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Le diagnostic anténatal chromosomique

Introduction




Le diagnostic anténatal chromosomique

Toute vie humaine est sacrée et il est necessaire de réaffirmer avec une
entiere fermeté que rien ni personne ne peut autoriser a mettre a mort un étre
humain, méme un feetus ou un embryon. Aucune autorité faillible ne peut
légitimement I’imposer ni le permettre. 1l s’agit la, en effet, d’une offense a la
dignité de la personne humaine, d’un crime contre la vie, d’un attentat contre
I’humanité. Pourtant cette affirmation est de plus en plus contestée depuis
I’avenement du diagnostic anténatal. Ce dernier consiste, par des pratiques
médicales, a détecter in utero chez I'embryon ou le feetus une affection pergue
comme handicap (anomalie génétique ou malformation congénitale, par
exemple), afin de donner aux futurs parents le choix d'interrompre ou non la
grossesse et de permettre une meilleure prise en charge médicale de la

pathologie si la grossesse est poursuivie.

Depuis que le premier caryotype feetal a eté obtenu de cellules du liquide
amniotique cultivées en 1966, la conception du feetus a changé. Ce dernier est
devenu une entité génétique a part entiere distinguable de la femme enceinte. A
I'époque ceci a été reconnu comme une percée significative dans I'amélioration
du conseil génétique de femmes enceintes au risque élevé davoir des enfants
porteurs d’anomalies chromosomiques. Pendant plusieurs décennies, les
informations disponibles sur le patrimoine génetique par le diagnostic prénatal
sont restées presque inchangées car ce dernier eétait limité aux études
échographiques de la morphologie feetale et aux études microscopiques du
caryotype de cellules fcetales en métaphase. Le diagnostic anténatal ne pouvait
étre posé qu’au travers des méthodes invasives potentiellement dangereuses
pour la mere et le foetus comme I’amniocentese, la choriocentése ou encore la

cordocentéese.



Le diagnostic anténatal chromosomique

Toutefois ces techniques ont connu une grande amélioration due a leur
perfectionnement et a I’avenement de la nouvelle genération des échographies a

haute résolution.

Récemment, de grands progres ont été faits sur les technologies disponibles
pour le diagnostic prénatal, comme en témoigne la possibilité de séquencer le
génome feetal entier a partir du sang maternel. En plus de permettre un
diagnostic plus rapide, ces nouvelles technologies se sont avérées étre plus sures
en terme d’iatrogenicité. Ces avancees facilitent la découverte de nouveaux
genes responsables de maladies genétiques, permettent I’identification de
certaines mutations autrefois non détectées, et offrent de nouvelles possibilités
concernant le diagnostic étiologique. Toutefois, en plus de ne pas permettre de
déceler toutes les anomalies chromosomiques, ces nouvelles méthodes
diagnostic n’ont pas manqué de soulever beaucoup de questions concernant leur

faisabilite et leur éthique.

Ce travail est une revue de littérature traitant dans un premier temps les
differents moyens de diagnostic antenatal chromosomique par la mise en
exergue des avantages et inconvénients de chaque methode selon les
publications récentes et les pratiques actuellement en cours. Dans un second
temps, nous aborderons la question éthique des moyens et aboutissements du
diagnostic anténatal chromosomique en soulevant un réel débat critique sur un

ensemble de questions.

- Appartient-il aux parents, a la sociéte, ou a I’Etat de décider de mettre fin

a la vie d’un feetus ou d’un embryon ?
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- Est-il moralement, socialement ou religieusement acceptable de procéder
a une élimination programmeée et systématique de tout feetus pouvant étre percu

comme handicap pour la société?
- Qu’elles devraient étre les véritables indications du diagnostic anténatal

chromosomique dans notre pratique courante ? Autant de questions dont les

réponses sont loin d’étre unanimement acceptees.
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Chapitre I:
Rappels Sur
La Geénetique Humaine [1]
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A. Introduction

Selon la définition générale du dictionnaire, la génétique humaine est une
branche de la meédecine ayant trait a I’hérédité et aux genes, I’hérédite se
definissant comme I’ensemble des caractéres physiques ou non transmis par le
pere et/ou la mere et les genes par les éléments issus des chromosomes par
lesquels sont transmis les caracteres d’un sujet. En pratique, la génétique
humaine est bien plus complexe que ne le laisse supposer cette definition
comme nous allons I’exposer. Par ailleurs, en médecine humaine, la génétique
est divisée classiquement en plusieurs branches, chacune résultant de

I’utilisation d’outils de travail différents. Schématiguement, on distingue :

> la génétigue médicale, branche clinique correspondant aux
consultations de génétique assurées par des praticiens communément appelés
généticiens et oncogénéticiens, ces derniers s’occupant de la génétigue associée

aux cancers.

Les autres spécialistes en génétiqgue peuvent aussi donner des consultations
de genétique. En génétique clinique, existent aussi des conseillers en génétique

(ces derniers ne sont pas obligatoirement médecins) ;

> la cytogénétique : son domaine est I’étude des chromosomes et de leurs
anomalies ;
> la génétiqgue moléculaire est axée sur I’étude des génes et du genome

humain a I’échelle des acides nucléiques.

Dans le domaine de la génetigue humaine, le concept de maladie

monogénique a en effet été la premiére notion introduite et la mieux connue des
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médecins. Nous commencerons donc par la rappeler pour développer ensuite les
évolutions récentes de la connaissance en génétique et proposer de maniere

schématique, une approche pratigue.

B. Les maladies monogénigues

Les maladies dites monogéniques (une maladie-un gene) ont une
transmission et des mécanismes moléculaires plus complexes que ne les décrit
I”hérédité mendeélienne. Cependant, afin de mieux comprendre cette complexite,
il est indispensable de rappeler certains concepts fondamentaux toujours utilisés

en génétique medicale.
Qu’est-ce qu’un gene ?

Jusque dans les années 1980, un géne était considéré comme une sequence
d’ADN dont la lecture aboutissait a la formation d’une protéine. La
connaissance actuelle du génome humain a modifié cette acceptation. Ainsi, en
2002, un gene était considérée comme un segment d’ADN contribuant au
phénotype d’un individu. Puis, en 2006, le géne est devenu une région identifiée
du génome correspondant a une unité transmissible (héritable) associée a des
zones de régulation, de transcription et/ou associée a d’autres propriétés
fonctionnelles. Pour qu’il n’y ait pas d’ambiguité sur le terme de géne, il a été
précise que tous les transcrits alternatifs d’une séquence d’ADN (liés par
exemple a des sites d’épissage alternatifs) appartiennent au méme gene méme si
le produit de ces transcrits aboutit a la formation de protéines différentes. En
2007, une révision importante de cette définition a été reprise : un gene est
constitué de séquences génomiques codant pour un ensemble cohérent de
produits fonctionnels, ces derniers pouvant se chevaucher. Cette définition

importante appelle trois remarques fondamentales :
7
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» un géne est une séquence génomique codant directement pour une
molécule fonctionnelle (ARN ou protéine) ;

» lorsque plusieurs produits fonctionnels partagent des régions du génome
qui se chevauchent, le géne correspond aux séquences chevauchantes
dont sont issus ces produits fonctionnels ;

» I’'union de ces séquences doit étre cohérente. Séparément, elles
aboutissent a un produit final déterminé (protéine ou ARN). Cependant,
il n’est pas indispensable que tous ces produits partagent nécessairement
les mémes séquences.

C. Modes de transmission obéissant a I’hérédité mendélienne

Nous allons rappeler les principaux modes de transmission des maladies
dites monofactorielles ou monogéniques. Pour mémoire, nous rappelons que
I’étre humain normal possede 23 paires de chromosomes (dans chaque paire, un
chromosome est issu du péere et I’autre de la mere) dont 22 paires d’autosomes
(les chromosomes non sexuels) et une paire de chromosomes sexuels (XX pour

la femme et XY pour I’homme).
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1. Transmission autosomigue dominante

Une maladie est dite de transmission autosomique dominante lorsqu’un
sujet présente sur un des deux autosomes d’une méme paire de chromosomes un
gene anormal (ou muté). L’autre gene situé sur I’autre chromosome de la méme
paire est normal. On parle d’allele muté pour le géne anormal. L’anomalie étant

portée par un chromosome non sexuel, elle est donc indépendante du sexe.

2. Transmission autosomique récessive

Une maladie est dite de transmission autosomique récessive lorsqu’un sujet
présente sur les deux autosomes d’une méme paire de chromosome un gene
anormal. Le sujet est homozygote pour I’allele muté si la nature de la mutation
est identique sur les deux chromosomes. Si la mutation est différente pour le
gene muté sur chaque chromosome homologue, on parle d’hétérozygote

composite. Un sujet porteur d’un seul chromosome malade est normal.

3. Transmission récessive liée a I’X

Un gene lié a I’X se manifeste chez le gargon hémizygote, et chez la fille le

géne ne se manifeste qu’a I’état homozygote. [2]

4. Transmission dominante liée a I’X

Les lois de I’héredité autosomique dominante s’appliquent dans cette

situation. [2]

5. Transmission lice a I’'Y

Dans de rares cas, on observe une pathologie par transmission d’un gene
muté sur le chromosome Y. Le chromosome Y présente en fait deux régions de

sequence identiqgue avec le chromosome X. Ces deux petites réegions du
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chromosome Y s’appellent régions pseudo-autosomiques. En cas de mutation

dans une de ces deux régions, une pathologie peut étre observée.

6. Les néomutations

Dans certains cas, il apparait que les parents sont normaux (aucun gene
muté) et que leur enfant soit atteint d’une maladie héreditaire. Une telle
mutation chez I’enfant est possible quand une mutation s’est produite au cours
de la gamétogenese d’un des deux parents. On parle de mutation de novo ou

néomutation.

D. Le mosaicisme

Le mosaicisme se définit comme [I’existence de deux populations
cellulaires au minimum, génétiquement distinctes et issues d’un seul ceuf. Les
mutations provoquant ce phénomeéne peuvent apparaitre au cours de
I’embryogenése (on parle de mosaique somatique). Le nombre de cellules

atteintes est donc variable.

E. Qu’est-ce qu’un gene muté ?

De nombreuses maladies héréditaires et certaines maladies acquises (par
exemple, les cancers) présentent des anomalies sur le(s) gene(s) impliqué(s) ou
sur les zones régulant I’expression de ces genes. Ces anomalies sont appelées
mutations. Une mutation de maniere générale est une altération de I’ADN
modifiant le génotype du sujet. La conséquence d’une mutation est I’altération
du fonctionnement normal du gene ou de I’expression de celui-ci. Sans rentrer
dans les détails des mutations, on distingue schématiquement plusieurs types de

mutations dans les maladies monogéniques [3] :
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Les mutations ponctuelles : une base (A : adénosine, C: cytosine, G:
guanine ou T : thymine) est remplacée par une autre base ; une modification (de
petite taille) du gene : délétion (perte de quelques bases) ou insertion (ajout de
guelgues bases) ; un réarrangement du gene : il s’agit alors de grandes délétions
ou d’une insertion, d’une translocation ou d’une inversion. On parle aussi de
modification structurale du gene. Une modification du nombre de copies du
gene: la majorité des genes sont présents en un seul exemplaire dans le génome.
Il peut arriver qu’un géne soit anormalement present en plusieurs exemplaires, le
plus souvent en double (duplication) ou en triple (triplication) [4]. Il s’agit la

aussi d’une modification structurale du gene.
Conséquences des mutations.

Un grand nombre de mutations (ponctuelles notamment) modifient la
sequence d’acides aminés qui constituent le squelette de la protéine. Les

conséquences fonctionnelles peuvent alors étre de deux sortes :
<> une mutation avec gain de fonction :

La proteine mutée présente une activité augmentée ou une nouvelle activite

qui peut interagir ou non avec la protéine normale
<> Une mutation avec perte de fonction :

La protéine présente une perte ou une abolition de sa fonction (par

exemple, abolition de I’activité d’une enzyme).

F. L’hérédité non mendélienne

Les lois de Mendel ont participé fondamentalement a la description des
maladies monogéniques. Néanmoins, elles ne permettent pas d’expliquer un

grand nombre de maladies génétiques pour lesquelles aucune herédité
11
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mendélienne claire ne peut étre établie. Les progres de la génétiqgue moléculaire
ont permis la compréhension de nombreuses maladies monogéniques et ont
permis la description d’autres modes d’hérédite plus complexes. L’hérédité
oligogénique, I’existence de genes modificateurs, I’hérédité tri-alleliques sont
des modes de transmission intermediaires entre I’hérédite mendélienne et les

héredités non mendéliennes, terme impropre mais habituellement utilise.

G. Les maladies polygénigques et multifactorielles

De nombreuses maladies appelées improprement « communes » sont en
fait des maladies complexes, conséquences de I’interaction de nombreux acteurs
ou facteurs (d’ou le terme multifactoriel) parmi lesquels des facteurs génétiques.
Les études d’épidémiologie génétique et de biologie moléculaire jouent un role
majeur dans ces déterminations. Grace a ces études, on sait désormais qu’un seul

gene ne suffit pas a expliquer ces maladies fréquentes.

12
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Chapitre 11 :
Historique Du Diagnostic
Antéenatal Chromosomique
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Le premier rapport concernant une technique invasive pour le diagnostic
prénatal remonte au milieu des années 50. Riis et Fuchs [5] ont montré que les
amniocytes pouvaient étre utilisées pour la détermination du sexe du feetus. En
1966, Steele et Berg [6] ont pu obtenir la culture et le caryotypage des cellules
du liquide amniotique, ce qui a conduit au premier rapport prénatal d'une
anomalie chromosomique par Jacobson et Barter [7] en 1967. Depuis lors,
I'amniocentese effectuée dans les 15 et 16 semaines est devenue la méthode de
routine pour le diagnostic prénatal invasif. Avec |' apport du controle
échographique et I'amélioration des techniques de laboratoire, d’autres options
ont été progressivement mis en place : Il s’agit du prélevement des villosités
choriales ( PVC) , de la cordocentese , de la biopsie de tissu feetal , de la
feetoscopie et de I’embryoscopie.[8] L'introduction du diagnostic prénatal
précoce par le PVC dans le milieu des années 1980 a permis de connaitre les
avantages et les risques du dépistage durant le premier trimestre. Il offre aux
patients, qui ont des résultats anormaux, la possibilité d’une interruption de
grossesse précoce et plus sdre, tout en réduisant le traumatisme psychologique et
social [9,10]. Ces techniques n’ont cessé de s’ameliorer et I’amniocentese et
devenue faisable pendant le premier trimestre mais la hantise de la survenue
d’une perte feetale ou d’autres complications majeure persistait toujours. Par
ailleurs, Walknowska est parvenu en 1969 a mettre en évidence la présence dans
le sang de cellules avec caryotype 46 XY chez des femmes enceintes d’un
enfant de sexe masculin [11]; ce qui a ouvert une nouvelle voie inédite de
diagnostic prénatal qui a permis d’éviter toutes ces complications. L’apparition
de techniques sophistiquées de biologie moléculaire comme la polymerase chain
reaction (PCR) et la fluorescence in situ hybridization (FISH) a permis de
diagnostiquer dés le premier trimestre de grossesse plusieurs anomalies
chromosomiques a partir de cellules, d’ADN ou ARN feetaux présents dans le
sang maternel.

