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INTRODUCTION

Depuis que la technique de recherche de 'ADN fcetal libre circulant (ADNIc) dans le
sang maternel a été décrite en 1997 (1), de nombreuses études ont été effectuées pour
évaluer la signification clinique et ses potentielles applications. Du fait de sa fiabilité,
ce test est majoritairement utilisé pour le dépistage des aneuploidies dites communes
(trisomie 21, 18 et 13) (2,3). En France, la Haute Autorité de Santé recommande son
utilisation comme un test de dépistage de deuxieme intention pour une population a
risque de trisomie 21 (4) et le rembourse depuis le 20 janvier 2019 (publication de
l'arrété du 14 décembre 2018).

Au dela de cette application, une association entre la fraction d’ADNIc dans le sang
maternel en début de grossesse et les complications obstétricales a été recherchée (5—
7). Ces études sont basées sur une hypothese biologique. L'ADNIc provient en effet
de l'apoptose et de la nécrose du syncytio-trophoblaste (8). Ainsi le taux d’ADNIc
serait 1i€¢ a la taille du placenta, a son fonctionnement propre et taux d'apoptose
trophoblastique de celui-ci. Les mesures d'’ADNIc et de fraction feetale pourraient
donc étre utilisées comme un marqueur de dépistage des troubles placentaires tels que
la pré-éclampsie, le retard de croissance in-utéro ou I’accouchement prématuré (9).

De nombreux travaux ont été réalisés sur la pré-éclampsie, dont la prévalence
représente 2% des grossesses. Celle-ci peut devenir symptomatique a partir de 20SA
mais se développe de maniere infra-clinique des le premier trimestre, correspondant a
un défaut d'invasion des cellules trophoblastiques dans les arteres spiralées de 'utérus
(10,11). Les meilleurs facteurs prédictifs connus a ce jour sont les éléments cliniques
(facteurs de risque), échographique (doppler des arteres utérines) et biologiques

(augmentation de I'HCG, PAPP-A<0,4 MoM, dosage du PLGF) (12,13). La recherche
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de facteurs prédictifs est d'autant plus importante qu'un traitement préventif par
aspirine, débuté précocement dans la grossesse améliore le pronostic materno-foetal
(14).

Les travaux étudiant cette association ont été réalisé€s soit au premier trimestre soit au
moment de la survenue de la complication. L'objectif de notre travail était de
rechercher une association entre la fraction feetale et les issues de grossesse, le test de

I'ADNIc étant intégré dans la stratégie de dépistage recommandée en France.

METHODES

Nous avons réalisé une étude rétrospective non interventionnelle au sein du centre
hospitalier intercommunal de Poissy Saint-Germain (CHIPS). Nous avons inclus
toutes les patientes ayant eu une consultation de cytogénétique en vue de la réalisation
d'un test de I'ADNIc dans notre centre entre le 1 janvier 2015 et le 31 décembre
2016. Nous n'avons par la suite inclus que les grossesses singletons, puisque la
fraction feetale est directement liée au nombre de feetus, et dont les issues de grossesse
étaient connues. Le test de 'ADNIc a été réalisé grace au test de dépistage Harmony
TM commercialisé par le laboratoire Roche, test basé sur une technique ciblée
donnant une estimation de la surreprésentation du chromosome d'intéreét.

Les issues de grossesse ont été secondairement recueillies par téléphone aupres des
patientes lorsqu'elles nous avaient donné leur consentement. Un accord aupres de la
CNIL (Commission Nationale de I’Informatique et des Libertés) avec la maternité de
Poissy autorise 1’utilisation de données observationnelles des dossiers médicaux

anonymisés.
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Le critere de jugement principal était la survenue d'une complication obstétricale. Il
s'agissait d'un critere composite regroupant la survenue d'accouchement prématuré,
d'une pré-éclampsie, d'un retard de croissance intra-utérin ou d'une hypotrophie a la
naissance (Estimation du poids feetal <l10éme percentile ou poids de naissance
<10eme percentile selon la courbe Audipog).

Nous avons dans un premier temps réalisé une analyse descriptive de la population.
Nous avons ensuite choisi de faire une analyse en sous-groupes en divisant notre
population selon la fraction feetale obtenue. Nous avons ainsi étudié un groupe
"fraction feetale basse" correspondant aux patientes ayant comme résultat une fraction
feetale inférieure au 10°™ percentile, un groupe "fraction feetale élevée” avec une
fraction feetale supérieure au 90°™ percentile et un groupe "fraction feetale normale”
que nous avons appelé groupe controle.

