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DOSSIER I 
Biologie de Io 9rossesse 

l echerche de l'flgfl foelal 
dans le sang maternel 

Le ]~ait de d~couvrir que des quantit~s importantes 

d'ADN ]~oetal l ibre circulent dans le plasma (ou le 

s~rum) a ouvert de nouvelles voies de recherche et 

perspectives [7]. Les nombreux travaux r~alis6s ~ ce 

jour ont d~j~ permis d'acqu~rir  une bonne compre- 

hension des m~canismes physiologiques conduisant 

la presence de cet ADN ~oetal dans le plasmals~rum 

des ]~emmes enceintes. Sept ans apr~s cette d~couverte, 

l 'analyse de I'ADN foetal circulant dans le sang mater- 

nel ]~ait patt ie int~grante des outils du diagnostic pr~- 

natal m~me si ces tests sont encore r~serv~s ~ de rares 

laboratoires sp6cialis~s dans le monde. 
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I. INTRODUCTION 

Le risque de perte ]~oetale associ~ aux procedures invasives de diagnos- 
tic prenatal (villosit6s choriales, liquide amniotique ou sang foetal) a 
incit~ depuis longtemps ~, la recherche de moyens non invasi]~s de dia- 
gnostic prenatal des maladies g~n~tiques ou chromosomiques. 
Les travaux ont longtemps port~ sur l'isolement et l'analyse de ceilules 
foetales ~ partir du sang matemel. Si la presence de cellules fcetales dans 
la circulation sanguine est une r~alit~ qui n'est plus & d6montrer ~ l'heure 
actuelle, leur utilisation comme moyen de diagnostic prenatal reste 
encore tr~s limit6e. Le diagnostic prenatal de maladies monog~niques 
a d~j~, 6t~ r~alis~ dans le pass~ par cette approche [I,2,3] mais reste anec- 
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• La passion de d6couvrir 

Possibilit6 de r6aliser des PCR "multiplex" (PCR 
duplex en sondes d'hydrolyse, PCR t6traplex en 

sondes d'hybridation). 
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air puls6" permettant d'atteindre des sensibilit6s et 
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dotique. La seule ~tude clinique r~alis~e ~ grande ~chelle ~ ce jour, pour 
le diagnostic non invasif de la trisomie 2i foetale [~,], a conduit ~. la 
conclusion que cette approche ne peut pas ~tre propos~e actuellement 
en raison d'un manque de sensibilit~ et de specificitY. Malgr~ les d~ve- 
loppements r~cents [5], son utilisation clinique & court terme semble 
donc peu probable. De m~me, l'altemative des cellules ~oetales isol~es 
~. partir de lavage cervical ou ut~rin n'a pus encore fair la preuve de son 
e}~ficacit~ et n'est donc pus utilisable [6]. 