14
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Chapitre 111 :
les indications du
diagnostic Anténatal Chromosomique
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A. I’age maternel

La majeure partie des malformations feetales est due aux anomalies
chromosomiques qui sont retrouvées dans 0.1 % a 0.5 % des naissances vivantes
[12,13]. Ce risque augmente avec I’age maternel pour beaucoup d’anomalies
chromosomiques. De plus, du fait que les feetus avec anomalies
chromosomiques vont plus probablement mourir in utero que des feetus
normaux, ce risque diminue avec I’évolution de la grossesse [14]. Les femmes
agees de 35 ans et plus a l'accouchement ont un risque plus élevé de donner
naissance a un enfant porteur d'une anomalie chromosomique par non
disjonction. L'explication la plus courante consiste a affirmer que l'utérus
maternel devient de moins en moins sélectif avec I'age et qu'il n‘empéche plus
les embryons anormaux de nidifier. L'explication reposant sur le vieillissement

des ovocytes semble plus difficilement recevable. [15]

Le risque augmente avec l'age (fig. 1), et touche particulierement la
trisomie 21(T21) qui est la plus frequente des anomalies autosomiques
observées. Plusieurs autres, dont les trisomies 13 et 18 (T13 et 18), et les
anomalies des chromosomes sexuels XXY et XXX sont également

diagnostiquées plus frequemment dans ce groupe d'age maternel.
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Risgue de trisomie (%)

10
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0,001
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Figure 1 : Courbe du risque de malformation chromosomique
chez le feetus en fonction de I’age de la mere [16]
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Tableau I : Risque d’anomalies chromosomiques
chez les enfants nés vivants en fonction de I’age maternel. [17]

Age de la mére Risque pour Risque total

(ans) la trisomie 21 d’anomalies
chromosomiques
20 1/1,667 1/526
21 1/1,667 1/526
22 1/1,429 1/500
23 1/1,429 1/500
24 1/1,250 1/476
25 1/1,250 1/476
26 1/1,176 1/476
27 1/1,111 1/455
28 1/1,053 1/435
29 1/1,000 1/417
30 1/952 1/384
31 1/909 1/384
32 1/769 1/323
33 1/625 1/286
34 1/500 1/238
35 1/385 1/192
36 1/294 1/156
37 1/227 1/127
38 1/175 1/102
39 1/137 1/83
40 1/106 1/66
41 1/82 1/53
42 1/64 1/42
43 1/50 1/33
44 1/38 1/26
45 1/30 1/21
46 1/23 1/16
47 1/18 1/13
48 1/14 1/10
49 1/11 1/8
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B. Les antécédents d’anomalies chromosomiques

Il s’agit essentiellement d’antécédents de T21. Il faut d’abord s’assurer
gu’il s’agit bien d’une anomalie numérique. La trisomie 21 résulte le plus
souvent d’un accident pendant la méiose. Pourtant, le risque de récurrence est
plus élevé chez les parents ayant déja eu un enfant trisomique (1 a 2%) que dans

la population générale. [18,19,20]

Lorsqu’il y a eu récurrence de trisomie, elle peut impliquer un chromosome
different, ce qui laisse penser que le role d’éventuelle mosaique non décelé est
rare. [20]

C. Anomalies équilibrées de la structure chromosomique portées par

un géniteur :

En général, la découverte d’un remaniement parental equilibré est réalisée
lors d’une étude chromosomique entreprise apres la naissance d’un enfant mal
formé, porteur d’un remaniement déséquilibré, ou apres plusieurs avortements
spontanés [20]. Il peut s’agir d’inversion ou de translocation réciproque ou

robertsonienne

D. Les maladies géniques

Les maladies géniques representent environ 15% des anomalies
congénitales. Le diagnostic prénatal d’une maladie génique intervient dans les
familles a risque pour des pathologies qui sont clairement identifiées sur le plan
biologique et qui sont reconnaissables a un stade précoce de la grossesse dans un

matériel facilement accessible. [21]

Les maladies qui peuvent conduire a envisager un diagnostic anténatal

peuvent étre transmises par différents modes d’hérédité a savoir :
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» L’heredité récessive autosomique comme dans I’hyperplasie
congénitale des surrénales

» L’heredité récessive liee au chromosome X comme dans les
hémophiles graves de type A, ou moins graves de type B

» L’heredité autosomique dominant comme dans la chorée de Huntington
(Voir rappels sur la génétigue humaine)

E. Les marqueurs sériques maternels

Le dépistage biologique par le dosage de marqueurs sérigues maternels
effectué au deuxieme trimestre comporte le dosage de l'alpha-feeto-protéine ou
AFP (qui est diminuée dans les grossesses avec feetus trisomique), de l'cestriol
non conjugué (également diminué) et de la B human chorionic gonadotropin ou
B-hCG (qui est augmentée). Deux marqueurs au moins doivent étre analyses ou
mieux les trois (triple test). Un diagnostic prénatal est proposeé lorsque le risque
(taux des marqueurs sérigues couplé a I'age maternel) est supérieur ou egal a
1/250.

Avec ce risque, seules 2/3 des T21 peuvent étre dépistées (faux négatifs:
1/3). L'inconvénient de cette méthode est qu'elle induit un grand nombre de
diagnostics prénataux “inutiles": il faut en effet 120 amniocentéses pour dépister
une T21. [22]

F.Place de I’échographie dans I’indication d’un diagnostic prénatal

chromosomique

1. Echographie obstétricale du premier trimestre

L’utilisation de [I’échographie endovaginale permet la réalisation d’un
authentigue examen morphologique feetal des la fin du premier trimestre de la

grossesse.
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La période optimale se situe entre la 12° et la 14e semaine d’aménorrhée
(SA). Les principales structures feetales sont alors en place et sont accessibles a

I’examen échographique.

Un large nombre de pathologies peuvent alors &tre mises en évidence des

cette période. [23]

1.1. Laclarté nucale

La clarté nucale se caractérise par un decollement du plan cutané de la
région occipitale en position médiane qui peut se prolonger vers la région
dorsolombaire et qui se traduit par un espace anéchogene entre la peau et les

tissus rétrocervicaux (voir fig. 2).

La clarté nucale a un caractere fugace ; elle est visible entre 10 et 14 SA et
disparait vers 14-15 SA [24]. La taille de cette clarté augmente de fagon
significative en cas d’anomalies chromosomiques (T21, T18, 13, monosomie X
ou syndrome de Turner) et/ou parfois en cas d’autres malformations,

essentiellement cardiaques. [25]

Elle s’atténue le plus souvent a partir de la 14° SA jusqu’a disparaitre

méme en cas d’anomalies chromosomiques.

Figure 2 : Mesure de la clarté nucale (fleche). [26]
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1.2. L’hygroma colli

L’hygroma colli est représenté par la présence de logettes liquidiennes
paracervicales, habituellement bilatérales. Il est associé, dans 31 % des cas, a

une aneuploidie. [23]

1.3. Le syndrome de Bonnevie-Ullrich

Le syndrome de Bonnevie-Ullrich est une véritable anasarque précoce dont

le pronostic est presque quasiment toujours létal.

Il est associé, dans 61 % des cas, a une aneuploidie (le plus souvent un
syndrome de Turner [58 %]). [23]

1.4. L’0s nasal

L’hypoplasie nasale est reconnue comme une caractéristique postnatale de
la T21. [27]

Cette constatation a mené a I’évaluation prénatale de I’os nasal, des études
ayant démontré que ce dernier constituait une mince ligne échogéne au sein de

la racine du nez foetal.

L’absence d’os nasal ou les mesures se situant en deca du 2,5° percentile

sont des résultats considerés comme étant significatifs [28,29].

2. Echographie obstétricale du deuxieme trimestre

Une échographie du deuxiéme trimestre est capable de detecter, avant le
caryotypage, deux types de marqueurs échographiques suggestifs d'aneuploidie
[12]. Le premier groupe inclut ceux qui ont un taux élevé d'association avec des
anomalies chromosomiques feetales, qu’ils soient vus isolément ou avec

plusieurs autres marqueurs échographiques d’anomalies chromosomiques et le
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deuxieme inclut ceux qui sont plus probablement associés a des anomalies
chromosomiques quand ils sont vus en présence d'autres marqueurs

qu'isolement. [14]

Pour le premier groupe on peut citer comme exemple : la bursite kystique,
52 %(marqueur isolé) contre 71 %(marqueur associé a d’autres marqueurs

échographiques); I’cedeme occipital, 19 % contre 45 %; I’atrésie duodenale,

38 % contre 64 %; et d'une fagcon moins prononcée, pour les anomalies

cardiaques, 16 % contre 66 %.
Pour ceux du deuxieme groupe on peut citer :

La ventriculomegalie, 2 % contre 17 %; I’holoprosencéphalie, 4 % contre
39 %; le kyste des plexus choroides, 1 % contre 48 %; le kyste de la fosse
postérieur, 0 % contre 52 %;la fissure du visage, 0 % contre 51 %; la
micrognathie, pourcentage inconnu contre 62 %; la hernie diaphragmatique, 2 %
contre 49 %; I’intestin échogéne, 7 % contre 42 %; les anomalies rénales, 3 %

contre 24 %; et I’exomphalocele, 8 % contre 46 %. [30]

Les aneuploidies échographiquement detectables incluent la T21, les

trisomies 13 et 18, le syndrome de Turner (la monosomie X) et la triploidie. [31]

G. Le test (ou risque) combiné

La combinaison des marqueurs sériques et echographiques du premier
trimestre peut améliorer sensiblement la performance du dépistage précoce de la
T21 et d’autres aneuploidies [32]. Nous avons passé en revue les études
prospectives et rétrospectives ayant examiné les taux de détection et de faux
positifs du dépistage combiné, c’est-a-dire le dosage des marqueurs seriques et

la mesure de la clarté nucale au premier trimestre.
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Les études ont été effectuées sur des populations différentes quant au risque
T21 et d’aneuploidies. Une seule étude présente en détail I’issue de la grossesse
[33], et deux autres I’ajustement du taux de détection en considérant les pertes
feetales spontanées entre le premier trimestre et le terme [34-35]. Elles
rapportent le taux de détection observé avec la mesure de la clarté nucale et du
dosage de la PAPP-A et de la B-hCG, ainsi que I’age maternel [36,37,38], ou
estimé aupres d’une population sur la base des mesures effectuées et de la

distribution des naissances par age maternel [34,35,38,39,40].

Deux études prospectives ont combine la clarté nucale, le dosage de la B-
hCG libre et I’age maternel : L’étude de Noble [41] et de ses collegues exclut les
cas d’avortements spontanés (n = 10) et d’interruptions volontaires de la
grossesse a la suite d’un diagnostic de malformation feetale (n = 14). L’étude
publiée par Scott et ses collegues en 1996 [42] ne fait pas mention des

exclusions ni de pertes au suivi.
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Tableau Il : Etudes prospectives ayant examiné le taux de détection et de faux positifs

de la combinaison de marqueurs sériques et échographiques visant le dépistage

de la T21 au premier trimestre [32]

Nbre | Semaines Taux de
Etude Seuil de de Test L FP (%)
. détection
feetus | gestation
Echographie
Transabdominale
Benattar et 5/5
Al 1999 1:250 | 1656 12-14 (TA), AFP, (100)* 9.7
' B-hCG libre
Age maternel
Echographie TA
De Biasio 6 PAPP-A, B-hCG 11/13
1:350 | 1467 10-13 . 3,3
etal. 1999 libre, Age (85)
maternel
Echographie
Krantz et v .46 | PAPP-A, B-hCG (91) 5
1:270 | 5809 | 10™-13 .
al. 2000 libre (70) 1,4
Age maternel
Echographie TA
Noble et al. .
- 2561 10-13 B-hCG libre (85) 5
1996
Age maternel
Ech hie TA
Scott et al. eriodrap .|e
1096 1:250 | 302 10-13 B-hCG libre (87,5) 14
Age maternel
Echographie
Orlandi et “ PAPP-A, B-hCG
1: 744 9-13 87 5
al. 1997 380 libre ®7)

Age maternel

25




Le diagnostic anténatal chromosomique

Tableau 111 : Etudes rétrospectives ayant examiné le taux de détection et de faux
positifs de la combinaison de marqueurs sériques et échographiques visant le dépistage
des aneuploidies et de la T21 au premier trimestre [32]

Nbre | Semaines Taux de Fp
Etude de de Test détection (%)
feetus | gestation (%)
Echographie
Wald et TA
B} 10-14 B-hCG libre 80 5
Hackshaw. 1997 PAPP-A.
Age maternel
Echographie
L TA
B'ag'lcggigeta" 232 | 10-13 | B-hCG libre 758 5
PAPP-A,
Age maternel
Echographie
De Graaf et al. TA
1999 292 1 D s heG libre 82 5
PAPP-A,
Echographie
TA
spenceretal | 1156 | 1014 | B-hCGlibre i >
PAPP-A,
Age maternel
Echographie
Spencer et al +3 1 0+6 A - 86 (121)
2000 ' 4190 | 10™-13 B-hCG libre 100 6,7
PAPP-A, (T18/13)
Age maternel
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Malgré ces différences methodologiques, le taux de détection varie entre 85
% et 100%, pour un taux de faux positifs allant de 3,3 % a 14 % dans les études
prospectives, et entre 76 % et 89 % (taux de faux positifs 5%) dans les études

rétrospectives.

En réesumg, les données publiées sur la combinaison des marqueurs sériques
et échographiques relevés au premier trimestre rapportent des taux de detection
se situant entre 76 % et 100 %. Toutefois, a ces taux de détection, cette méthode
combinée ne permet pas de réduire le nombre de faux positifs. A un taux de
détection de 70 %, il serait possible d’obtenir 1% de faux positifs. Le taux de
détection pourrait étre moindre si I’issue de la grossesse était connue pour tous

les cas et si les avortements spontanés étaient inclus dans le calcul.

Plusieurs études montrent que I’association entre les marqueurs
échographiques et d’autres anomalies de structure augmente I’exactitude du
dépistage par échographie. Toutefois, les résultats sont hétérogenes, et il est
impossible de définir quels sont les marqueurs qui devraient étre mesurés afin

d’obtenir les meilleurs résultats [43].