Nous avons enfin étudié les performances de la fraction foetale pour évaluer le risque
de survenue de complications obstétricales et en particulier pour la pré-éclampsie et le
risque d'accouchement prématuré.

Les résultats descriptifs ont été rapportés en pourcentages pour les variables
catégorielles et en moyenne et écart-type pour les variables quantitatives. Les
pourcentages ont été comparés par test de Chi2 et les moyennes par un test de
Student. Les performances de la fraction foetale ont été évaluées a 1'aide de courbe
ROC et de l'aire sous la courbe (AUC). Toutes les analyses ont été réalisées au seuil

de 5% a l'aide du logiciel R studio version 1.0.136.
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RESULTATS

576 patientes ont été recues en consultation de cytogénétique au CHIPS de janvier
2015 a décembre 2017. Apres exclusion des grossesses gémellaires et des patientes
dont les issues de grossesse étaient manquantes, notre population d'étude regroupait
au final 417 patientes (Figure 1).

Le test de I'ADNIc a été réalisé dans 72,7% des cas en deuxieme intention pour des
patientes appartenant a un groupe a risque entre 1/51 et 1/1000 suite au dépistage par
les marqueurs sériques du premier ou du deuxieme trimestre. L'ADNIc avait été
prélevé dans 11% des cas pour anxiété maternelle. Le reste des prélevements a été
réalisé pour antécédent d'aneuploidie, signes échographiques mineurs (fémur court,
pyélectasie mineure, intestins hyperéchogenes, persistance de kystes des plexus
choroides, spot mitral) ou 4ge maternel de plus de 38 ans sans dépistage combiné
réalisé (Tableau 1). Le test était négatif pour 411 patientes et positif pour la trisomie
21 chez une patiente. Sur l'ensemble de la cohorte, 5 tests d'ADNIc étaient sans
résultat: 3 échecs ont €t€ observés malgré la réalisation d'un deuxieme prélevement,
ce qui représentait 0,72% de la population (Tableau 1) et 2 prélevements étaient "non-
rendus". L'absence de résultat était expliquée par le fait qu'aucun résultat n’était
donné par le laboratoire Roche pour les fractions les plus basses. Concernant 1'age
gestationnel moyen au moment du prélevement, il était de 17,1 semaines
d'aménorrhée dans notre population. La fraction feetale moyenne obtenue était de
14,3%, variant de 4,1% a 37,8%. Concernant les issues de grossesse, 8 pré-
éclampsies (1,9%), 48 retards de croissance in utero ou hypotrophie néonatale

(11,8%) et 14 accouchements prématurés (3,4%) (Tableau 1).
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Nous avons ensuite réalisé une étude en sous-groupes en comparant d'une part le
groupe "fraction feetale basse" au groupe témoin (FF normale) et d'autre part le
groupe "fraction feetale élevée" au groupe témoin. La fraction feetale avait une
distribution normale au sein de notre population. Nous avons sélectionné le groupe
"fraction foetale basse" en conservant les patientes dont la FF était inférieure a 8,5%
soit le 10°™ percentile et le groupe "fraction feetale élevée" avec les patientes dont la
FF était supérieure 2 21,5% soit le 90°™ percentile.

En comparant le groupe "fraction foetale basse" au groupe contrdle, nous avons
retrouvé une différence significative sur I'IMC des patientes avec une augmentation
de la proportion de patientes obeses dans le groupe "fraction feetale basse" avec
respectivement 38,1% versus 5,8%, p<0,01 (Tableau 2). Nous n'avons pas retrouvé
de différence significative entre les deux groupes concernant 1'age maternel, 1'age
gestationnel et le recours a la procréation médicalement assistée.

Concernant le critere de jugement principal (critere composite regroupant la survenue
d'accouchement prématuré, d'une pré-éclampsie, d'un retard de croissance intra-utérin
ou d'une hypotrophie a la naissance), 17% de grossesses avaient une complication. Il
n'y avait pas de différence significative sur la survenue de complication entre les
groupes (p>0,99). La proportion de pré-éclampsie et de retard de croissance in utero
n'était statistiquement pas différente entre les deux groupes. Nous avons retrouvé une
tendance a une augmentation des accouchements prématurés dans le groupe "fraction
feetale basse", 9,6% versus 2,7% (p=0,07) (Tableau 2).

