS DE SUIVI ET D’EVALUATION:

e Organiser un suivi « en vie réelle » de l'utilisation des tests ADNIc
e Réévaluer a 3 ans + évaluation du dépistage des autres aneuploidies et des microdelétions

EN LUETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES SCIENTIFIQULES, LA HAS RENVOIE VERS L'AVIS
FORMULE PAR LE GROUPE DE TRAVAIL ET LES =VENTUELLES RECOMMANDATIONS DES
SOCIETES SAVANTES POUR LE DEPISTAGE DE LATRISOMIE 21 FCETALE DANS LES
SITUATIONS PARTICULIERES (grossesseas gémellaires, marqueurs sériques atypiques...)

Ne plus utiliser le dépistage séquentiel intégré au 2° trimestre:
e Dépistage combine au 1" trimestre
Oou

® marqueurs sériques seuls au 28 trimestre
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AVIS DU GROUPE DE TRAVAIL ACLF/HAS

Il est légitime que les femmes enceintes avec grossesse multiple bénéficient'du test, ADNIc
qui pourrait étre proposé en 1¢ intention au 1¢ trimestre de la grossesse.{mesure de la FF++)

Les regles de bonne pratique pour les femmes enceintesgprésentapt des/tosages des

marqueurs sériques atypiques doivent continuer d’étfe appliguées en I’état.
\

Le test ADNLc devrait étre proposégtembléetaux*femmes enceintes chez qui les MSM n’ont
pas pu étre réalisés a cause de la dégolveflte tardive de la grossesse

La proposition d’un teSt ADNle“pourrait éviter un retard a la prise en charge des femmes sans
échographie du (1 tfimestfe pour palier en partie a la perte de chance pour le dépistage de la
T21,

La\place des tests ADNIcT21 en cas de grossesse dans le cadre d’une AMP reste a définir.
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Indications ACLF 2017 : Guide de bonnes pratiques (V3)

*En cas de grossesse singleton avec MSM donnant un risque
—> supérieur ou égal a 1/50 si choix de la patiente

- Entre 1/51 et 1/1000

*En cas d’antécédent de grossesse avec aneupleitie Ow.si un des parents est
porteur d’'une translocation robertsonienng”impliguant un 13 et/ou un 21

*En cas de grossesse multiple
*Si I’échographie T1 ou le dépistagespar MSM n’ont pas pu étre réalisés
*En cas de profil de MSM hors‘borne, en particulier si évocateurs de T18



Contre-indications absolues ou relatives (ACLF 2017)

“ SIGNES D’APPEL ECHOGRAPHIQUES ET NUQUE >3,5 mm ou >99¢ P:
(risque d’anomalie autre que T13, T18, T21= 2,5 a 8%)

La réalisation d’un test invasif est recommandée

“ CLARTE NUCALE ENTRE 95¢ ET 99¢ P: (risque d’arfalie autré ques 13, T18, T21=1/177):

un test ADNIc est possible apres avoir expliqué a la patienie les limites de ce test appliqué a
sa situation

* SOFT SIGNS ECHOGRAPHIQUES;

Ne constituent pas une indication a un test ADNIc mais n’en sont plus une contre-indication (si
isolés):
dilatations pyéliques udi oubilatérales
AOU
Kystes des\pléxusichoraides
Artere'sous Claviere Dte rétro oesophagienne
Focus cardiaque hyperéchogene
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En routine chez
Eurofins Biomnis



Données d'Eurofins Biomnis

() TRISOMIE 21

- 304 cas
- 3 cas de mosaiques
- 5 faux positifs

- 55 cas

22354 tests réalisés - 7 faux positifs

octobre 2014 — nov 2017

I/

» TRISOMIE 13

- 21 cas
- 6 faux positifs

.
‘ TRISOMIE 18

Impartant': » Taux d’échec=0.24%

» (0,58%, HAS 2017)
D’excellentes performances avec le DPNI par

Biomnis; un taux d’échec tres faible




Données d'Eurofins Biomnis: grossesses gémellaires

C» TRISOMIE 21 )
- 4 cas
- 2 cas confirmés, 1 FP, 1 issue
\_ non connue W,
‘ RISOMIE 18
1450 patientes (6,5% du - 0 cas

total)

1 cas confirmé, 2 FP

octobre 2014 — nov 2017
“ » TRISOMIE 13
- 3cas

{ » Pas de faux négatif a ce jour }




En pratique



En pratique:
pour le prescripteur

Les formulaires et ressources scientifiques sont disponibles sur www.dpni-biomnis.com

*% Recueillir le consentement / attester I'information
e Attestation d'information éclairée
e Consentement de la patiente
e Bon de demande d’analyse spécifique