II. PHYSIOPATHOLOGIE DE L'ADN FCETAL DANS LE SANG MATERNEL 

L'origine placentaire de I'ADN foetal circulant dans le plasma/s~mm 
maternel ne fair plus aucun doute m~me si elle n'est pas exclusive. 
Le nombre de cellules foetales intactes circulant dans le sang maternel 
a ~t~ ~valu~ & environ une cellule par ml de sang et ne peut donc pas 
expliquer la quantit~ d'ADN }~oetal plasmatique et s~rique observ~e. 
L'hypoth~se proposant que l'~tat apoptotique de ces cellules pourrait 
~tre ~ l'origine de cet ADN libre a donc ~t~ ~voqu~e. Sekizawa et al. [8] 
ont en effet confirm~ qu'environ 50% des ~rythroblastes foetaux pre- 
sents dans la circulation matemelle sont en ~tat d'apoptose. Cependant, 
Zhong et al. [9] ont r~cemment d~montr~ que ces ~rythroblastes foetaux 
ne sont pas la source cellulaire essentielle de I'ADN foetal plasmatique ; 
en e]~fet, i l n'est pus retrouv~ de correlation entre le nombre d'~rythro- 
blastes ~oetaux et la quantit~ d'ADN foetal circulant, notamment chez 
les patientes ayant accouch~ pr~matur~ment alors que chez celles-ci, 
la quantit~ d'ADN }~oetal circulant est signi}%ativement ~lev~e. 
Le placenta est donc la source Iogique d'ADN foztal en raison de sa 
taille et de son activit~ cellulaire importante. L'obsewation d'une aug- 
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mentation croissante, mais fluctuante rio], tout au long de la grossesse 
de la concentration en ADN }~oetal [u,12,13] et la raise en ~vidence d'une 
correlation entre le taux de b-hOG s~rique matemel (produit par les cel- 
lules trophoblastiques) et la quantit~ d'ADN fcetal circulante [14] confor- 
tent cette hypoth~se. Une observation personnelle [15] vient de nous 
apporter la preuve que I'ADN foetal libre circulant est bien issu des cel- 
lules cyto- et syncytio-trophoblastiques, par contre, le m~canisme par 
lequel cet ADN }~oetal est relargu~ dans la circulation matemelle n'est 
pas connu; la capture et Ja d~gradation au niveau des capillaires pul- 
monaires des tres nombreuses cellules trophoblastiques lib~r~es dans 
la circulation sanguine uterine pourraient expliquer la grande quantit~ 
d'ADN foetal duns le s~rum maternek Le relarguage acti} ~ ~ partir des 
villosit~s choriales est ~galement une hypoth~se plausible. 
Par ailleurs, la cin~tique de I'ADN foetal dans la circulation sanguine 
maternelle conforte ~galement l'hypoth~se que le placenta en est la 
source essentielle. Lo et al. [u] ont montr~ qu'il est possible d'en d~tec- 
ter la presence d~s 6 semaines de gmssesse. Notre ~quipe a compl~t~ 
ces donndes par une dtude cibl~e sur les routes premieres semaines de 
grossesse apr~s transfert d'embryon chez des patientes ayant eu recours 

une f~condation in vitro [16]. II appara?t que I'ADN foetal peut ~tre 
d~tect~ d~s le i8ame jour pour certaines patientes et pour 80°7o d'entre 
elles au 28 ~me jour. Or, la circulation loeto-placentaire d~initive n'est 
pas ~tablie avant 28-30 jours apr~s la conception, ce qui sous-entend 
fortement que I'ADN foetal circulant n'est pas d'origine h~matopoi~- 
tique. Ces donn~es sont importantes ~galement en raison de leur impli- 
cation diagnostique (volt indications). La quantit~ d'ADN foetal fluct,,e 
et augmente ensuite tout au long de la grossesse [so]. 
Enfin, le translert foeto-matemel direct de mol~cules d'ADN peut ~tre 
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th~oriquement envisag~ ~ partir du sang matemel ou du liquide amnio- 
tique ; ce demier contient en effet 200 lois plus d'ADN foetal libre que 
le plasma matemel [q]. Pour information, on notera ~galement que de 
I'ADN foetal a pu ~tre d~tect~ dans le liquide c~phalo-rachidien [~8], le 
liquide p~riton~al [19] et (de mani~re plus controvers~e) dans l'urine 
[20] de femmes enceintes. 
Un point particuli~rement important est celui de l'~limination de I'ADN 
foetal du s~rum maternel. II a ~t~ clairement d~montr~ [2~] que I'ADN 
foetal libre est totalement ~limin~ de la circulation maternelle moins 
de ~,8h apr~s I'accouchement. Apr~s interruption de grossesse par vole 
m~dicamenteuse au premier trimestre, la persistance de I'ADN foetal ne 
d~passe pas u jours [22]. En d~pit de cette clairance extr~mement rapide, 
Invemizzi et al. [23] rapportent la d~tection cL'ADN foetal dans le plasma 
de patientes en dehors d'un contexte de grossesse. L'hypoth~se d'une 
~ventuelle persistance d'ADN foetal libre n'est cependant pas en accord 
avec le haut niveau de fiabilit~ des r~sultats obtenus pat diff~rents grou- 
pes [24,25,26,27]. Cette hypoth~se est aujourd'hui rejet~e par plusieurs 
~tudes r~centes [28,29]. 
On peut donc globalement retenir que I'ADN foetal fibre ne persiste pas 
dans la circulation matemelle contrairement ~ certaines cellules foeta- 
les, et son analyse n'est donc pas fauss~e par des grossesses ant~rieu- 
res. 