Lorsque nous avons comparé le groupe "fraction feetale élevée" au groupe contréle,
nous n'avons trouvé comme différence significative que le terme au moment du

prélevement (21,5SA et 16,7SA respectivement), p<0,01 (Tableau 3).
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Nous avons enfin réalisé une courbe ROC et calculé 1'aire sous la courbe pour évaluer
la pertinence de la fraction feetale dans la prédiction de la survenue d'une
complication obstétricale (Figure 2). La courbe obtenue était quasiment une droite et
I'AUC était 0,504.

Nous avons reproduit la méme démarche pour la pré-éclampsie (Figure 3) et pour la
survenue d'un accouchement prématuré (Figure 3). Les AUC étaient respectivement
pour la pré-éclampsie de 0,64 et 0,66. Cependant, par analyse graphique, nous avons
conclu que seule la courbe ROC "fraction feetale et accouchement prématuré”
paraissait interprétable sans pour autant pouvoir fixer un seuil de fraction feetale de

maniére satisfaisante.
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DISCUSSION

Nous avons montré que la proportion de survenue de complications obstétricales
n'était pas significativement liée a la quantité de fraction feetale circulant dans le sang
maternel. Nous avons toutefois retrouvé une tendance a une augmentation du taux
d'accouchement prématuré dans le groupe de patientes ayant une fraction feetale
inférieure a 8,5%. Le taux variait de 2,7% a 9,6% sans que cela soit significatif

(p=0,07).

Plusieurs facteurs influencant le taux d'’ADNIc ont été identifiés. La fraction fcetale
augmente avec 1'dge gestationnel et diminue avec l'indice de masse corporelle et
I'existence d'une trisomie 13 ou 18 (15). De plus, une PAPP-A basse ou un HCG élevé
sont associés a une fraction foetale basse (16-20). Ces éléments ont été retrouvés dans
notre étude puisque 1'age gestationnel était significativement plus élevé dans le groupe
"fraction feetale élevée" et la proportion de patientes obeses significativement plus
élevée dans le groupe "fraction foetale basse".

Un autre point fort de cette étude est que nous avons obtenu les données des issues
obstétricales. Nous avons donc pu comparer la survenue des complications
obstétricales réelles dans chacun des groupes, ce qui nous paraissait plus informatif
que la comparaison de la fraction feetale a d'autres tests de dépistage sans avoir l'issue

de grossesse.

Les études publiées sur l'association entre la fraction feetale et les pathologies
maternelles, vasculaires (pré-éclampsie, retard de croissance in utero, petit poids de

naissance) ou non (accouchement prématuré) sont discordantes. Concernant la pré-
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éclampsie, il existe des arguments physiopathologiques pour penser a une association
entre pré-éclampsie et élévation de la fraction feetale. En effet, une mauvaise
placentation conduisant a une ischémie placentaire peut étre la cause d'une
augmentation de l'apoptose et nécrose du syncytio-trophoblaste, a l'origine de
I'ADNIc. On peut également penser que la diminution de la clairance rénale chez les
patientes pré-éclamptiques peut augmenter le taux d'ADNIc dans la circulation
maternelle. Enfin, les problemes de placentation étant précoces dans la grossesse et
antérieurs aux symptomes cliniques de pré-éclampsie, on pourrait penser que la
fraction foetale d'ADNIc serait augmentée également précocement. Cependant,
certaines €études retrouvaient une fraction feetale élevée en cas de risque de survenue
de la pathologie (21-23) tandis que d'autres n'objectivaient pas de différence
significative (24,25). Ces études étaient souvent basées sur un nombre de cas de pré-
éclampsie assez faible. L'étude de Rolnick a montré une association entre fraction
feetale basse et une augmentation du risque de développer une pré-éclampsie (26).
Cependant 1'étude comparait la fraction feetale a des facteurs prédictifs reconnus de
pré-éclampsie comme le doppler des arteres utérines et la pression artérielle moyenne
maternelle mais sans information sur la survenue effective de la pathologie. La méta-
analyse de Contro concluait a une valeur prédictive trop basse et non significative de
la fraction feetale d'ADNIc pour étre utilisée en pratique clinique. Cependant une
fraction fcetale élevée était décrit comme un marqueur de survenue d'une pré-
éclampsie (27). L'age gestationnel moyen de notre population d'étude était de 17SA.
Elle correspondait a une stratégie de dépistage de la trisomie 21 avec le test de
I'ADNIc réalisé en deuxieéme intention mais le terme était cependant tardif. L'apoptose
trophoblastique n'évolue probablement pas entre 12 et 17SA, nos résultats n'étaient