“ Remplir le bon de demande
e Ne pas oublier de remplir « poids et taille »

% Délais de rendu de résultats
e 5 jours ouvres

Des biologistes a votre disposition au
04 72 80 25 99


http://www.biomnis.com/

En pratique:
pour le laboratoire de biologie medicale

Les formulaires et ressources scientifiques sont disponibles sur www.dpni-biomnis.com

*“ 1 seul tube « STRECK » ou équivalent
* Kit de prélévement spécifique disponible sur I'espage eérraspondant Biomnis Connect

“ Joindre :

Bon de demande

Ordonnance de prescription

Attestation / consentement

Compte-rendu de I'échographie iaite apres 11SA
Justificatif d’indication (ex: resultat de marqueurs sériques)
Régleniernit par cheque

% ~kechantillen’deithous parvenir sous 5 jours maximum, a compter de la date de prélévement

Des biologistes a votre disposition au
04 72 80 25 99


http://www.dpni-biomnis.com/

En pratique:
aspect economique

* Acte hors nomenclature
e 390€
e Pas de prise en charge Sécurité Sociale
e Remboursement par certaines mutuelles

e Prise en charge par CHU et certaines Cenires Hospitaliers (enveloppe RIHN)



Conduite a tenir a reception des resultats




Résultats en échec

“ 2 TYPES PRINCIPAUX:

1. « résultat ininterprétable en raison d’une fraction fogtaled’ADN circulant
trop faible »: causes possibles: prélevement tropsprecoee,/ patiente en surcharge
pondeérale

CAT: reprélever au moins 3 semaines plus tard car -F augmente avec le terme

2. « resultat ininterpretablejumnnotuveau prélevement peut étre proposé »:
Causes possibles:_en ¢outsidetude

CAT: reprélever sans délai particulier OU proposer directement un prélévement
invasif
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Un site dédié au DPNI Ninalia

www.dpni-hiomnis.com

- Un espace d’'information consacré aux Futurs
narents dans un objectif peédagogique pour
repondre aux questions les plus fréquentes
exprimeées par les femmes enceintes

- Un espace spécifique pour les Professionnels
de santé afin de vous permettre de compléter
VOS connaissances sur ce test



http://www.dpni-biomnis.com/
http://eye.laboratoire-biomnis.com/c?p=xBDQlmV44H1VG03Qvf1J0J5vUtCG58QQJ9Ck8SE_cNDFQNC-0Mdb0NgoFzh92UBodHRwOi8vd3d3Lm5pcHQtYmlvbW5pcy5jb20vZnIvZnV0dXJzLXBhcmVudHMvY29tcHJlbmRyZS1sZS1kcG5ppDkwMTTEEDY9FPp079DUStCH0IrQmOzQ3NCR99Czu2V5ZS5sYWJvcmF0b2lyZS1iaW9tbmlzLmNvbcQU_9Dc0JRlQ9Cc0KUTW9Cs0KjQrQnQgPNUMtDfUdCm
http://eye.laboratoire-biomnis.com/c?p=xBDQlmV44H1VG03Qvf1J0J5vUtCG58QQ_9CY0JcODPBxRtCX0JE00LRJ0MjQhxjZSGh0dHA6Ly93d3cubmlwdC1iaW9tbmlzLmNvbS9mci9wcm9mZXNzaW9ubmVsLWRlLXNhbnRlL2Jpb21uaXMtZXQtbGUtZHBuaaQ5MDE0xBA2PRT6dO_Q1ErQh9CK0Jjs0NzQkffQs7tleWUubGFib3JhdG9pcmUtYmlvbW5pcy5jb23EFP_Q3NCUZUPQnNClE1vQrNCo0K0J0IDzVDLQ31HQpg

Conclusion



’ S’

S L LS

Conclusion

Détection de 'ADN foetal circulant couplée au NGS

La méthode de dépistage la plus performante en terme de semsibilité et
de spécificité

Non-invasif
Taux d’échec faible
Discussion de son imtegeation dans la politique actuelle de dépistage de la T21

Nombreuses perspectives a venir



Perspectives

. Caryotype non-invasif prénatal :

- Détection d’aneuploidies des autosomes, de grandes délétions/duplicatians”au sein du
genome avec une grande résolution

. cfDNAJ/cfRNA pour les complications de grossesses (préeflafipsie)

. DPNI ciblé sur un seul géne \

. Oncologie

. Suivi de transplantation d’'orgdne

. Sequencagde d\e 'eplgénome fcetal

. Sequengagededensemble du génome
feetah WGS)



NVierci pour votre
attention

Questions?