H. Le test intégré pour le dépistage de la T21

En raison de I’incertitude quant a la méthode de dépistage a privilégier et
au moment propice a son utilisation durant la grossesse et en raison du taux
éleve de faux positifs, Wald et ses collegues [44] ont proposé une méthode
intégrant les résultats du depistage au premier et au deuxiéme trimestre La
méthode consiste a combiner le risque révelé par le dépistage au premier
trimestre (marqueurs sérigues et échographiques) et celui révélé au deuxieme

trimestre (marqueurs sériques).
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Selon Cuckle [45], il y a plusieurs fagons d’integrer difféerentes methode de

dépistage.

Une méthode consiste a effectuer toutes les mesures, sans dévoiler les
résultats, jusqu’a ce gque tous les tests soient exécutes et qu’un risque ait pu étre
calculé. Une approche séquentielle est aussi possible : on dévoile les résultats de
chaque test au fur et @ mesure qu’ils sont obtenus, et on ne passe au test suivant

que si le précédent indique un risque éleve.

Hackshaw et Wald [46] ont analysé les avantages éventuels de rapporter

des résultats partiels lors des tests combinés ou intégrés.

L’étude a utilise les donnees publiées sur 480 grossesses avec feetus
atteintset sur 96 839 grossesses avec feetus non atteints. Le test intégré s’est
averé le plus précis, avec 0,8% de résultats faux positifs, pour un taux de
détection de 85 %, comparativement a 18,2% de faux positifs pour la mesure de
la clarté nucale seule, et a 4,9 % pour le test combiné (premier trimestre

seulement) [46].

I. Les motifs psychologiques

L’opportunité d'une amniocentese peut étre discutée, par exemple pour une
mere anxieuse, un couple qui a eu un enfant handicapé mental pour une autre

raison gu'une aberration chromosomique.
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Chapitre 1V :
Les moyens
Du diagnostic Anténatal
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A. Les moyens invasifs du diagnostic anténatal chromosomique

1. L’amniocentése
1.1. Définition

L’amniocentese consiste a prélever du liquide amniotique afin de détecter

et /ou d’apprécier un état morbide ou pathologique du feetus. [21]

Le liquide amniotique ainsi prélevé, permet trois grands types d’étude :

Cytogénétique, infectieuse et biochimique.

1.2. Les types d’amniocenteses

Les amniocenteses peuvent étre classées en trois types selon le trimestre ou
elles sont realisées. Il s’agit notamment de :

v I’amniocentése classique ou du deuxieme trimestre

v" I’amniocentése tardive ou du troisieme trimestre

v" I’amniocentése précoce ou du premier trimestre

1.2.1. L’amniocentese classigue ou du deuxiéme trimestre

a. Procédure et technique :

L’amniocentese classique reste la technique la mieux adaptée au
diagnostic des anomalies chromosomiques. Elle se pratigue en milieu
hospitalier, sous anesthésie locale, et se réalise habituellement entre 15 et 16 SA.

Le moment le plus opportun semble étre la 17°™ semaine. C’est & ce
moment que les cellules desquamées de la peau du feetus, présentes dans le

liquide amniotique, poussent le mieux en culture.

Elle est réalisée sous contrble échographique (voir fig. 4), ce qui permet de
confirmer la vitalité feetale, de préciser éventuellement le terme de la grossesse,
d’établir la position exacte du placenta, le volume du liquide amniotique, de
rechercher certains facteurs de nature utérine tels les fibromes, la séparation
amniochoriale ou les contractions.
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Liguide armiotique

Col de I'utérus —

Figure 3: Schéma illustrant la procédure d'amniocentése

Figure 4 : Sous guidance échographique, I’aiguille est visualisée
dans la cavité amniotique lors de I’amniocentése [119]
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Il est recommandé d’éviter le placenta. Bien que les résultats d’études dé¢ja
publiés sur I’amniocentese transplacentaire n’indiquent pas que cela entraine des
risques accrus d’avortement spontané, ils ont cependant indiqué un risque accru

de transfusions de la mére au feetus [47].

Apres désinfection abdominale, on ponctionne avec une aiguille a ponction
lombaire, a travers la paroi abdominale (il est important de pénétrer le sac
amniotique d’un seul coup pour éviter que I’amnios ne forme « une tente »). On

recueille 20 a 30 ml de liquide amniotique a la seringue.

La technique de retrait de I’aiguille est semblable a celle de I’insertion. Le
prélevement du liquide amniotique se fait généralement en moins d’une minute.
[48]

Le liquide est transvasé dans un flacon spécifique pour le laboratoire.
L’absence de saignement et la vitalité feetale sont veérifiées. Si le recueil du
liquide est difficile, il est déconseillé de procéder a plus de deux tentatives de

ponction, il faut reporter I’examen de quelques jours. (Au moins 24 heures)

En cas de grossesse gemellaire, il faut la certitude d’avoir ponctionné les
deux poches. L’utilisation d’un colorant est inutile dans I’immense majorité des

cas.

b. Risques et limites

b-1 Les risques liés a la technique :

» Les échecs de prélevement sont rares et probablement inversement
proportionnels a I’expérience de I’opérateur. Ils peuvent étre dus a des

conditions anatomiques particuliéres : obésité abdominale importante, placenta
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antérieur global, fibrome antérieur, avec parfois association de ces éléments.
L’existence de contractions utérines peut rendre le geste délicat.

» Les ponctions blanches sont rares, grace au guidage échographique :
moins de 0,9 % du prélevement a 12 SA. En effet, il existe souvent une cavité
extra-ceelomique qui rend difficile I’acces du liquide amniotique.

» Une insuffisance du liquide amniotique est définie par un prélevement
inférieur a 5 ml selon la plupart des auteurs d’ou I’intérét de savoir mobiliser
et/ou varier I’inclinaison de I’aiguille afin d’etablir une aspiration suffisante du

liquide amniotique.

Il existe une corrélation entre le volume du liquide amniotique et la
longueur céphalocaudale, en effet la collecte est plus difficile lorsque la

longueur céphalocaudale est inférieure a 35 mm. [49]
< La ponction brunatre ou sanglante :

Normalement, le liquide amniotique ressemble a du vin blanc. Il peut
parfois étre teinté de sang, le plus souvent en raison d’un saignement maternel

dans la cavité amniotique au moment de I’intervention.

Si la patiente a des antécedents de saignement antépartum, le liquide
amniotique pourrait étre brun ou rouge foncé a cause des saignements absorbés a

travers les membranes de I’amnios et du chorion. [50]

Un liquide amniotique fraichement teinté de sang doit étre analysé
separément au moyen d’un test de Kleihauer et d’une numération cellulaire afin
de savoir si le sang est d’origine maternelle ou feetale. S’il s’agit de sang feetal,
I’AFP peut étre élevée, en I’absence d’une étiologie relevant d’une étiologie

congenitale.

33



Le diagnostic anténatal chromosomique

La ponction sanglante n’existe pas si I’on prend soin d’éviter le passage

transplacentaire, ce qui est pratiqguement toujours possible

b-2 Risgues maternels

<> Les complications hémorragiques et alloimmunisation :

Le risque d’hémorragie maternofeetale avec développement d’une
Isoimmunisation a été signalé a plusieurs reprises dans la littérature avec un taux
variant de 3.4% a 21% [51]. L’isoimmunisation peut étre prévenue par
I’administration d’immunoglobulines anti-D a toutes les patientes rhesus négatif
a la dose de 3000 pg. Les hémorragies placentaires sont une complication tres
commune des prélevements s’effectuant a travers un placenta antérieur.

L’hématome antérieur et I’hémorragie intrapéritonéale sont rares.
< Les complications infectieuses :

On estime gu’environ 10 a 50% des pertes feetales se produisant apres
I’amniocentese sont liées a des infections minimes, au moment de I’intervention,

accompagnées de taux de cytokines éleves dans le liquide amniotique. [52]
< Infection virale maternelle

Si la virémie maternelle est négative, le risque de transmission

maternofcetale peut étre considéré comme nul.

Si la viremie est positive, il existe un risque de transmission maternofcetale
difficile a évaluer, mais également un risque de positiver faussement un

prélevement de liquide amniotique en I’absence d’infection feetale.
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L’amniocentese est cependant la technique de choix dans ces contextes,
avec un risque de contacts sanguins maternofcetaux moindre gu’au cours d’un

PVC ou d’un prélevement de sang feetal. [53]
<> Amniocentese et virus de I’hépatite B

Les enfants nés de meres porteuses du virus ( Ag HBs positif et anticorps
anti-HBc positif) ont un risque important de contamination. En I’absence de
seroprophylaxie, le risque de transmission est de plus de 90% si la charge vitale
(ADN viral) est supérieure a 100 000 copies et entre 10 a 20% des cas si la

charge virale est inférieure a 10 000 copies [54,55].
<> Amniocentese et virus de I’hépatite C (VHC)

En 2001, Minola et coll. [56] rapportaient un cas de transmission materno-
feetale du VHC dans les suites d’une amniocentese pour age maternel a 19

semaines d’aménorrhée.

Le risque de contamination par le VHC lié a la pratique de I’amniocentése
chez les femmes infectées par le VHC n’est donc pas clairement établi et ne peut
pas étre totalement exclu. Il faut alors informer les femmes que tres peu d’études
ont suffisamment examiné ce risque et il parait raisonnable d’évaluer pour
chaque femme porteuse du VHC le bénéfice attendu de I’amniocentese par

rapport au risque de transmission du VHC a I’enfant [57,58].
<> Amniocentese et virus de I’'immunodéficience humaine (VIH)

La publication des résultats de I’Enquéte périnatale francaise (EPF) permet
de répondre a la question de I’évaluation du risque de transmission materno-
feetale du fait de I’amniocentese [59]. De 1985 a 2006, 9302 grossesses de mere

seropositives ont été suivies, et au total 166 (1,8%) des patientes ont béenéficié
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d’une amniocentese, avec 142 naissances vivantes. Pour les patientes ne
bénéficiant pas de traitement antirétroviral le taux de transmission materno-
feetale était de 25% dans le groupe amniocentese versus 16,2% dans le groupe
sans amniocentese, la différence n’était pas significative. Sous trithérapie

antirétrovirale, ce taux était respectivement de 0 et 1,2%. [60,59,61]

< Les pertes du liquide amniotique et rupture des membranes :

La fréguence rapportée varie de 0.2% a 4.4% avec une moyenne de 1.6%.
[62]

Cette hétérogénéité s’explique en partie par le mode de recueil des
données. En effet, la quantité de liquide amniotique perdu n’a que rarement fait

I’objet d’évaluation clinique et/ou echographique.

L’infection ou Iinflammation intra-amniotique au moment de
I'amniocentese est significativement associée a la rupture prématurée des
membranes chez les femmes pour qui, une amniocentese a été cliniguement
indiquée.

Avant l'amniocentése, le dosage sanguin de la CRP peut fournir une
évaluation de risque de survenue ultérieur d’une rupture prématurée des

membranes apres I’amniocentese. [63]
»  Douleurs abdominales :

Tres fréquentes, de I’ordre de 8.1% [64], elles sont rapidement et

spontanément résolutives.
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b-3 les accidents feetaux

<> La perte feetale :

Apres amniocentese, les pertes feetales associees sont aux alentours de 1%.
Méme si il est trés difficile d’estimer les pertes feetales réellement liées a
I’amniocentése. En effet, il faudrait pouvoir comparer le devenir apres
amniocentese ou non a quantité égale, de deux populations, sans indications

d’age, marqueurs biologiques ou echographiques a la réalisation de cet examen.

Plusieurs parametres peuvent jouer un rble dans le risque de fausse

couche :

Le diametre des aiguilles employées.

Le nombre de ponctions.

Les antécédents obstétricaux d’abortus

L’expérience des opérateurs.

< Les lésions foetales :

Des blessures ont éte rapportées dans la littérature. Les lésions peuvent étre
intestinales, oculaires, cérébrales, cutanées ou encore une atteinte des annexes
feetales. [64]

L’emploi du contréle échographique en continu permet d’éviter les Iésions
foetales directes qui sont principalement le fait de ponctions au cours du 3°™
trimestre. [48]

<> L’adaptation respiratoire :

Des études anglaises et danoises ont mis en évidence une augmentation du
nombre de syndrome de détresse respiratoire et des pneumonies chez les

nouveaux nés ayant subi une amniocentese. [64]
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c. Amniocentese : comment réduire les complications ?

Apport de l'aiguille de pencil-point 29G

Malgré ses complications non négligeables, I’amniocentése demeure le
moyen de diagnostic prénatal invasif le plus utilisé. Ces complications sont en
partie dues a [Iutilisation d’aiguille plus calibrée qu’il ne le faut.
L'amniocentese avec l'aiguille de pencil-point 29G non traumatique s’est
avérée étre une procedure sdre avec un risque extrémement faible de
complications. Elle semble étre donc une bonne alternative a l'aiguille classique
de Quincke 22-G. Le bout étroit de Iaiguille 29-G provoque moins de
traumatisme aux membranes feetales et a la paroi utérine, ce qui peut réduire la
probabilité d'une hémorragie, comme indiqué par les résultats d'une étude
antérieure. Il a été montre in vitro que I’orifice dans les membranes fecetales,
apres la perforation par l'aiguille 29-G, est 36 fois plus petit que I’orifice produit
par I'utilisation d’une aiguille 22-G. La perte de liquide amniotique est 61 fois
moins importante [65]. Tchirikov et al. ont publié en septembre 2011 les
résultats d’une étude portant sur [utilisation de [Paiguille 29G lors
d’amniocentése. Sur 316 amniocentéses, aucune perte feetale ou autres
complications majeurs imputable a la procédure ne s’étaient produit.