donc pas en faveur d'une association entre fraction feetale élevée et pré-éclampsie. En
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revanche cette différence de population et de terme peut expliquer I'absence de lien
retrouvé concernant I'hypothese de fraction feetale basse et pré-éclampsie. Par ailleurs,
la pertinence clinique de 1'ADNIc a ce terme était limitée car pour prévenir le
développement d'une pré-éclampsie l'aspirine doit étre débutée des le premier

trimestre (28).

Les mémes discordances existent pour l'accouchement prématuré (26,29-31). Deux
études ont montré que les patientes ayant une fraction foetale élevée étaient plus a
risque d'accouchement prématuré (5,32). Dans ces études, les prélevements étaient
réalisés au moment de la complication. Plusieurs études ont au contraire montré
I'absence d'association entre fraction feetale et terme d'accouchement. Cependant dans
ces €tudes, la fraction feetale était prélevée au premier trimestre (25,6,33). Lorsque la
fraction feetale est prélevée au deuxieme trimestre, entre 14SA et 20SA pour 1'étude
de Dugoff et entre 23 et 28SA pour celle publiée par Jakobsen, une association entre
accouchement prématuré et fraction foetale élevée a été retrouvée (6,34). Plusieurs
autres études ne retrouvent cependant pas cette association bien que 1'étude de la
fraction feetale ait été réalisée au méme age gestationnel (35-37). Dans notre étude,
l'age gestationnel moyen au prélevement était de 17SA. Le terme au moment de
I'évaluation de la fraction feetale semble donc étre un €élément primordial pour
I'évaluation de l'association entre fraction feetale et risque d'accouchement prématuré.

La tendance a cette association pourrait étre di a I'IMC significativement plus
important chez les patientes de ce groupe. En effet les patientes obeses ont plus de
complications obstétricales. Du fait de la faible prévalence de notre critere de
jugement principal nous n'avions pas pu réalisé d'ajustement sur ce facteur de

confusion.
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La réalisation de courbes ROC nous a également permis de montrer que le choix du
seuil de fraction feetale dans nos différents groupes était arbitraire et ce, en particulier
pour la survenue des complications obstétricales globales. Ces courbes peuvent
permettre d'expliquer pourquoi les résultats de la littérature existante sont discordants.
Dans notre étude, il parait également difficile d'interpréter les résultats concernant la
pré-éclampsie.

Seule Il'association entre fraction feetale et accouchement prématuré parait

interprétable quoique peu significative.

Notre population était composée a 73% de patientes appartenant a un groupe a risque
fort ou intermédiaire pour la trisomie 21. Nous avons déja discuté qu'en cas de
trisomies 13 ou 18 (20) la fraction feetale était abaissée. Cependant dans notre
population, seul un cas de trisomie 21 a été effectivement diagnostiqué et cette
aneuploidie n'influe pas sur la fraction feetale (15). Nous pouvions donc considérer
que ce choix de population n'avait pas de retentissement sur la fraction feetale. De
plus, le test de I' ADNIc est utilisé en France, selon les recommandations de la Haute
Autorité de Santé comme un test de dépistage de deuxieme intention (4). Il est donc
majoritairement réalisé chez des patientes similaires a celles de notre étude, ce qui

augmente la validité externe de nos résultats.

Une des limites principales de notre étude était la proportion importante de patientes
perdues de vue. Ce nombre important était probablement dii au mode de recueil des
issues obstétricales par appel téléphonique. Lorsque nous avons étudié les
caractéristiques de la population des patientes perdues de vue, les résultats étaient

comparables a ceux de notre population d'étude. En particulier, 1'dge gestationnel

10
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moyen au moment du prélevement était de 17SA et la fraction feetale moyenne de
13,9%. Nous avons donc considéré que ce nombre important de patientes perdues de
vue n'induisait pas de biais de sélection dans notre étude.