III. LIMITES DE L'ANALYSE DE L'ADN FOETAL CIRCULANT : 
INDICATIONS ACTUELLES 

L'ADN foetal circulant n'est pas contenu a prior i  dans un noyau cellu- 
laire ("cell-free DNA"). Par consequent, aucune analyse chromosomique 
(caryotype fcetal) n'est envisageable. D'autre part, cet ADN foetal est 
"dilu~" au sein d'un ADN largement majoritaire et hautement homolo- 
gue qu'est I'ADN libre circulant d'origine maternelle sans qu'on puisse 
I'isoler sp~cifiquement actuellement. Cette donn~e est fondamentale 
puisque seules les s~quences g~niques foetales absentes ou diff~- 
rentes du gEnome maternel pourront ~tre recherch~es et/ou ~tudi~es. 
PaT voie de consequence, les deux indications essentielles de I'ana- 
lyse de I'ADN fc~tal circulant dans le s~rum matemel sont, d'une part, 
la d~termination du sexe foetal el d'autre part, le g~notypage RHD 
foetal. 

~) D~termination du sexe foetal 
Le sexe foetal peut ~tre d~termin~ de maniEre non invasive et liable par 
~chographie foetale. Toutefois cette d~termination n'est g~n~ralement 
effectu~e qu'~ partir du deuxiEme trimestre de la grossesse puisque 1'6- 
chographie n'est pas encore suffisamment liable au premier trimestre 
malgr~ les progr~s r~cents [3o,3~]. Or, le diagnostic prenatal de mal- 
adies g~n~tiques li~es au chromosome X (h~mophilie, myopathie de 
Duchenne, retards mentaux...) n~cessite une connaissance pr~coce 
du sexe foetal afin de pouvoir proposer aux patientes un diagnostic 
prgnatal pr~coce. 
I.a biopsie de villosit~s choriales ~tait jusqu'~ present la seule tech- 
niqL~e permettant de d~terminer pr~cocement le sexe du foetus (~ par- 
tir de la ~o~me semaine d'am~norrh~e) par analyse chromosomique et 
d'entreprendre une analyse de g~n~tique mol~culaire en cas de foetus 
m~le. Les inconv~nients li~s ,~ cette procedure invasive (taux de fausse- 
couche induit, ~chec de pr~lEvement...) ~taient dommageables en cas 
de foetus de sexe f~minin puisque ceux-ci ne sont pas atteints pat ces 
maladies r~cessives li~es $ I'X. 
La d~termination non invasive et pr~coce du sexe foetal a donc un 
int~r~t ~vident pour la prise en charge des patientes conductrices de 

ces maladies g~n~tiques. Plusieurs ~tudes ont montr~ qu'il ~tait possi- 
ble de connaitre le sexe foetal par la mise en ~vidence dans le s~rum 
matemel de s~quences g~niques Sl:~cifiques du chromosome Y (donc 
issues de foetus de sexe masculin). La s~quence cible [a plus ~tilis~e pour 
cela est celle du g~ne du d~terminisme du sexe (sex determining 
region Y chromosome ou SRY). Deux ~tudes [24, 25] r~alis~es au cours 
du premier trimestre de grossesse ont conclu ~ la possibilit~ de d~er- 
miner le sexe foetal avec une grande fiabilit~ (sp~cificit~ et sensibi- 
lit~ de ioo°7o). D~s Iors, une nouvelle stra@gie de prise en charge du 
diagnostic prenatal des maladies li~es au chromosome X a pu ~tre 
d~finie [32]. Cette strat~gie repose sur la d~termination non invasive et 
pr~coce (entre ,o et 12 SA) du sexe foetal par analyse de I'ADN foetal du 
s~rum matemel. Si le foetus est de sexe f~minin, seule une surveillance 
~chographique est r~alis~e et la biopsie de villosit~s choriales n'est 
propos~e qu'aux seuls foetus m,~les. Cette nouvelle strat~gie est main- 
tenant adopt~e par la plupart des centres de g~n~tique m~dicale. 
t'int~r~t de d~terminer le sexe foetal aussi t6t en d~but de grossesse 
est ~galement utile pour la prise en charge des couples ~ risque d'hy- 
perplasie cong~nitale des surr~nales. Dans cette situation, un traite- 
ment pat corticoldes est g~n~ralement instaur~ tr~s t6t en d~but de 
grossesse afin d'~viter une possible virilisation des foetus de sexe f~mi- 
nin. Toutefois, les consequences ~ long terme d'un tel traitement ne sont 
pas connues. Celui-ci pourrait ~tre ~vit~ en cas de ]'oetus masculin [33,3/.]. 
C'est aujourd'hui une des indications les plus fr~quentes de d~ter- 
ruination pr~coce du sexe foetal par analyse du sang matemel. 