L'aiguille 29-G a aussi ses limitations. Etant trés mince, la courte aiguille
de guidage doit étre assez profondément insérée dans le myometre. D'abord, si
l'aiguille de guidage n'est pas assez profondément introduite, il y a un grand
risque pour que l'aiguille 29-G ne puisse pénétrer les membranes et se courbera
donc par la suite. Ainsi, I'insertion a au moins les deux tiers du myometre est
essentielle. Deuxiemement, en perforant des patients obeses, la courte aiguille
de guidage peut glisser, ce qui signifie gqu’elle doit étre fixée pendant la
procedure.[66]
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Figure 5 : les bouts des différents aiguilles utilisées pour amniocentese.
20 et 22-G Quincke et le 29-G de gauche a droite [66]

d. Mise en condition du prélevement amniotique :

d-1 : conditions de transport :

Le transport est effectué dans des récipients non toxiques, dans un délai de
transmission aussi court que possible (Au-dela de 24 heures, les poussées
cellulaires sont nettement diminuées), avec une protection contre les
températures extérieures élevées ou trop basses (pas de passage au réfrigérateur,

encore moins au congeélateur). [21]
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d-2 : culture cellulaire :

Malgré les progres de la miniaturisation des techniques biologiques, il n’est
toujours pas possible de réaliser un diagnostic directement sur les tissus d’un
prélevement feetal, soit du fait de la faible quantité de cellules dans le
prélevement (culot cellulaire obtenu dans le liquide amniotique) ; soit du fait
d’impeératifs méthodiques : certaines techniques demandent des cellules
vivantes soit en division (analyse cytogéneétique), soit avec un métabolisme actif.
Les cultures cellulaires sont le premier temps indispensable d’un grand nombre

de diagnostic.
d-2-1-Culture des cellules du liquide amniotique :

Une partie du liquide est centrifugée a faible vitesse. Le culot cellulaire est
remis en suspension dans le milieu de croissance. Le surnageant est reparti dans

de petits tubes et conservé a -20°, pour d’éventuels dosages biochimiques. [21]
d-2-1-1 Culture primaire de cellules amniotiques :

Les techniques de culture primaire sont conditionnées par la principale
indication de I’amniocentése : I’établissement du caryotype feetal. Deux

techniques sont couramment utilisées :
» culture permettant I’analyse chromosomique in situ :

On utilise de petites boites de Pétri de pyrex de 30 mm de diameétre au fond
desquelles, il y a une lamelle ronde. Le liquide amniotique est réparti a la pipette
a raison de 1.5 ml/boite et on ajoute une quantité a peu pres égale de milieu
nutritif. Les boites de Pétri (8 a 10) sont mises a incuber 37°C dans une étuve
alimentée par un melange d’eau et de CO2; maintenant le pH du milieu
a’7.3.
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Pendant les 4 ou 5 premiers jours, les boites ne sont pas bougées pour
permettre aux cellules de se fixer. Ensuite, le milieu est changé tous les 3 jours.
Les boites sont observées au microscope inversé pour suivre la formation des
premiers foyers de cellules. Dés que les colonies sont suffisamment abondantes,
environ vers le dixieme jour, on peut faire les préparations chromosomiques

directement sur la lamelle disposée au fond de la boite.
» culture permettant I’analyse chromosomique apres trypsinisation :

Cette méthode comporte une trypsinisation ménagée en Kit et met les
cellules en suspension. Cette technique utilise des flacons en plastique.
L’étalement des cellules est plus régulier mais I’interprétation d’une mosaique

est rendue parfois plus délicate.
d-2-1-2-Milieux nutritifs :
Les milieux utilisés comportent :

» Un milieu de base composé d’un mélange de sels minéraux, d’acides
aminés, d’une solution de bicarbonates pour équilibrer le pH et

d’antibiotiques.
» Un sérum :

- soit un sérum animal, principalement sérum de veau, de veau nouveau-

né ou de veau feetal.

- soit des substituts de sérum seul ou additionné d’une petite quantité de

Sérums animaux.
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d-2-2-Résultats des cultures :

A partir d’un préléevement correct de liquide amniotique et avec des
précautions eléementaires habituelles, ainsi qu’un nombre suffisant de boites de
Pétri ou de flacons permettant I’utilisation de deux milieux de croissance
differents (ce qui élimine les risques liés a une souillure accidentelle du milieu),

il ne doit plus y avoir d’échec de culture.

Certaines difficultés peuvent se présenter avec des liquides fortement
souillés de sang, avec des liquides préleveés tardivement (forte proposition de
cellules mortes) ou avec des liquides ayant été mis en culture aprés un long

transport.

e. Technique d’analyse chromosomique : établissement du caryotype
feetal [21,67]

Pour obtenir un caryotype fcetal, il est nécessaire d’obtenir des métaphases
en nombre suffisant et de bonne qualite, et de disposer des différentes
techniques de coloration des chromosomes permettant leur classification et la
détection des anomalies de la structure. Enfin et surtout, [I’analyse

microscopique requiert des observateurs ayant une large expérience.

e-1 : obtention des métaphases :

C’est le stade qui est le plus favorable a I’analyse microscopique. On utilise
les mitoses spontanément preésentes au moment de la préparation, environ vers le
dixiéme jour de culture apres un changement de milieu la veille. 1l existe alors

de nombreuses mitoses en périphérie des colonies de cellules.

42



Le diagnostic anténatal chromosomique

Une méthode, largement utilisée pour obtenir des métaphases, est
I’utilisation de poisons mitotiques, tels que la colchicine. Ces poisons bloquent

les mitoses au stade prophase meétaphase.

e-2: fixation des métaphases :

Les cellules sont plongées dans une solution hypotonique qui gonfle
les noyaux. Les chromosomes sont dispersés et leur fixation rapide
permet d’obtenir un étalement des chromosomes avec un minimum de

superposition. [68]

Ces deux temps essentiels se font soit directement sur la couche cellulaire
qui a proliféré sur la lamelle (technique in situ), soit sur les cellules mises en
suspension et étalées sur une lame (culture en flacon et dissociation par

trypsine).

e-3: coloration des chromosomes :

> coloration standard :

Les colorants habituels de I’ADN ont été utilisés des le début de la
cytogeneétique. La solution de Giemsa reste une technique de base. Elle donne
une coloration uniforme qui permet de classer les chromosomes selon leur

longueur et leur forme grace a un centromere bien marqué. [68]

Sur cette seule technique, toutes les anomalies de nombre et la plus grande
partie des anomalies de structure peuvent étre analysées. Une plus grande

précision demande I’ utilisation des différentes techniques de marquage.
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» techniques de marquage :

Ces techniques vont faire apparaitre, sur la structure des chromosomes, des
bandes de couleur d’intensités différentes, permettant d’identifier parfaitement
chaque chromosome, de localiser des points de cassure et d’identifier des zones

d’hétérochromatine.
Les techniques les plus utilisées sont :
Les bandes R : apparaissent avec I’action de la chaleur.
Les bandes G : apparaissent avec I’action de la trypsine.

Les bandes Q : obtenues avec des colorants fluorescents dérivés de la

quinacrine.
Les bandes C : colorent le centromere et I’hétérochromatine.
Technique de bande a haute résolution :

Ces techniques autorisent I’étude fine des chromosomes avec une
résolution plus precise et permettent d’individualiser environ 320 a 550 bandes
sur un lot haploide de chromosomes observes au stade de métaphase précoce.
On peut en reconnaitre de 550 a 850 en période de promeétaphase et jusqu’a 2000
en prophase. (Exemple : les bandes G qui paraissent claires sont subdivisées en

3, 5 ou méme 7 sous-bandes)

e-4: analyse microscopigue :

L’établissement d’un caryotype feetal repose sur I’analyse d’un nombre
suffisant de métaphases. Leur examen microscopique, par des observateurs tres

entrainés, permet une analyse du caryotype, complétée et confirmée par le
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classement des chromosomes d’au moins trois cellules, apres découpage de

photographies convenablement agrandies.

Le caryotype est confirmé par I’analyse de metaphases provenant de

colonies cellulaires différentes (si la technique in situ est utilisée) et de

préparations différentes (si la technique en suspension est utilisée).

L’augmentation des demandes a rendu I’automatisation de [I’analyse

chromosomique absolument indispensable. L’apport de I’informatique est

essentiel. 1l existe des logiciels permettant un scannage rapide des photos. Les

caryotypes normaux sont ainsi rapidement triés, ce qui permet de réaliser une

analyse poussée sur les clichés suspects.
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Fig. 6. Caryotype de résolution variable avec en (c) une T21 libre,
suite a la découverte d’un canal atrioventriculaire. [107]
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e-5: Le diagnostic chromosomique et ses difficultés :

Les aneuploidies sont des aberrations fréguentes qui ne posent pas de
probleme d’interprétation en général. Cependant elle peut étre d’interprétation

délicate s’il s’agit d’une translocation ou d’une mosaique.

L’anomalie risque d’étre meéconnue si les mitoses examinées ne sont pas
celles du feetus en raison d’une identification erronée ou d’un pseudo-mosaisme
par contamination de cellules maternelles ou encore si I’examen ne porte que sur
une population cellulaire normale méconnaissant une mosaique plus ou moins

minoritaire.

Le feetus peut aussi étre porteur d’une anomalie chromosomique non
décelable par la technigue courante de I’examen, ainsi, une microdélétion ou une
fragilite de I’X ne sont reconnues qu’avec des techniques spéciales mises en
ceuvre uniquement si I’on connait I’anomalie a chercher d’ou la nécessité de
rappeler a chaque couple, lors du conseil génétique que un caryotype normal

ne signifie pas un enfant normal.

f. Apport de la biologie moléculaire

f-1-Méthodes d’exploration ciblée du génome
f-1-1-la FISH (Fluorescence in situ Hybridization) [69]
f-1-1-1-Principe de la FISH

Le principe de la FISH repose sur la complémentarité des deux brins
double hélice de la molecule d’ADN. La FISH consiste en I’hybridation d’une
sonde d’ADN marquée correspondant a I’ADN chromosomique (ADN double
brin) dénaturé in situ et complémentaire d’une séquence d’ADN a eétudier.

Différents types de sonde sont utilisables. Ces sondes correspondent a de I’ADN
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satellite ou bien encore a des séquences uniques (sondes cosmidiques des

syndromes microdélétionels ou de région critique 21922.3 de la T21).
f-1-1- 2-Apport de la FISH

Les apports sont principalement la mise en évidence des principaux micro-
remaniements chromosomiques, la caractérisation d’anomalies de structure,

I’identification de chromosomes marqueurs surnuméraires (CMS) de novo.

»La mise en évidence des principaux micro-remaniements
chromosomiques est I’une des applications les plus fréquentes de la FISH sur
des cellules en métaphase, également réalisables sur des noyaux en interphase.
Ces micro-remaniements interstitiels ou terminaux correspondant a des
microdélétions ou des microduplications spécifiques des principaux syndromes
cliniques qui sont a évoquer dans diverses circonstances cliniques au cours du
diagnostic prénatal...

» La caractérisation des anomalies de structure est également I’une
des applications les plus fréquentes de la FISH sur des cellules en métaphase,
également realisables sur des noyaux en interphase. D’une maniere générale, a
partir d’une translocation réciproque donnée (par exemple, t[Ap ; Bp]), on peut
interpréter les signaux interphasiques selon les modes de ségregation alternes
(viables) ou deséquilibrés (viables ou letaux) Le recours a des sondes des
extremités sub-télomériques des chromosomes en cas de translocation
réciproque d’apparence équilibrée chez I’un des parents permet un résultat
préliminaire par FISH-bicolore en 24 a 48 heures sur des amniocytes non
cultivés.[70]

» L’identification de I’origine des CMS de novo est facilitée. La

fréquence des CMS est de I’ordre de 0,6 a 1,5 pour 1000 a la naissance. lls
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peuvent aussi bien étre de novo (40 a 60 % des cas) ou hérités (30 a 40 %), en
mosaique ou homogenes. La FISH permet I’identification précise du matériel
chromosomique excedentaire et de sa structure, conduisant dans certains cas a
établir une corrélation entre le génotype et le phénotype.

» La FISH interphasique pour [I’étude des aneuploidies des
chromosomes 13, 18, 21, X et Y sur amniocytes non cultives : Cette technique
est de plus en plus proposée (figure 7). Les premiers travaux sur le sujet sont
parus dés 1992 [71,72]. A la lecture de la littérature, ces études rétrospectives et
prospectives, a I’exception de quelque unes [73], ont montre I’efficacité [72,74]
et la fiabilite [75,76] des performances de la FISH. En diagnostic prénatal, les
sondes FISH garantissent une detection rapide (24 a 48 heures) car ne
nécessitant pas de temps de culture cellulaire des aneuploidies majeures pour les
chromosomes 13, 18, 21, X et Y. Ces examens sont réalisés sur amniocytes non

cultiveés, recueillis par amniocentese.

Figure 7 : Trisomie 21: présence de 3 signaux lumineux dans chaque
noyauinterphasique des amniocytes analysés [69]

La sonde utilisée est une sonde spécifique du chromosome 21

correspondant a la région critique 21922.13¢22.2
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» Contribution de la FISH interphasique a I’étude des mosaiques au

cours du diagnostic prenatal

Une mosaique confinée au placenta (34/100000 grossesses) peut ainsi étre
confirmée ou exclue [77]. Il faut cependant se méfier des rares mosaiques non

détectées (de)tissus spécifiques.

» Diagnostic prénatal par FISH interphasique pour [’étude de

remaniement génomique infra-microscopique

A titre d’exemple, on peut citer la maladie de Pelizaeus- Merzbacher
responsable d’une atteinte du systeme nerveux central. Dans 2/3 des cas il s’agit
d’un remaniement chromosomique de type duplicatif [78], qui peut étre
aisément détecté par des techniques de FISH interphasique : 2 signaux en cas de

male atteint et 3 signaux en cas de femme conductrice. [79]
» Le diagnostic pré-implantatoire des anomalies chromosomiques

Représentant environ une indication sur 2, ce diagnostic par FISH est
possible [80,81]. L usage de sondes d’ADN spécifiques (sondes des extremites
sub-télomériques par exemple) apres hybridation sur un blastomere biopsié au
stade de morula non compactée permet de proposer la recherche d’anomalies
chromosomiques de nombre (polyploidies, trisomies, monosomies, etc.) ou de
structure a certains couples a haut risque de déséquilibres chromosomiques
(translocations  réciproques, translocations robertsoniennes, inversions,
delétions) [80]. Le diagnostic pré-implantatoire par FISH permet également de
déterminer le sexe de I’embryon pour les pathologies récessives liées au

chromosome X.
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f-1-2-La PCR quantitative

Bien que la FISH soit une technique puissante, actuellement le moyen de
diagnostic prénatal le plus largement utilisé pour la détection rapide des
principales aneuploidies en Europe est la réaction de polymérisation en chaine
fluorescente quantitative (QF-PCR), qui permet d'obtenir des résultats dans

quelques heures apres le prélevement.[82]

L'analyse de grandes séries de diagnostic prénatal effectué par QF-PCR et
par la cytogenétique conventionnelle a permis d'évaluer la performance de la
QF-PCR pour différents prélevements feetaux a travers ses avantages et
inconvénients.

