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Processus technique

VeriSeq NIPT lllumina, approche NGS

Pré-analytique

' - HAMILTON |
N

Extraction de I’ADN
Librairies de séquencgage
48-96 échantillons

- Tubes cfDNA BCT Streck
- Conditions de conservation et
de centrifugation

Séquencage
48 échantillons

Patient 1

TTACCGACGGAGATCCGATCGGCTTACCATCGATCGGATCGGAT
TTACCGACGTGATTCCGTCATGCCAAGTGTTACCGTAGATCGATGCAG
TTACCGACGAAGTGCCGCTCCTAGCAGTATTACGTCGTATCCGACCGGATAA
Patient 2

AGTGACCTATGGCTCCAGGGTATAACCGAACTGCATCGTAGCAATGCCGTC
AGTGACCTTGTAAAGTTAGCCGTCTATCGATCGTTCAACGAATCGCCGATTCAA

CCGACCGTAGTAATGCCGATCGAGCTGATCGGAATGGCTTAGCTGA
GGAGATCCGATCGGCTTACCATCGATCGGATCGGAT

etc

Analyse bioinformatique et
statistique



Analyse des données

Cluster Detection Base calling

Instrument Software Analysis Pipeline (VeriSeq NIPT Onsite Server)

Instrument control (ICS) and Mapping Counting Statistical
base calling Software (RTA) Software Software Analysis

Image modifiée, source: lllumina



Analyse des données

Cluster Detection Base calling

Instrument Software

Instrument control (ICS) and
base calling Software (RTA)

Image modifiée, source: lllumina

: m=)  Séquence + qualité
TRCOATTIACSAR COA
TTIACGASCGATC
DATOGATCGTT

TTCGATTTALGA
TOOATTTACANS
FONAGTTTCGATT TALGA TCGATCG FIREAY
TCOATTIADGAT COATOOTTOCA DETOGE




Analyse des données

Cluster Detection Base calling

Analysis Pipeline (VeriSeq NIPT Onsite Server)

Mapping Counting Statistical
Software Software Analysis

Image modifiée, source: lllumina

Alignement au génome de référence humain

CATGGCTAAGACCCCTAGTGACCATCTGCTGTCCACCCTGGAGGAG —> Chrl6
TTCCTCTGGATTGGCGGTGATGCCTGGCAGCATGGAAATGCCAGT —> Chrill
TCTGATGTTGTGAAAAAAGCTTACGCTTTGCCTCCACTCAAACCAG —> Chrl
GCCCGAGCCCATGATTCCCATATGCCC TGTAGTTTCTTTCACCTAT —> Chr5
GCTGCGCCAGGGCCTCCTGGGCCAACGGCTGCCGCCCCCGCCCGTC —> Chr7
AACGGGAGGGAGGCACAGGCGCTTGCTTTGCAGGAGTCAGCTCTGCC —> Chr8
AGGGAAGGTTGGCAGAGGGATCCATGTGACTGAGGCCGGAGCACGGCA —> Chr2l



Analyse des données

Cluster Detection

Calcul du Score chromosomique

Comptage des séquences par chromosome
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Analyse des données

Cluster Detection Base calling . Chromosome

scoring

Calcul du Score chromosomique

Ratio chromosomique

n séquences (reads) chr d’intérét

RC=

n séquences (reads) chrs de référence (propriété lllumina)

Z-score (« Normalized Chromosomal Value »)

chatient — moy chop euploide

NCV =

Ecart-Type chop euploide



Analyse des données

Cluster Detection

Calcul du Score chromosomique

Base calling

Intégration de données de tailles de fragments

Frequsncy
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Analyse des données

Cluster Detection Base calling . Chromosome

scoring

Calcul statistique

Intégration du calcul de la fraction foetale

En cas de trisomie, corrélation positive entre la proportion d’ADNfc et le score chromosomique du chr trisomique

Plus la fraction foetale sera élevée, plus le score sera élevé
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Analyse des données

Cluster Detection Base calling

Calcul statistique

Intégration du calcul de la fraction foetale

A
Expected distribution of
o affected samples
o
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Expected distribution of
unaffected samples

I Fetal fraction I

LLR

Aneuploidy score

Chromosome

scoring

_ A (considering Q)
B B

Statistical

Results

Where: A = probability of an aneuploidy
Q = fetal fraction estimation (including error)
B = probabilty of no aneuploidy

Expected distribution of
affected samples
Expected distribution of
unaffected samples

| LLR=0

Increasing Fetal fraction

Image modifiée, source: lllumina



Données clinico-biologiques de |la plateforme DPNI APHP

* 7503 échantillons analysés

Répartition par indication

207

0.1% 2.8%

49
0.7%

B Absence dépistage MSM
B ATCD Aneuploidie
[ Autre indication
1 Gémellaire
B Triple
B MSM Atypiques
B MSMT1
[ MSMT2
ATCD Rob 21/13




Données clinico-biologiques de |la plateforme DPNI APHP

» Age gestationnel moyen : 18 SA ( 11 - 38)
* Singleton : 18,2 SA Multiple : 16,8 SA

Distribution de |'age gestationnel (SA)
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Données clinico-biologiques de la plateforme DPNI APHP

* 1,4 % de trisomies (13, 18 et 21)