2) D~termination du g~notype RHD foetal 
Le g~notypage RHD foetal a pu ~tre d~termin~ par analyse de I'ADN foetal 
present dans le plasma maternel [27,35,36]. II a ~t~ en effet d~couvert 
que le ph~notype RhD-n~gatif r~sulte majoritairement dans la popula- 
tion caucasienne, saul rares exceptions [37], d'une d~l~tion compl~te 
du g~ne RHD. La raise en ~vidence de s~quences RHD (absentes du 
g~nome matemel chez une femme RhD-n6gative) est donc la signature 
d'un ADN foetal et permet ainsi de d~finir le g~notype RHD du foetus. 
Cette nouvelle possibilit~ de d~linir le g~notype RHD foetal de mani~re 
non invasive offre de nombreux avantages. Outre le fait qu'elle permet 
d'~viter une potentialisation de l'allo immunisation engendr~e par un 
geste invasi~, elle est surtout int~ressante chez des patientes & risque 
(RhD-n~gatives) mais ne devant pas subir a priori de geste invasif. Chez 
ces derni6res, la connaissance de ce g~notype RHD peut ainsi, en cas 
de foetus RhD-n~gatif, all,get la surveillance de la grossesse (sur- 
veillance s~rologique, injection d'anti-D...). Par ailleurs, les Jmmu- 
noglobulines anti-D sont un produit sanguin d'origine humaine, rare 
et potentiellement infectieux, qu'il conviendrait donc de r~server aux 
seules patientes RhD-n~gatives porteuses d'un foetus RhD-positif. Selon 
Lo et coll. [35], la d~termination du g~notype RHD foetal n'est liable 
qu'~ partir du second trimestre de la grossesse, mais une ~tude 
r~cente r~alis~e au premier trimestre de la grossesse [27] a permis 
de d~montrer qu'il est possible de d~finir de fa~;on liable ce g~no- 
type RHD foetal tr~s tSt dans la grossesse. Deux ~tudes pr~-cliniques 
& grande ~chelle [26,38] viennent de montrer la grande fiabilit~ de cette 
approche, mais seuls trois centres en Europe sont pour I'instant capa- 
bles d'integrer cette analyse comme test diagnostic. 
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3) Autres applications 
Pour information, d'autres applications ont ~t~ rapport~es dans la lit- 
t~rature & titre experimental le plus souvent et dont t'int~r~t diagnos- 
tic est limit~ : 
- dystrophie myotonique de Steinert [39], 
- translocations chromosomiques [ko], 
- h~moglobine E [~], 
- maladie de Huntington [1+2], 
- polymorphismes Iocalis~s sur le chromosome X [43]. 
Chez des couples ~ risque, un diagnostic prenatal d'exclusion de muco- 
viscidose [44,45], de thalass~mies [46] et d'hyperplasie cong~nitale 
des surr~nales [47] utilisant l'analyse de I'ADN ]~oetal du sang mater- 
nel a ~t~ d~crit. Plus int~ressante, la recherche d'une mutation ponc- 
tuelle de nolo (g~ne FGFR3) a pu ~tre r~alis~e par analyse du plasma 
maternel [kS]. En confirmant et compl~tant l'examen ~chographique 
du )~cetus, un diagnostic totalement non invasif d'achondroplasie est 
donc d~sormais accessible. Enfin, Poon et al. [49] ont d~montr~ que la 
contribution matemelle de I'ADN foetal pouvait ~tre analys~e par le biais 
de modifications ~pig~n~tiques (m~thylation dif]~rentielle). 
Au-del~ de l'utilisation de I'ADN foetal plasmatique pour d~finir des 
traits g~n~tiques du foetus, il a ~t~ ~galement sugg~r~ que sa quan- 
tification pouvait ~tre un marqueur de "bien ~tre". Une ~l~vation de 
sa quantitd est observ~e au d~cours de pr~-dclampsie [5o], d'accou- 
chement pr~matur~ [5i], d'h~morragie foeto-maternelle [ 52], de poly- 
hydramnios [53], de vomissements gravidiques [%]. Enlin de nombreux 
travaux portent actueUement sur I'association entre la quantit~ d'ADN 
foetal circulant et une trisomie foetale. La quantification de cet ADN 
pourrait ~,tre un marqueur s~rique au m~me titre que I'hCG, I'estriol 
et I'inhibine A [55,56]. 
On gardera cependant ~ I'esprit que routes ces ~tudes ne portent 
que sur les seuls foetus de sexe masculin pour lesquels on peut d~ec- 
ter sp~cifiquement leur g~nome (s~quences g~niques port~es par le 
chromosome Y). 