Dans une revue réecente sur 43 000 prélevements prenataux consécutifs, 41
019 grossesses normales ont été correctement diagnostiquées par QF-PCR avec
une concordance de 99.6 % comparée a I’analyse du caryotype [83] : dans les
0.4 % restants, une anomalie qui ne pouvait pas étre détecté par QF-PCR était
présente, puisque la QF-PCR n'a pas été congue pour la détection de ces
anomalies. Les parents pourraient étre informés du résultat de I’examen dans les
24 h qui suivent le prélevement dans la grande majorité de cas. Le diagnostic
rapide a permis de réduire énormément l'anxiété chez 95 % de tous les parents
attendant l'analyse du caryotype. La QF-PCR réalisée sur des liquides
amniotiques clairs et sur de bons prélevements de villosités choriales a
correctement diagnostiqué tous les caryotypes normaux, les trisomies 13, 18 et
21, ainsi que les triploidies, les trisomies doubles (48, XXY, +21; 48, XXY, +
18) et les aneuploidies non mosaique des chromosomes sexuels sans faux
négatifs.

Ainsi, aucun faux-positif n'a été rapporté et en conséquence de cette
efficacite et fiabilité, dans plusieurs pays ou états le resultat isolé du QF-PCR est
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suffisant pour une interruption de grossesse sans attendre la confirmation par
caryotypage. [84,85,86,87,88,89]

f-1-3- La MLPA( multiplex-ligation-dependent-probe-amplification)

Outre la QF- PCR , une seconde méthode basée sur la PCR pour la
détection d'aneuploidies a été développée au cours des dernieres anneées : le
MLPA. Il s'agit d'un Procedé concu pour determiner le nombre de copies,
jusqu'a 50, des différentes sequences génomiques d’ADN ou d'ARN dans un
seul tube. [90]

La technique peut étre utilisée pour de nombreuses applications et le kit qui
est spécifiquement congu pour le diagnostic prénatal des aneuploidies les plus
fréquentes est le kit SALSA P095.

Dans ce Kit, huit loci d’une seule copie sur chacun des chromosomes 13,
18, 21 et X sont étudiés, en plus de quartes loci sur le chromosome Y. A la
différence de la QF-PCR, dans laquelle le résultat d'un seul locus est comparé
uniguement a ceux des loci du méme échantillon, la MLPA exige en plus, la
comparaison des résultats d'un locus aux resultats du méme locus dans un
échantillon d'’ADN diploide de contr6le, menant a un rapport calculé pour ce
locus. Si ce dernier est presque égal a 1, alors la quantité d'ADN de ce locus
chez ce patient est égale a celle de I’échantillon de controle, donc il s’agit d’une
diploidie. S’il est < 0.7 ou > 1.3, la quantité d’ADN de ce locus chez le patient
est respectivement inferieure ou supérieure a celle de I'echantillon de contréle.
Par la suite, la combinaison des résultats des huit (13, 18, 21 et X) ou quatre loci
chromosomique (Y) indique le nombre de copies du chromosome implique.
Ainsi, avec la MLPA des copies simples de loci sont étudiees, et non pas des
loci polymorphes comme c’est le cas avec la QF-PCR. Et bien que la plupart des
kits QF-PCR aient maintenant des marqueurs inclus hautement polymorphes

o1



Le diagnostic anténatal chromosomique

suffisants pour obtenir généralement un résultat concluant, avec la MLPA le
probléme potentiel de non informativité ne se pose pas.

A la différence de la FISH et de la QF-PCR, les triploidies féeminines ne
peuvent pas étre détectées avec la MLPA, puisque le nombre de chromosomes
X chez les feetus féminins, qu’ils soient normaux ou triploidiques, est identigue.
Cependant, puisque tous les feetus triploidiques présentent des anomalies
échographiques, la répercussion de ceci pourrait étre limitée. [82]

f-2-Les méthodes d'exploration globale du génome

Si la FISH, la QF-PCR et la MLPA sont actuellement des examens
indispensables pour le diagnostic et la caractérisation de certaines anomalies
chromosomiques, elles n'explorent que des régions ciblées du génome soit en
fonction des données cliniques soit en fonction de I'examen des chromosomes en
bandes. Depuis quelques années deux nouvelles techniques de cytogénétique
moléculaire permettant une étude plus globale du génome ont été développées :
il s'agit du caryotype en multifluorescence et de [I'hybridation génomique
comparative(CGH).L'une permet d'identifier les échanges interchromosomiques,
I'autre les déséquilibres du génome [91]

f-2-1- Le caryotype en multifluorescence

En 1996, deux équipes ont publié une technigue permettant de réaliser un
caryotype en multifluorescence par hybridation in situ. Deux méthodes sont
utilisées, le caryotype multiplex ou M-FISH [92] (voir fig. 8) et le caryotype
spectral ou SKY (spectral karyotyping) (voir fig. 9). Leur principe repose sur la
cohybridation de sondes de peinture chromosomiques spécifiques de chacun des
24 chromosomes. Les chromosomes sont classés sur la base de leur fluorescence
spécifigue. On obtient alors un caryotype en multifluorescence. Cependant, ces
techniques basées sur l'utilisation des sondes de peinture ne permettent pas
d'étudier des désequilibres intrachromosomiques.
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Fig. 8 : caryotype humain normal (M-FISH) différencié par la sonde dérivée du
Siamang gibbon [93]

Fig. 9. Analyse spectrale de caryotype d’amniocytes en culture a l'aide de 24
sondes de couleur montre un petit chromosome marqueur surnuméraire
dérivé du chromosome 8 (fleche) [94]
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f-2-2- L'hybridation génomique comparative (CGH)

En 1992, Kallionémi et al. décrivent une nouvelle technique de
cytogenétique moléculaire appelée hybridation genomique comparative [95].
Son principe consiste a cohybrider une méme quantité d'ADN d'un malade et
d'un témoin, marqué chacun par un fluorochrome différent, sur les métaphases
d'un sujet normal. Apres révelation, le signal est numérisé et le rapport entre
I'intensité de I'émission des 2 fluorochromes le long de l'axe de chaque
chromosome est établi par un logiciel. Un rapport de fluorescence compris entre
0,80 et 1,2 est considéré comme normal alors qu'un rapport sortant de ces limites
indique soit un gain soit une perte selon le sens de la déviation. C'est donc une
technique globale d'étude du génome permettant a partir de I'ADN d'un patient
(et non de ses chromosomes) de détecter un désequilibre génomique avec un
pouvoir de resolution de l'ordre de 5-10 Mb. Initialement utilisee pour la
détection de déséquilibres génomiques dans les tumeurs solides, la CGH a été
jusqu'a présent peu employée dans les laboratoires de cytogenétique
constitutionnelle du fait des exigences techniques qu'elle impose. C'est pourtant
la technique d'étude globale du génome la plus performante pour le diagnostic

des déséquilibres genomiques. Ses applications sont nombreuses :

- identification de fragments chromosomiques transloqués ou insérés dans
un chromosome et déetectés au préalable par les techniques de bandes. Elle
constitue une alternative aux méthodes plus longues et moins précises de FISH

avec les sondes de peinture. [96]

- détection de microremaniements des lors que leur taille est supérieure a 5
Mb. C'est ainsi qu’il a été recemment montré que la CGH permettait de mettre

en évidence non seulement des microremaniements intercalaires difficilement
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détectables par les techniques classiques mais aussi des anomalies télomeériques
[97]. Elle constitue donc une alternative a la FISH pour I'étude des anomalies

télomériques.
f-2-3- La CGH array et les SNP arrays

Le principe de la technique de CGH array consiste a cohybrider la méme
guantitt d’ADN d’un patient et d’un témoin, marqué chacun par un
fluorochrome différent, sur une lame de verre sur laquelle sont deposées des
sequences d’ADN (appelées sondes), dont la séquence et la position sur le
génome sont connues. L’ensemble du dispositif est appelé puce a ADN ou
microarray. Apres hybridation, les signaux genéres par les deux fluorochromes
sont numeérises et un rapport de leur intensité respective (reflet du rapport de la
quantité d’ADN du patient par rapport a celle du témoin) est établi au niveau de
chaque fragment d’ADN fixé. Des logiciels dédies effectuent un traitement
statistique des données puis les résultats sont présentés sous forme de
représentation graphique (Fig. 10 et 11). La résolution de la puce dépend du

nombre de sondes utilisees ainsi que de leur localisation sur le génome.

Par ailleurs, d’autres types de puces dites a « SNP » ont été développés. Ce
sont des puces qui comprennent des oligonucléotides contenant des Single

Nucleotide Polymorphism ou SNP. Ces SNP sont des variations portant sur une

seule paire de base et survenant tous les 100 a 1000 paires de bases (il y en a
environ dix millions dans le génome humain). Ces puces utilisées a I’origine a
des fins d’haplotypage et d’analyse de liaison peuvent renseigner aussi sur les
variations de nombre de copies d’ADN aux loci étudiés. L’avantage de

I’ utilisation de ces puces SNP est de pouvoir détecter les situations d’isodisomie
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uniparentale (deux copies du méme chromosome provenant d'un seul des

parents) et de déterminer I’origine parentale d’un remaniement.[98]

Le terme CMAs( chromosome microarrays) désigne tous les types
danalyse génomique de nombre de copies basés sur l'utilisation des puces a
ADN incluant I'array CGH et les SNP arrays.[99]

f-2-3-1- Apport de CMAs dans le diagnostic anténatal chromosomique

LES CMAs détectent des gains et des pertes génomiques en hybridant
I'’ADN de I’échantillon marqué par fluorescence sur des cibles(objectifs) avec les
coordonnées génomiques connues qui sont fixées sur un support solide, tel
gu’une lame de verre. Le rapport entre I'intensité du signal relatif de I'échantillon
d’ADN et celle d’un échantillon de référence ou d’une base de données permet
alors de détecter les gains ou pertes chromosomiques. Les CMAs détectent des
déséquilibres génomiques avec une résolution beaucoup plus haute que celle du
caryotypage classique (50-100 Ko comparés avec 5-10 Mo [100]) et ont un
temps de réalisation plus court parce qu'il n'y a aucune exigence de culture

cellulaire.

Le NICHD ( Institut National pour La Santé de P’Enfant et le
Développement Humain aux Etats-Unis), comparant la précision des CMAs par
rapport a l'analyse cytogenétique classique pour diagnostic prénatal des
indications récurrentes et a haut risque, a constaté que toutes les anomalies
chromosomiques autosomiques et sexuelles ont été avec succes détectées, sauf
la triploidie, qui n'est pas d'habitude detectable par les CMAs [101].
Significativement, 5.8 % de grossesses avec une anomalie chromosomique
structurelle feetale et un caryotype classique normal avaient une déelétion ou une

duplication cliniqguement significative détectée par les CMAs, ce qui est
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compatible avec wune évaluation antérieure d’un taux de deétection
supplémentaire de 5 % d’un désequilibre génomique par les CMAs alors que le
caryotypage conventionnel était « normal » chez un feetus avec anomalies

chromosomiques structurelles [102].

Toutefois les CMAs présentent un certain désavantage. Les obstacles
Identifiés a l'utilisation systéematique de CMAs dans toutes les grossesses
nécessitant un diagnostic prénatal incluent la complexité d'interprétation de
données, un manque d'expertise appropriée des laboratoires et la cherté des
investigations.[99,102,103]

En 2010, Une déclaration de consensus internationale a recommandé que
les CMAs remplacent le caryotypage classique comme examen de premiere
intention chez des enfants avec des anomalies congénitales multiples non

expliquées ou un retard psychomoteur [104].

Dans sa déclaration de position de 2012, la Société italienne de Genétique
Humaine a recommandé que les CMAs soient seulement utilisées a des fins
diagnostiques specifiques dans des grossesses choisies et jamais comme un

remplacant systéematique du caryotypage conventionnel. [105]

Ceci est en accord avec les recommandations du College américain des
gynécologues et obstétriciens, qui n'ont pas encore changé leurs
recommandations de 2009 qui stipule que le caryotypage conventionnel doit

rester I'outil cytogénétique principal dans le diagnostic prénatal. [106]
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Fig.10 : Principe de la CGH array sur puce a ADN. Une méme quantité d’ADN d’un
patient et d’un témoin, marquée chacune par un fluorochrome différent est déposée sur une
lame de verre sur laquelle sont déposées des séquences d’ADN. Aprés hybridation, un ratio
d’intensité de fluorescence (reflétant le rapport de la quantité d’ADN du patient par rapport a
celle du témoin) est établi au niveau de chaque fragment d’ADN. Une représentation
graphique des pertes ou des gains de matériel chromosomique est réalisée par le logiciel
d’analyse. [98]
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Fig. 11 : Représentation graphique du résultat de CGH array d’un patient porteur d’une
délétion du bras long d’un chromosome 13. La zone entourée correspond aux
oligonucléotides dont les ratios d’intensité de fluorescence sont en dehors des limites
normales (ou déviations standard) définies par le logiciel d’analyse. Celui-ci donne également
I’information concernant le contenu en genes du segment délété. La délétion détectée par
CGH array est visualisée par fluorescence in situ hybridization (FISH) a I’aide d’une sonde de
la région marquée en vert : on observe I’absence de signal vert sur I'un des deux
chromosomes 13. La sonde marquée en rouge est une sonde contréle permettant de visualiser

les chromosomes 13 sur la métaphase. [98]
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f-2-3-2-Limites de la CGH array

Comme nous venons de le voir, la CGH-array présente de tres nombreux
avantages, la présence de CNV (variation de nombre de copies) sur le géenome

est une limite majeure a son utilisation en diagnostic prénatal.