Le mode de recueil de notre critere de jugement principal était par appel téléphonique
et basé sur le discours des patientes. La fiabilité des données médicales était donc de
ce fait limitée.

Enfin, la prévalence des complications obstétricales était faible dans notre population
d'étude. Nous avons retrouvé 1,9% de pré-éclampsie, 11,8% de retard de croissance in
utero et enfants hypotrophes a la naissance et 3,4% d'accouchements prématurés. Ces
données étaient inférieures a la prévalence publiée en France selon I'Inserm, soit 5%
pour la pré-éclampsie et 7,4% pour la prématurité (38). Cette faible prévalence
pourrait €tre liée au nombre important des patientes n'ayant pas répondu. En effet la
population des perdues de vue comprend souvent plus d'issues défavorables.

De nouvelles études basées sur 'ARN et sur I'ADN associé a l'exosome ont été
initiées. Ces techniques pourraient étre une nouvelle piste pour expliquer la survenue

de complications obstétricales et permettre leur prévention (39,40).

CONCLUSION

Nous n'avons pas retrouvé d'association entre la fraction feetale d'ADNIc dans le sang
maternel et la survenue de complications obstétricales.

Nous avons retrouvé une tendance entre fraction foetale basse et accouchement
prématuré, cependant la prévalence de cette complication était tres faible dans notre

population. Il serait donc intéressant de poursuivre 1'étude de cette association,

11
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Fig 3 : courbes ROC : fraction foetale et pré-éclampsie, fraction foetale et accouchement prématuré
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Variables Nombre Pourcentage
Age

20-30 32 7,7%
30-40 281 67,4%
>40 104 24,9%
IMC

<18 17 4,1%
18-25 262 62,8%
25-30 58 13,9%
>30 41 9,8%
Tabac 42 10,1%
Aide médicale a la procréation 44 10,6%
Indication du DPNI

Marqueurs sériques a risque (1/50a 1/1000) | 304 72,9%
Antécédent d'aneuploidie 17 4,1%
Age maternel >38ans 24 5,8%
Signes échographiques mineurs 20 4,8%
Anxiété 46 11,0%
Résultat DPNI

Négatif 411 98,6%
T21 1 0,24%
Echec 3 0,72%
Pathologies

Pré-éclampsie 8 1,9%
RCIU ou hypotrophie néonatale 48 11,5%
Accouchement prématuré 14 3,4%
[ssues de grossesse

Naissance vivante 412 98,8%
IMG 1 0,24%
MFIU 1 0,24%
Déces néonatal 3 0,72%
Variables Moyenne Ecart-type
Fraction foetale 14,3 5,4
Age gestationnel au DPNI (en SA) 17,1 4,26




Fraction feetale Fraction feetale p
basse; N (%) contrdle; N (%)
42 patientes 329 patientes

Age maternel 0,37
20-30 2 (4,8) 25 (7,6)
30-40 32 (76,2) 215 (65,7)
>40 8 (19,0) 89 (27,1)
IMC <0,01
<18 1(2,4) 13 (4,0)
18-25 10 (24) 218 (66,2)
25-30 13 (31) 44 (13,4)
>30 16 (38,1) 19 (5,8)
Age gestationnel 16,2 16,7 0,35
Aide médicale a la procréation 6 (14,3) 35(10,6) 0,61
Complications obstétricales
Pré-éclampsie 2 (4,8) 6 (1,8) 0,51
RCIU ou hypotrophie néonatale | 2 (4,3) 37 (11,2) 0,33
Accouchement prématuré 4(9,6) 92,7 0,07




Fraction feetale Fraction feetale p
élevée; N (%) controle; N (%)
41 patientes 329 patientes

Age maternel 0,10
20-30 5(12,2) 25 (7,6)
30-40 31 (75,6) 215 (65,7)
>40 5(12,2) 89 (27,1)
IMC 0,15
<18 3(7,3) 13 (4,0)
18-25 33 (80,5) 218 (66,2)
25-30 1(2,4) 44 (13,4)
>30 2 (4,8) 19 (5,8)
Age gestationnel (en SA) 21,5 16,7 <0,01
Aide médicale a la procréation 2 (4,8) 35(10,6) 0,40
Complications obstétricales
Pré-éclampsie 0 6 (1,8)
RCIU ou hypotrophie néonatale | 6 (14,6) 37 (11,2) 0,83
Accouchement prématuré 1(2,4) 92,7 0,68