IV. TECHNIQUES 

L'analyse de I'ADN foetal dans le sang maternel s'afl%nchit des probl~- 
rues d'isolement et d'enrichissement, pr~alables ,~ l'~tude des cellules 
]'oetales. Elle est ici directe et relativement simple puisqu'elle ne requiert 
qu'une "simple" extraction des acides nucl~iques ~ partir du sang 
matemel. ToutefoJs la quantit~ d'ADN )~oetal circulant est tr~s faible, 
particuli~rement au cours du premier trimestre de la grossesse (envi- 
ron z5 copies par ml de s~rum). Or c'est pr~cis~ment durant cette 
p~riode de la grossesse que le diagnostic prenatal est pr~f~rentielle- 
l e n t  r~alis~. L'analyse de I'ADN foetal circulant requiert donc une 
m~thode tr~s sensible mais surtout fiable ; elle reste donc une ana- 
lyse tr~s d~licate ~ mettre en oeuvre r~serv~e encore ~ quelques labora- 
toires tr~s specialists. Une 4tude r~cente [57] vient d'ailleurs de confirmer 
la grande variabilit~ des r~sultats selon les laboratoires, la sensibilit~ 
de la d~tection allant de 3m% pour certains ~ 97% pour d'autres. 
La technique de choix est indiscutablement aujourd'hui I'amplifica- 
tion g~nique par PCR en temps r~el (avec utilisation de sondes d'hy- 
bridations sp~ci~iques) en raison de sa sensibilit~ et sa sp~cificit~ mais 
surtout en raison de I'importante s~curit~ d'analyse qu'elle procure 
(absence de contaminations). Associ~e ~ des proc~d~s automatiques 
d'extraction des acides nucl~iques [58], la PCR en temps r~el a une 
f iabil i~ jamais ~gal~e par les m~thodes conventionnelles qui devraient 
~re proscrites dans l'analyse de I'ADN ~cetal circulant, plus particuli~- 
re lent  celles utilisant une "nested-PCR" source de faux-positifs. 
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V. PERSPECTIVES 

Comme ~voqu~e pr~c~demment, la limitation majeure de I'analyse de 
t'ADN foetal circulant tient ~ I'impossibilit~ d'analyser les s~quences 
g~n~tiques d'origine maternelle puisque le foetus partage pour moi- 
ti~ son g~nome avec elle. La d~monstration que des ARN foetaux sont 
~galement presents dans la circulation matemelle ouvre de nouvelles per- 
spectives [59,6o,61,62]; ces transcripts ~tant produits par des cellules du 
placenta, leur analyse est ind~pendante du g~nome matemel et peut 
donc ~,tre ~largie ,~ I'ensemble des foetus quel que soit leur sexe. C'est 
sans doute une vole d'avenir extr~mement int~ressante en attendant que 
les ~volutions technologiques permettent enfin I'~tude des cellules 
foetales circulantes. • 
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