Si une anomalie de grande taille, supérieure a 1 Mb et de novo, est
probablement pathologique, I’interprétation des anomalies de petite taille,
inférieures a 1 Mb voire inférieures a 100 kb, reste compliquées, voire parfois
impossible, et il est difficile actuellement d’affirmer le caractere pathologique
d’une anomalie non décrite dans la littérature, sans avoir recours a d’autres
analyses. Or, si I’incertitude diagnostique est quelque chose de possible a gérer

pour un individu déja né, ceci est impossible en cas de diagnostic prénatal.[107]

Il est toujours nécessaire de confirmer un CNV identifieé par CGH array par
une technique indépendante pour determiner le mécanisme sous-jacent du
remaniement. La FISH sur métaphases est la technique de choix car elle
renseigne sur le type de remaniement chromosomique. Par exemple, en cas de
gain de matériel chromosomique détecté par CGH array, il peut s’agir d’une
duplication in situ, d’un dérivé d’insertion ou de translocation ou d’un petit

marqueur chromosomique. [108]

Apres confirmation de I’anomalie chez le proposant, I’étude par FISH est
indispensable chez les parents car elle renseigne sur le caractere hérité ou non de
I’anomalie, elément indispensable pour I’interprétation du CNV et pour le

conseil génétique. [98]
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1.2.2. L’amniocentese tardive

Les amniocenteses tardives sont définies comme un prélevement de liquide

amniotique a partir de la 32° SA.
a- Indications de I’amniocentese tardive
L’amniocentese tardive est indiguée dans principalement 2 cas de figure :

-Lors de grossesses malencontreusement étiquetées comme étant
« précieuse » par opposition inacceptable avec les « autres » grossesses qui ne le
seraient pas, et pour lesquelles une amniocentése du 2° trimestre de principe
serait envisagée mais dont le risque de fausse couche serait « inenvisageable ».
Exemples : patientes aprés 40 ans, grossesse obtenue apres un long passé de

stérilité, grossesse multiple avec réduction embryonnaire au 1* trimestre. [109]

-Lors de la découverte d’une malformation a haut risque d’anomalie
chromosomique au décours de I’échographie du 3° trimestre. Le caryotype
effectué par amniocentese sera alors au mieux rendu 15 jours a trois semaines
plus tard puisque les cellules feetales a ce terme poussent plus lentement laissant
envisager une interruption de grossesse proche du terme. Une technique par Fish
pourra aussi étre effectuée avec une reponse partielle en quelques jours ne

concernant que les trisomies 21, 18, 13. [110]
b-Avantages de I’amniocentese tardive

Fisk et coll. [111] ainsi que Shalev et al. [112] ont décrit, pour la premiere
fois, les amniocenteses tardives comme une alternative pour les patientes
refusant d’accepter le risque de fausse couche spontanée di a I’amniocentése du

deuxiéme trimestre, dans des séries de trois [111] et de 14 [112] patientes.
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Dans une étude tres ancienne de Piiroinen et coll. [113 ], I’amniocentése a
été réalisée sous controle échographique pour 501 patientes au troisieme
trimestre de la grossesse (au terme de 32 SA). Dans 1,8% des cas, une rupture
des membranes est survenue dans les 24 heures suivant la piqdre. Par contre, il
n’y a eu aucun cas de blessure feetale ou placentaire, ni de signes d’infection

intra-utérine.

Dans I’étude de shalev et coll. [112] publiée en 1999, les auteurs ne
rapportent aucune complication liée a I’amniocentése réalisée au troisieme
trimestre des grossesses a tres haut risque (dont cing grossesses gemellaires).
Tous les nouveaux-nés ont pesé plus de 2000 g et ont présenté un

développement normal.

On peut donc retenir de ces deux publications que les risques de
I’amniocentese réalisée au troisieme trimestre de la grossesse sont nuls ou se

réduisent a un risque tres faible d’accouchement prématuré (moins de 2%).
c-Inconvénients de I’amniocentése tardive

La realisation d’amniocentese au troisieme trimestre de la grossesse est une
technique fiable, induisant une rupture prématurée des membranes dans 3,3%
des cas et un accouchement avant 37 SA dans 5% des cas. L’impact
psychologique d’une telle procédure sur la grossesse et la relation mere-enfant
ne doit pas étre sous-estimé et doit étre bien contrélé, en particulier en ce qui
concerne les probléemes d’investissement tardif de la grossesse. De plus la
possibilité de découvrir des formules chromosomiques, considérées comme des
variantes de la normale, comme un syndrome de Klinefelter, par exemple a un
terme aussi tardif peut entrainer des difficultés de prises en charge liées au

manque de temps avant I’accouchement. Il faut 15 jours pour obtenir les
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résultats du caryotype du fait de la lenteur des cultures cellulaires a ce stade, ce
qui augmente I’anxiété de I’attente des parents [114]. Elle expose a un risque
infectieux et n’est pratiqguement réalisable que dans les pays qui ont légalisé

I’interruption médicale de grossesse (IMG) quelque soit le terme de la grossesse.

1.2.3. L’amniocentese précoce(AP)

a- Définition et apport

L’amniocentese précoce est définie comme un prélevement de liquide
amniotique au cours du premier trimestre de la grossesse, généralement a partir
de la 10° jusqu’a la 14° SA révolue. Ses indications sont identiques a celles de
I’amniocentéses du deuxiéme trimestre. Son finalité est I’obtention de résultats
plus précoces. Ainsi, les conséquences tant physiques que morales d’une IMG,
en cas de résultat positif, se révelent moins délicates et douloureuses. Elles
apparaissent également comme une alternative au PVC, jugée plus agressif.
Toutefois, I’AP, comparée a I’amniocentése classique, expose a un risque de
perte feetale, de complications pulmonaires et de malformations des membres

plus élevé.
b- L’amniofiltration ;: une voie d’amélioration de I’AP

Une voie d’avenir fut développée par Sundberg et Byrn en 1991 :
I’amniofiltration [115,116]. Les auteurs mirent au point une technique
permettant d’obtenir plus de cellules lors des prélevements précoces, sans
compromettre I’avenir obstétrical du feetus (complications évoquées plus haut)
par la ponction-réinjection du liquide amniotique a travers un filtre ne retenant

que les amniocytes.
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Pour chaque terme (12 a 18 semaines d’aménorrhée) ; la durée moyenne
des cultures classiques et de techniques de filtration reinjections était comparee.
Les résultats furent au-dela de toute espérance, puisque ce procédé permettait un
gain de 3 a 5,5 jours. La seule complication concerne la défervescence

thermique constatée au cours des réinjections successives. [115]

Une étude a montré que I’utilisation de la technique de I’amniofiltration
vers 12 semaines de gestation semble permettre d’apporter plus de sécurité a
I’amniocentése précoce au point d’avoir un taux de perte feetal identique a la
PVC par voie abdominale mais la taille limitée de cette étude ne lui procure pas
une grande fiabilité. [117]

2. Le Prélevement des villosités choriales

Le prélevement des villosités choriales (PVC); également dénommé
choriocentese, trophocentése ou bien biopsie de trophoblaste ; est la technique
invasive de diagnostic prénatal la plus fréguemment utilisée au premier
trimestre pour I’évaluation du caryotype fcetal, des anomalies moléculaires et
biochimiques. Le PVC est normalement pratiqué de la 10eme a la 13eme

semaine et 6 jours de grossesse.

Contrairement a I’amniocentese, qui préléve du liquide amniotique, le PVC

préléve des tissus choriaux a partir du placenta en developpement.

a. Procédure et technique :

Une échographie est pratiquée avant le PVC afin de déterminer I’activité
cardiaque du feetus, I’age gestationnel, le nombre de feetus, ainsi que des
facteurs utérins comme les fibromes, la separation amnios-chorion ou les

contractions. [118]
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Le PVC doit étre realisé sous contrble échographique. On utilise une

technique stérile.
> Le prélevement transcervical des villosités choriales :

Il se fait au moyen de pinces de biopsie ou d’un cathéter de plastique
flexible. Avant I’insertion transcervicale de I’instrument, un spéculum placé
dans le vagin et le col de I’utérus permet de nettoyer les parois avec une solution

antiseptique.

Le PVC transcervical effectué au moyen de pinces de biopsie nécessite de
faire passer les pinces, guidées continuellement par I’échographie, a travers le
col de I’utérus jusgqu’au tissu placentaire. Un prélevement est effectue, puis les

pinces sont doucement retirées.

Le PVC transcervical par cathéter nécessite le passage d’un cathéter fixé a
une seringue de 20 a 30cc, a travers le col de I’utérus jusqu’au tissu placentaire,
le tout guidé continuellement par échographie. Le cathéter est retiré a travers le
tissu placentaire afin d’obtenir un échantillon avec une pression négative

exercee par la seringue. (fig. 12)
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Figure 12 : Schéma illustrant le PVC par voie transcervicale

> Le prélevement transabdominal des villosités choriales :

Il se pratique généralement avec les mains libres, sous la surveillance
continuelle de I’échographie, comme on le fait pour [I’amniocentése.
L anesthésie locale peut étre envisagee. Une aiguille spinale de dimensions 19
ou 20 est employée pour la technique transabdominale (fig.13). On peut aussi
choisir un jeu de deux aiguilles ayant une dimension extérieure de 18. L’aiguille
est avancée et reculée (5 a 10 fois) dans le tissu placentaire afin d’obtenir un
échantillon avec une pression négative exercée par la seringue.
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Figure 14 : Biopsie de trophoblaste. L aiguille est visualisée dans I’épaisseur
trophoblastique. [119]
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Si la patiente est rhésus (Rh) négative, une prophylaxie pour la maladie Rh
doit étre administréee [120]. On demande généralement aux patientes de
restreindre leur activité pendant 12 a 24 heures apres I’intervention, mais
I’efficacité de cette réduction de I’activité pour diminuer les risques de perte de

grossesse n’a pas éte bien étudiée.

La technique de préléevement transcervical a I’aide des pinces de biopsie
peut servir pour la plupart des sites du placenta. L’utilisation du cathéter, quant a

elle, est plus indiguée pour les sites postérieurs du placenta.

Enfin, le prélevement transabdominal convient davantage aux sites
fundiques et antérieurs du placenta. La technique transcervicale et la technique
transabdominale obtiennent toutes deux, normalement, un échantillon de 5 a 25
mg de tissu chorial. Une quantité adequate de villosités choriales est
généralement obtenue par une seule aspiration, mais deux tentatives

n’augmentent pas le risque de perte apres I’intervention. [121]

La précision du prélevement des villosités choriales est semblable, qu’il
soit fait par voie transabdominale ou par voie transcervicale [118]. La technique
transcervicale entraine un plus grand risque de saignements légers apres
I’intervention (10-20 %) alors que la technique transabdominale entraine
davantage de malaises utérins et de crampes [122]. Chez un nombre important
de patientes ayant subi un PVC transcervical, on n’a pas signalé le risque

d’infection comme étant un facteur important. [121]

Certains centres de génétique utilisent les techniques du PVC pour les
grossesses uniques aussi bien que gémellaires. Un petit nombre de centres

rapportent que le PVC pour les grossesses gémellaires est sécuritaire et précis
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[118]. Des instruments distincts devraient étre utilisés pour prélever des

échantillons dans le cas d’une grossesse multiple.

b. Avantages du PVC

L’intérét du PVC est de pouvoir obtenir des résultats de cytogénétique, de
génetique moleculaire ou de biochimie, plus t6t dans la grossesse. C’est le cas,
entre autres, lorsqu’il existe un risque de récurrence élevé d’une maladie
génetique identifiée. Il est alors justifie de ne pas attendre le terme de
I’amniocentese (classique) pour un résultat qui serait équivalent. De méme, si la
clarté nucale feetale est augmentée a I’échographie de 12 SA, le risque
d’anomalies du caryotype peut étre considéré dans certains cas comme
suffisamment élevé pour proposer un PVC et obtenir ainsi un résultat avant la
fin du premier trimestre. 1l faut cependant rester prudent dans cette derniere
indication. [123]

Un deuxieme avantage est lié aux diagnostics précis qui sont possibles
lorsque I’ADN est extrait directement des villosités, permettant des résultats
plus précoces sans devoir faire de cultures cellulaires pour des anomalies

génétiques.

Enfin, le troisieme avantage est qu’il peut étre possible de faire une analyse
chromosomique directe, dans certaines situations, permettant des résultats
rapides en moins de 24 heures, soit par une technique cytogénétique soit par
FISH. [118]
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c. Inconvénients et risques du PVC

<> Mosaicisme placentaire confine :

Le mosaicisme placentaire confiné, une discordance entre les chromosomes
des tissus choriaux et feetaux, est un facteur biologique placentaire présent dans
un a deux pour cent des grossesses [118]. Bien que ce phénomene soit
généralement limité au tissu placentaire et qu’il ne soit pas genéralement présent
dans le feetus, il est recommandé de pratiquer une amniocentése supplémentaire
pour approfondir [I’évaluation. Cette intervention additionnelle pourrait
augmenter le risque de complications. Les effets clinigues du mosaicisme

placentaire confiné peuvent varier selon le chromosome affecté.
<> Contamination maternelle :

La contamination par le tissu caduque maternel est possible, mais ce risque
peut étre minimisé en s’assurant de nettoyer ou de retirer tres soigneusement les
villosités choriales des cellules cadugues maternelles sous un microscope de
dissection avant de faire la culture du tissu. Ce probléeme ne s’est pas averé
important dans la plupart des laboratoires cytogénétiques ayant une longue
experience en PVC [118].

<> Perte de grossesse :

Une fois que I’échographie a confirmé I’existence d’une grossesse viable a
la 10eme semaine de gestation, on estime le risque global de perte spontanée de
grossesse chez les femmes enceintes d’un age plus avancé, quand aucune

intervention n’est pratiquée, a 2 a 3%.

La technique du PVC ajoute environ d’un a deux pour cent a ce risque alors

que I’amniocentese ajoute un risque de 0,5 a 1,0 %. [118].
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Des saignements vaginaux se produisant avant I’intervention augmentent le
risque de perte de grossesse apres un PVC, quelle que soit la technique

employée.

Comme le risque de perte de grossesse augmente avec le nombre de
tentatives nécessaires pour obtenir le tissu chorial, on ne devrait pas faire plus de

deux tentatives.

Les facteurs de risque liés a I’intervention peuvent étre affectés par la
position de Iutérus et du placenta selon la techniqgue de PVC utilisée. Les
fibromes utérins peuvent affecter les chances de succeés de la technique et faire

augmenter le risque de perte de grossesse.
<> Anomalies des membres ou du visage :

Le risque d’anomalies des membres ou du visage est plus élevé si le PVC
est pratiqué avant la neuvieme semaine de gestation. Le PVC ne se pratique
généralement qu’a partir de la 10éeme semaine ou au-dela dans la plupart des

centres.

Un tiers de ces anomalies pourrait étre dd a une sequence de perturbations
vasculaires, telle que le PVC. Le risque de malformation d’un membre ou du

visage, associé au PVC, pourrait s’élever a un sur 3000 feetus. [118]
< Autres complications

L’infection intra-utérine et la perte de liquide amniotique sont aussi des
complications possibles des PVC, survenant quelques jours a 3 semaines apres
la procédure. L’infection intra-utérine apres PVC est rare (<0.1%) mais peut se
compliguer en aboutissant a un choc septique [124] qui nécessitera une

évacuation immédiate de la contenue utérine [125].
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d. Contre-indications du PVC

Les contre-indications a tout PVC sont :

» Présence d’un dispositif intra-utérin  (DIU) majorant le risque
infectieux. Infection évolutive gonococcique ou  herpétique,
cervicite ou inflammation pelvienne non traitees.

» Echographie anormale : sac trop étroit ou trop vaste pour I’embryon
nécessitant une réévaluation 8 jours plus tard, mais faisant craindre
une fausse couche spontanée.

» Mere Rhésus (-) pour certains.

Les contre-indications spécifiques a la voie trans-cervicale sont :
= Un canal cervical inaccessible par obstruction ou sténose.

=  Angle cervico-isthmique trop aigu.

=  Vaginisme marqueé.
=  Pour certains, age gestationnel > 12 SA, échec antérieur, grossesses
multiples.