*  Performances

Sensibilité Spécificité
T21 100% (IC95% = 89-100) 99% (98-100)
T13 100% (1C95% = 20-100) 99% (98-100)

T18 100% (1C95% = 20-100) 99% (98-100)




Données clinico-biologiques de la plateforme DPNI APHP

* 1,4 % de trisomies (13, 18 et 21)

*  Performances

T21 100% (1C95% = 89-100) 99% (98-100)
T13 100% (1C95% = 20-100) 99% (98-100)
T18 100% (1C95% = 20-100) 99% (98-100)

Table 1. Cell-free DNA Test Performance Characteristics in Patients Who Receive an Interpretable

Result* <
Age 25 Age 40
years years
Sensitivity (%)  Specificity (%) PPV (%) PPV (%)
Trisomy 21 99.3 998 33 87
Trisomy 18 974 998 13 68
Trisomy 13 916 999 9 57
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The American College of Obstetricians and Gynecologists - Committee on Genetics
Committee Opinion - Cell-free DNA screening for fetal aneuploidy. 2015



Données clinico-biologiques de la plateforme DPNI APHP

* 1,4 %de trisomies (13, 18 et 21)

*  Performances

Sensibilité

T21

100% (1C95% = 89-100)

Spécificité
99% (98-100)

T13

100% (IC95% = 20-100)

99% (98-100)

118

100% (1C95% = 20-100)

99% (98-100)

e FP:

* mosaiques confinées au placenta

DPNIT18 )

Caryotype sur LA: 46, XY
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Données clinico-biologiques de la plateforme DPNI APHP

* 1,4 % de trisomies (13, 18 et 21)

*  Performances

T21 100% (1C95% = 89-100) 99% (98-100)
T13 100% (1C95% = 20-100) 99% (98-100)
T18 100% (1C95% = 20-100) 99% (98-100)

* FP:
* mosaiques confinées au placenta
* CNV maternel

_ Etude de ’ADN maternel lymphocytaire par ACPA:
DPNIT13 wmmmmmp  CaryotypesurlA:N s Duplication de 2 Mb (13q12,12)




Données clinico-biologiques de la plateforme DPNI APHP

* 1,4 %de trisomies (13, 18 et 21)

e  Performances

Sensibilité Spécificité
T21 100% (IC95% = 89-100) 99% (98-100)
T13 100% (IC95% = 20-100) 99% (98-100)
T18 100% (1C95% = 20-100) 99% (98-100)

e FP:

* mosaiques confinées au placenta

e CNV maternel




Données clinico-biologiques de la plateforme DPNI APHP

1,4 % de trisomies (13, 18 et 21)

*  Performances
Sensibilité Spécificité
T21 100% (1C95% = 89-100) 99% (98-100)
T13 100% (1C95% = 20-100) 99% (98-100)
T18 100% (1C95% = 20-100) 99% (98-100)
 FP

FN: 1 seul cas T21 (mosaique a 30%)

DPNIT13 o) Caryotype sur LA : N —) FISH sur Placenta post-IMG

Placenta




Données clinico-biologiques de la plateforme DPNI APHP

1,7 % d’échec au 1°" prélevement / 0,5 % au 2¢ prélevement

Fraction foetale / Pb Biologique (Référence) / Pb technique (Séquence)



Données clinico-biologiques de la plateforme DPNI APHP

1,7 % d’échec au 1°" prélevement / 0,5 % au 2¢ préléevement

Fraction foetale / Pb Biologique (Référence) / Pb technique (Séquence)

Plus élevé dans les grossesses multiples

Singleton Multiple

Echec ler pvt



Données clinico-biologiques de la plateforme DPNI APHP

1,7 % d’échec au 1°" prélevement / 0,5 % au 2¢ préléevement

Fraction foetale / Pb Biologique (Référence) / Pb technique (Séquence)

Plus élevé dans les grossesses multiples

Singleton Multiple

Echec ler pvt

e 28 % Récurrence

Singleton Multiple

Echec ler pvt 0,98 % 6,2 %

Récurrence 35,6 %

22,4 %
0,34 % 1,4 %
Qualité de Fraction Foetale

séquence +++ +++



Discussion

* Performances comparables a celles de la literature

T21 100% (1C95% = 89-100) 99% (98-100)
T13 100% (1C95% = 20-100) 99% (98-100)
T18 100% (1C95% = 20-100) 99% (98-100)

Table 1. Cell-free DNA Test Performance Characteristics in Patients Who Receive an Interpretable

Result* <
Age 25 Age 40
years years
Sensitivity (%)  Specificity (%) PPV (%) PPV (%)
Trisomy 21 99.3 998 33 87
Trisomy 18 974 998 13 68
Trisomy 13 916 999 9 57
Sex chromosome aneuploidy 91.0 99.6 -t -

The American College of Obstetricians and Gynecologists - Committee on Genetics
Committee Opinion - Cell-free DNA screening for fetal aneuploidy. 2015



Discussion

* Performances comparables a celles de la littérature

* Besoin d’analyse retrospective des résultats (importance de la verification par le DPN invasif, du
suivi de grossesse, de I'investigation des causes des faux resultats...)

* Nécessité d’avancer rapidement sur la question du remboursement pour I'équité sociale
* Extension a d’autres anomalies:

* Besoin de plus d’études

* Réflexions au sein des sociétés savantes



La plateforme = Un travail d’équipe
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