3. La cordocentese

La cordocentese, ou prélevement percutané de sang ombilical (PPSO),
s’utilise pour prélever du sang feetal depuis la 12éme semaine de gestation
jusqu’a terme, mais, le plus souvent, on ne I’utilise qu’apres la 16eme semaine.
[50]
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a. Procédure et technique

La cordocentese est une technique guidée par échographie a mains libres ou
par une aiguille-guide qui permet I’insertion d’une aiguille spinale de dimension
22 dans les vaisseaux du cordon ombilical, soit a I’entrée du cordon ombilical
dans le placenta, soit dans une boucle libre du cordon. Les chromosomes
feetaux peuvent normalement étre obtenus par une culture des leucocytes

feetaux, dans les 48 a 72 heures qui suivent.

La technique varie selon I’emplacement du placenta ainsi que selon la
position et I’activité du feetus. 1l est parfois necessaire de produire une paralysie
du feetus (pancuronium). Les échantillons du sang feetal peuvent normalement

étre obtenus en moins de cing ou 10 minutes.

Selon les indications ayant donné lieu au test et I’age gestationnel du feetus,
on préléve un a trois millilitres de sang pour analyse. Il faut confirmer qu’on a
bien préleve le sang feetal, ce qui peut se faire par un test Apt initial (un test de
chevet permettant de différencier I’hémoglobine feetale de I’hémoglobine
maternelle) suivi par une confirmation du laboratoire qu’il s’agit bien de
I’hémoglobine feetale (Kleihauer). Les taux de succes déclarés pour la
cordocentese vont de 93,7 a 98,5%. [126]

73



Le diagnostic anténatal chromosomique

Figure 15 : Prélevement de sang feetal. La pointe de Iaiguille
est en place dans la veine ombilicale. [119]

b. Avantages de la cordocentese :

Le principal avantage de la cordocentése est qu’elle permet un acces direct

au feetus, non seulement a des fins diagnostics, mais aussi thérapeutiques.

c. Inconvénients et risques de la cordocentése :

<> Perte de grossesse :

On associe la perte de grossesse attribuable a la technique, a la suite d’une
cordocentese, a plusieurs facteurs : I’indication ayant donné lieu a I’intervention,
la souffrance feetale (bradycardie) et un saignement prolongé du cordon [48].
L’indication donnant lieu a [Iintervention contribue grandement a faire
augmenter le risque de perte de grossesse qui, en cas d’anomalies fcetales ou de
restriction de croissance intra-utérine, est d’environ 3,2% alors qu’il n’est que de

1,25% chez les feetus ayant une croissance et une anatomie normales. Apres une
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cordocentese, pratiquée en présence de structures feetales normales, de structures
feetales anormales, d’évaluation physiologique feetale (RCIU) et d’hydropisie
non immunitaire, a I’exclusion des avortements thérapeutiques, on a rapporté
une incidence de perte de grossesse d’un, de 7, de 14 et de 25 pour cent,

respectivement.[127]

D’autres facteurs signalés comme augmentant le risque de perte feetale sont
la durée de I’intervention (plus de 14 minutes) et I’emplacement du placenta (le
placenta antérieur fait augmenter le risque, comparativement au placenta
posteérieur). [126,128]

<> Bradycardie feetale :

La bradycardie feetale (souffrance feetale), au moment de I’intervention ou
apres, peut entrainer une morbidité feetale et la mort du feetus. Son risque varie,
mais on peut I’estimer a cing ou 10 pour cent. Le risque de bradycardie est plus
éleve quand I’artere ombilicale est percée (17 %) alors qu’il est moindre si c’est

la veine qui est percée (2 %). [129]
<> Saignements :

La fréquence des saignements a I’endroit ou le cordon est percé va de 10 a
40 pour cent, mais ils durent moins de 90 secondes dans la majorité des cas.
[126]

4. la ceelocentese

La ccelocentese est le recueil de liquide extra ceelomique.

A partir de la 5° a la 12° semaine de grossesse, le sac gestationnel est
composé, de I’interieur vers I’extérieur, de la cavitée amniotique contenant

I’embryon en développement, du ceelome extra embryonnaire contenant le sac
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vitellin et le placenta qui entoure toute la cavité extraceelomique. La cavité
celomique extra embryonnaire peut étre visualisée a partir de la fin de la
sixieme semaine de gestation et du liquide ceelomique suffisant peut étre aspiré
pour permettre I’analyse de constituants biochimiques variés ainsi que des
études géenétiques. La ccelocentése a un pourcentage élevé de réussite de plus de
95 % entre 6 et 11 semaines de gestation. En théorie, c'est l'alternative idéale
pour lI'amniocentese précoce et le PVC parce que le risque de léser directement

I'embryon en croissance ou I'endommagement de son placenta est tres faible.

En outre, la procédure est facile a apprendre, elle implique seulement un
désagrement minime a la mere et est associée a un taux tres faible de
contamination de I'échantillon par des cellules maternelles. Cependant, I'étude
du risque de perte de grossesse apres ccelocentése a montré des données
controversees. Théoriquement, I’absence d’ouverture de la cavité amniotique

lors de la ccelocentése devrait conférer plus de sécurité au feetus.

Confrontee jadis a des inconvénients liés aux possibles échecs de culture
cellulaire qui rendaient le caryotypage par FISH parfois impossible, la
ceelocentese a changé de visage avec I’avenement de la QF-PCR. Cette derniere
nécessite de tres petits volumes d’échantillons par rapport a la culture cellulaire,
ce qui suggere que ceelocentese peut s’avérer utile pour le diagnostic prénatal

tres précoce. [130].

B.Les movyens non invasifs du diagnostic anténatal chromosomigque

Le risque de perte feetale associé aux procédures invasives de diagnostic
prénatal a incité depuis longtemps a la recherche de moyens non invasifs de

diagnostic prénatal des maladies génétiques ou chromosomiques.
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Plusieurs méthodes ont été développées, il s’agit entre autres du diagnostic

anténatal chromosomique a partir :

<> Des cellules feetales dans le sang maternel
<> De I’ADN fcetal libre dans le sang maternel
<~ De I’ARN fcetal placentaire dans le sang maternel

< De cellules foetales transcervicales

1. Le diagnostic a partir de cellules feetales dans le sang maternel [132]

a-Présence des cellules feetales dans le sang maternel

Schmorl fut le premier a mettre en évidence, en 1893, des cellules
multinucléés d’origine placentaire dans les vaisseaux pulmonaires de femmes
décedées d’éclampsie et a envisager le passage de cellules feetales dans le sang
maternel. D’autres équipes confirmerent ces données en observant la présence
de cellules du syncitiotrophoblaste dans les vaisseaux pulmonaires de femmes
décedées pendant la grossesse et dans les veines du ligament rond, ovariennes et
la veine cave inférieure de patientes bénéficiant de césarienne. En 1969,
Walknowska a mis en éevidence la présence dans le sang de cellules avec
caryotype 46 XY chez des femmes enceintes d’un enfant de sexe masculin
[11].Ces travaux furent ensuite confirmes par d’autres auteurs. L’isolation de ces
cellules feetales circulantes (CFC) est tres difficile a cause de leur tres faible
concentration dans le sang maternel, de I’ordre d’une cellule (tous types
confondus) par millilitre de sang, soit une cellule feetale mélangée a environ dix

millions de globules blancs et cing milliards de globules rouges maternels. [131]
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b- Les différents types cellulaires

Au cours de la grossesse, des érythrocytes feetaux anucléés (globules
rouges) peuvent traverser la barriere placentaire et étre responsables d’une allo-
immunisation Rhésus maternelle. Ces cellules sont mises en évidence par le test
de Kleihauer-Betke. Toutefois, ces cellules étant dépourvues de noyaux, elles ne
peuvent pas étre utilisées pour la réalisation d’un diagnostic prénatal (DPN) non
invasif de maladie genétique et/ou chromosomique. En revanche, les cellules
trophoblastiques (épithéliales feetales), les cellules hématopoiétiques (les
érythroblastes, les leucocytes) et les cellules souches, nucléées, possedent un
matériel genétique théoriquement exploitable. Ces quatre types cellulaires ont

été étudiés comme des candidats potentiels au DPN non invasif.

c- Les techniques d’enrichissement des cellules foetales circulantes

Quel que soit le type cellulaire feetal étudie, les approches méthodologiques
se heurtent au probleme majeur de la prédominance des cellules d’origine
maternelle dans les échantillons sanguins. Un des objectifs des équipes a donc
été d’optimiser leur technique de séparation afin d’enrichir au maximum en
cellules feetales les prélevements maternels. Le plus souvent, des étapes
préliminaires ont été élaborées dans le but d’éliminer les cellules maternelles
indesirables. Ces processus d’élimination peuvent étre suivis par des étapes de
selection au cours desquelles les cellules feetales d’intérét sont dissociees de

I’environnement en cellules maternelles qui persistent.

Les étapes préliminaires peuvent étre de nature plus ou moins spécifique
comme I’utilisation de solutions lytiques ciblant un type cellulaire maternel ou
encore par la mise en place de diverses centrifugations en gradient de densite.

Par ailleurs, des techniques plus spécifiques de sélection des cellules feetales
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et/ou déplétion en cellules maternelles sont souvent utilisées telles que la
cytometrie en flux ( fluorescence activated cells sorting [FACS]) ou la
separation par billes immunomagnétiques (magnetic activated cells sorting
[MACS]). Enfin, une approche nouvelle et tres prometteuse a été développée,
I’approche de filtration-microdissection isolation by size of epithelial
tumor/trophoblastic cells (ISET).

L’objectif de I'ISET [133] est d’extraire et enrichir de facon tres sensible
les cellules feetales trophoblastiques circulantes (CFTC) a partir d’échantillons
sanguins maternels tout en maintenant I’intégrité cellulaire et celle des acides
nucléiques. L’approche permet de filtrer sélectivement les cellules de grande
taille, incluant les CFTC, par rapport aux cellules leucocytaires maternelles
[134]. A la suite d’une microdissection laser ciblée, les cellules d’intéréts sont
soumises individuellement a des analyses moléculaires capables de préciser de
facon indiscutable I’origine feetale de la cellule pour I’étudier ensuite a des fins
diagnostiques. L’approche ISET permet potentiellement de réaliser de fagon
fiable, spécifique et reproductible, le DPN non invasif d’une maladie génétique.
En effet, les CFTC sont d’abord enrichies de facon tres efficace par filtration
directe du sang (minimisation des manipulations du sang et donc de perte de
cellules feetales), ensuite elles sont identifiees par analyse de leur génome
(génotypage par STR short tandem repeat) et non par I’utilisation d’anticorps
(source de faux-positifs). Les CFTC sont ensuite analysées individuellement
pour effectuer le diagnostic génetique, ce qui évite les erreurs dues au melange
de genomes différents (génome feetal et génome maternel). Enfin, le diagnostic
génétique est répété, pour chaque prélevement de sang maternel, pour le nombre

de cellules feetales identifiées (de 1 a 3 par ml de sang). Cela signifie que, pour
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un prélevement de 10 ml de sang maternel, le diagnostic peut étre répété de dix a

30 fois, ce qui rend le test extrémement fiable.

d-Traitement du sang par filtration sélective

Le sang périphérique (prélevé sur EDTA) est dilué avec un tampon de lyse
des globules rouges qui fixe également les cellules ; ensuite, le sang est laissé a
température ambiante durant 10 min avant traitement par un appareil adapté. Les
cellules présentes dans 1 ml de sang et dont le diametre est supérieur a la taille
des pores du filtre (8 um) se retrouvent étalées sur la surface du filtre. Lorsque
la totalite de I’échantillon est passée a travers le filtre, la membrane est rincée
avec du tampon phosphate-buffered saline (PBS) et sechée a I’air ambiant et
enfin colorée par un mélange hématoxyline et €osine ou par un marquage
immunohistochimique en utilisant des anticorps spécifiqgues des cellules
épithéliales comme les anticorps KLI. Cette coloration ou marquage permettent
de visualiser en microscopie les cellules adhérentes sur la membrane. Les filtres

sont conservés individuellement a 20°C.

e- La microdissection (systeme Nikonl)

La découpe de petites zones contenant des cellules individuelles s’effectue
au moyen d’un laser a UV pulsé dont le rayon est dirigé sur le contour de la
zone sélectionnée par déplacement de la platine motorisée. La surface découpée
est collée au bouchon du tube stérile qui est recouvert d’un film adhesif. Le
controle de la réussite se fait grace a un déplacement de la focalisation de
I’objectif du filtre vers le bouchon .Tous les composants du systeme tels que :
activation laser, déplacement de coupe, fonctions du microscope (déplacement
du filtre, changement de grossissement, ouverture de I’éclairage) sont

commandés par I’informatique. Ce systeme est le seul a I’heure actuelle qui
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permet la microdissection de cellules individuelles a partir du filtre sans que
celles-ci soient perdues pendant les traitements successifs ou les cellules uniques
ne sont plus visualisables au microscope. En effet, le systeme Nikonl permet de
coller la cellule microdisséquée a un endroit précis dans le bouchon du tube et

de la cibler par la suite par des solutions adaptées.

f- Analyse de la cellule microdisséguée

La lyse de la cellule unique libere I’ADN de son environnement proteique,
mais aucune extraction n’est effectuée afin de minimiser les pertes du génome.
Une fois la lyse cellulaire effectuée, I’ADN de la cellule est amplifié de fagcon
linéaire. Cette étape d’expansion de I’ADN est dénommeée primer extension

preamplification (PEP),

g-_PCR microsatellites et genotypage: étape d’identification des cellules

feetales circulantes

L’identification fiable des CFTC est obtenue par le génotypage a I’aide des
marqueurs microsatellites. Les marqueurs microsatellites sont composés de
répétitions en tandem (short tandem repeats [STR]), le plus souvent poly CA/
GT(Cytosine-Adénine/Guanine-Thymine). Les variations alléliques, dues a la
variation du nombre des répétitions, sont aisément déetectées par la PCR grace a
I’utilisation d’amorces fluorescéinées correspondant aux séquences uniques
flanquant le microsatellite. En amont de la mise au point des PCR
microsatellites sur les cellules uniques, il est nécessaire de choisir une gamme
d’amorces tres informatives. Ce critere de sélection des amorces repose sur leur
capacité a amplifier des fragments de tailles tres divers correspondant aux deux
alleles. Apres que I’amplification des régions microsatellites ait été confirmeée

sur gel d’agarose, les produits de PCR sont analysés sur séquenceur afin
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d’identifier le genotype et donc I’origine des cellules en examen. Les cellules
dont le génotype ne peut étre établi (probleme technique lors de la PCR, perte
d’allele ou encore génotype maternel), sont exclues des analyses moléculaires
ultérieures. L’identification de la nature feetale des cellules microdissequées par
les marqueurs microsatellites assure la fiabilité des résultats de I’analyse

génétique qui est ainsi adressée a un génome feetal pur.

h-Analyse génétigue des cellules foetales circulantes: étape diagnostigue

A partir du produit de PEP provenant des cellules identifiées comme
feetales par le génotypage STR, I’analyse génétique est effectuée par des PCR
spécifigues de la mutation en question. Cette phase diagnostique permet de

réaliser un DPN non Invasif.

Outre la PCR, la technique de FISH permet de mettre en évidence des
aneuploidies et des réarrangements chromosomiques sur des cellules circulantes
dans le sang maternel. Plusieurs cas de diagnostic prénatal ont été également

rapportés.[135]

I-La persistance post-partum des cellules foetales circulantes

Une des critiques le plus souvent opposées au DPN non invasif par analyse
des CFC derive de la crainte d’isoler du sang des cellules provenant d’une

grossesse ou d’une fausse-couche antérieure.

Il a été établi que la persistance des cellules feetales dans le sang d’une
femme ayant accouché dépend du type de cellule feetale, certaines cellules
souches hématopoiétiques d’origine feetale pouvant étre retrouvees tres
longtemps apres une grossesse. L’équipe de Bianchi a étudié une serie de huit

femmes non enceintes mais ayant accouché d’un garcon entre six mois et 27 ans
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plus t6t et a montré la persistance de cellules Y positives (feetales) : progeniteurs
lymphoides (CD34 +/- CD38+), cellules B (CD19+/- CD23+) et cellules T
(CD3+/- CD4 +/-CD5+) entre un et 27 ans aprés parturition [136]. A I’évidence,
ces cellules a vie longue ne peuvent pas étre utilisées pour la réalisation du DPN
non invasif. Au contraire, les cellules trophoblastiques et érythroides sont la

bonne cible pour développer le DPN non invasif.

2. Le DPN non invasif a partir de I’ADN feetal libre dans le sang

maternel

La premiere détection de I’ADN feetal (non cellulaire) dans la circulation
maternelle remonte a 1997 [137]. Cette étude originale a décrit I’identification
du gene SRY dans le plasma des femmes enceintes portant des feetus masculins.
L’ADN feetal circulant n’est pas contenu dans un noyau cellulaire. Par ailleurs,
cet ADN feetal, qui représente environ les 2,4% de tout I’ADN libre dans le
plasma, est « dilué » dans I’ADN libre circulant d’origine maternelle sans qu’on
puisse I’isoler spécifiqguement actuellement. Cette donnée est fondamentale
puisque ne pourront étre recherchées et/ou étudiées que les seules séquences
géniques feetales absentes ou différentes du génome maternel. Par voie de
conséquence, les deux indications essentielles de I’analyse de I’ADN feetal
circulant dans le serum maternel sont actuellement la détermination du sexe

feetal et le génotypage RHD feetal.

3. Etude de I’ARN feetal placentaire dans le sang maternel

Cette approche consiste a analyser des polymorphismes SNP (single
nucleotide polymorphism) de génes exclusivement ou preférentiellement
exprimes chez le feetus et non chez la mere. Par exemple, le gene Placenta-

specific 4 (PLAC4) qui s’exprime dans le placenta n’est exprimé que par le
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feetus durant la grossesse. Or ce gene est localisé sur les chromosomes 21 et
présents des polymorphismes de séquence. Il devient alors théoriquement
possible, chez un feetus trisomique et hétérozygote pour un SNP du gene
PLAC4, de détecter I’exces d’un allele par rapport a lautre [138].
Techniquement, I’ARN messager du gene PLAC4 est rétrotranscrit en ADN
puis la discrimination alléligue quantitative est réalisee par spectrométrie de
masse. Un avantage de la méthode est que pour une copie du gene PLAC4, ily a
dans le plasma de nombreuses copies d’ARN messager. Par ailleurs, il existe de
nombreux géenes placentaires ne s’exprimant que chez le feetus, localisés sur des
chromosomes variés, et pourvus d’un polymorphisme important. Tsui et al.[139]
ont ainsi récemment montré que le polymorphisme de séquence du gene
SERPINB2, préférentiellement exprimé dans le placenta et localisé sur le
chromosome 18, pouvait étre utilisé pour détecter la trisomie 18. Il est donc
possible d’imaginer une stratégie combinant I’analyse de plusieurs
polymorphismes de plusieurs genes pour détecter les aneuploidies les plus
fréquentes. [139]

4. Le DPN non invasif a partir de cellules feetales transcervicales

Un DPN non invasif serait envisageable par I’étude par FISH des cellules
feetales transcervicales recueillies selon divers mode de prélevement au niveau
du col utérin : lavage par du sérum physiologique, par brossage avec une
cytobrush (brushing), par curage transcervical (flushing) ou par aspiration. La
date du prélévement est comprise entre la 8° et la 12° SA. Diverses études sur
100 a 700 noyaux recueillis par lavage intra-utérin ou par brossage ont permis
une prédiction correcte du sexe dans 100 % des cas de feetus feminin et dans 80
a 100 % des cas de feetus masculin.[140,141]

84



Le diagnostic anténatal chromosomique

C.Les autres technigues de diagnostic anténatal

1. I’échographie

L'imagerie peut étre utilisée pour identifier des anomalies structurelles
causées par des anomalies d’un seul gene, par exemple dans les syndromes de
craniosynostose comme le syndrome d’ Apert, dans les dysplasies squelettiques
comme la dysplasie thanatophore ou dans les néphropathies comme la
néphropathie polykystique infantile. Les dysplasies squelettiques peuvent étre
difficiles a diagnostiquer par échographie seul et le diagnostic est corrigé en post

partum dans plus de 50 % de cas.

Parfois, I'imagerie seule permet de confirmer le diagnostic. Par exemple, la
Sclérose Tubéreuse (ST) releve d’un desordre multisystémique autosomique
dominant caractérisé par le développement d’hamartomes multiples. Dans une
grossesse a risque de 50 % de ST, la découverte d'un rhabdomyome cardiaque a
I’échographie suggere que le bébé soit affecté sans le besoin de recourir a une
méthode de diagnostic prénatal invasif. Le nouveau taux de mutation dans la ST
est approximativement de 60 % , donc, méme si les parents sont sains, un
rhabdomyome cardiaque est fortement suggestif de ST. La présence de lésions
multiples poserait pratiquement le diagnostique. La ST est causée par des
mutations dans les genes TSC1 ou TSC2. En raison de la taille de ces genes,
I'analyse de mutation retarde le diagnostic, ce qui n’est pas pratique dans une
situation prénatale. D’autres variantes précédemment invisibles pourraient étre
identifiées, ce qui augmenterait la possibilité d'un polymorphisme plutét qu'une

mutation pathogene.

L’echographie 3D et 4D permettent la visualisation de lésions dans des

plans virtuels non disponibles avec I'¢chographie 2D conventionnelle. Souvent

85



Le diagnostic anténatal chromosomique

utilisée dans I'échocardiographie fcetale, elles peuvent fournir des informations
supplémentaires dans quelques cas. Les images obtenues des anomalies peuvent
étre montrées aux parents afin qu’ils puissent mieux comprendre les anomalies
affectant leur bébe. [142]

2. 'IRM

L'IRM feetale est principalement utilisée pour la pathologie cérébrale et
peut montrer des images que des facteurs maternels ont rendues difficiles a

I’échographie.

Les anomalies qui peuvent étre visualisées incluent la ventriculomegalie,
que l'on voit dans un certain nombre de maladies génétiques et qui est une
indication fréquente de I'IRM. C'est le plus utile quand il s’agit de
ventriculomegalie modérée ou sévere ou lorsque des anomalies supplémentaires

ont été identifiees. [142]

3. La foetoscopie et I’embryoscopie

Cette technique consiste a introduire une fibre optique endoscopique dans
la cavité utérine, elle peut étre effectuee des 5 SA [143]. Le premier
embryoscope fut rigide et était introduit sous guidance échographique dans la
cavité extra ccelomique par voie transabdominale ou transcervicale [143].
Récemment, chez des patientes subissant une IMG, un microfibroscope flexible
avec 0.5 mm de diametre extérieur a été introduit avec succes dans le sac
amniotique avec [Iutilisation d’une aiguille de calibre 21 sous guidance
échographique. Avec cette technique, la visualisation de I’embryon est possible
dans plus de 95% des cas et de petites anomalies structurelles devraient étre

décelables, permettant le diagnostic prénatal précoce de syndromes genétiques
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spécifiques dans les grossesses a risque [143,144]. L’embryoscopie a aussi

permis des biopsies directes d’organes ainsi que le prélevement de sang fcetal.

4. les biopsies de tissus foetaux

Les indications sont devenues exceptionnelles du fait du développement de
la géneétique moléculaire. Dans certaines situations, de plus en plus rares, il faut
cependant avoir recours a une biopsie musculaire ou cutanée pour effectuer un
DPN. Elles nécessitent la mise en place premiere d’un trocart, pour permettre le

passage d’une pince a biopsie fine.

La biopsie de foie reste eégalement pour le déficit en ornithyl carbamyl
transferase, le seul moyen de diagnostic prénatal. La consistance du tissu
hépatique autorise le prélevement a I’aiguille. 1l s’agit donc d’une ponction—
biopsie plus que d’une biopsie. Le mateériel est le méme que pour une biopsie de
trophoblaste. L’aiguille échoguidée est introduite au niveau du foie, a distance
de la vésicule biliaire, en évitant de pénétrer par la face inférieure hépatique.
Des mouvements de va-et-vient sont alors effectués pour ramener quelques mg

de tissu hépatique.

A coté de I’anamnése et de I’imagerie, les prélévements feetaux
représentent un des outils majeurs du diagnostic prénatal. Ces gestes, qui sont
globalement tres sdrs, méritent néanmoins un apprentissage sérieux et une

attention particuliere a la qualité du dialogue médecin—patiente. [145]

5. les ponctions liguidiennes feetales

Les collections liquidiennes (kystes, epanchements, masses abdominales
anéchogenes) sont accessibles a la ponction échoguidée. Ce geste peut étre a la

fois diagnostique (dosage de I’cestradiol pour affirmer I’origine ovarienne d’un
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kyste ) et thérapeutique ( réduction du volume de la masse liquidienne. La
position feetale est, dans ces situations, déterminante pour la faisabilité et la
simplicité de la ponction. Si I’orientation du feetus n’est pas favorable, il faut
essayer de le mobiliser et en cas d’échec attendre qu’il change spontanément de

position.

Une anesthésie locale premiére de la paroi maternelle est effectuée. Il est
possible dans certains cas d’anesthésier la paroi feetale dans le méme temps. La
technique et le matériel sont superposables a ceux de I’amniocentése. Le geste
doit étre rapide. [145]

6. le dosage des enzymes et métabolites

Les anomalies congénitales du métabolisme sont des troubles dans lesquels
un défaut d’un seul gene mene a une réduction ou a une absence complete d'une
enzyme particuliere aboutissant a une accumulation de métabolites. Le
diagnostic peut étre possible par le dosage direct d’un métabolite ou d’une
enzyme. (Dans certains cas, le géne responsable est connu et permet de poser le
diagnostic). Ces maladies sont individuellement rares et elles comprennent ces

differents types d’anomalies:

Les troubles du métabolisme des acides aminés et des peptides, par exemple, la

phénylcetonurie (PCU), la maladie du sirop d'érable de I'urine, I’homocystinurie

»  Les Troubles de métabolisme des acides organiques par exemple, acidémie
propionique, acidémie méthylmalonique

» Les Troubles du métabolisme glucidique par exemple, maladies de

surcharge en glycogeéne, la galactosémie
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» Les troubles de l'oxydation des acides gras comme le déficit en chaine
moyenne d’acyle CoA déshydrogénase (MCAD)

» Les troubles de surcharge lysosomale, par exemple, la
mucopolysaccharidose (MPS), la maladie Niemann-Pick et la maladie de
Gaucher

» Les troubles péroxysomiales par exemple, I’adrénoleucodystrophie, le
syndrome de Zell-weger, la maladie de Refsum

» Les troubles du metabolisme des métaux, par exemple, la maladie de
Wilson, et le syndrome de Menkes.

Si le gene codant de lI'enzyme spécifique a été identifie, le diagnostic
prénatal est simple. Cependant, quelgues couples se présentent pour la premiere
fois, lors d’une grossesse précoce avec des antécédents familiaux de troubles
métaboliques, laissant ainsi un temps insuffisant pour le diagnostic moléculaire.
Dans d'autres cas, un enfant affecté peut étre décéde avant I'analyse moléculaire.
Le plus souvent, il s’agit d’une transmission selon le mode autosomique

récessif, ce qui établit un risque de récidive de 1 /4.

Les niveaux de déficit enzymatique peuvent apparaitre sur un spectre a un
tel point que la distinction entre les individus saints, les hétérozygotes (des
porteurs saints) et les individus affectés, peut ne pas étre facile; donc ce type
d'analyse doit étre entrepris dans un laboratoire suffisamment expérimenté pour

interpréter les résultats. [142]
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Chapitre V :

Discussion des differentes méthodes du
diagnostic anténatal

chromosomique
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A.Place de I’amniocentése du deuxieme trimestre face a I’amniocentése

precoce

Les résultats de I’essai canadien a grande echelle, multicentrique,
prospectif et randomisé [51 ; 146] qui a comparé I’AP (de la 11°™ & la 12°™
semaine et 6 jours) et I’amniocentése du deuxiéme trimestre (de la 15°™ & la
16°™  semaine et 6 jours) ont confirmé les conclusions d’autres essais
randomisés plus petits. On a constaté des différences importantes entre I’AP et

celle pratiquée au deuxiéme trimestre, pour les issues suivantes :

1. Le nombre total de pertes feetales, avant et aprés I’intervention, les
mort-nés et les déces néonatals (7,6 % pour I’AP contre 5,95 % pour

I’amniocentese du deuxieme trimestre),

2. Les pieds bots a la naissance (incidence de 1,3 % dans le groupe

précoce, comparé a 0,1 pour le groupe du deuxieme trimestre)

3. La perte de liquide amniotique (3,7 % pour le groupe précoce,

comparé a 1,5 % au deuxiéme trimestre)

4. Les échecs des cultures cytogénétiques étaient plus vraisemblables
dans le groupe de I’AP (1,8 % pour I’amniocentese précoce contre 0,2 % pour
I’amniocentése au deuxieme trimestre), ce qui a obligé d’avoir recours a des
techniques de diagnostic prénatal invasives pour ces femmes si un diagnostic

supplémentaire s’avérait nécessaire.

Dans les deux groupes, il n’y a pas eu de différences importantes dans
I’incidence des maladies respiratoires neonatales ou des dislocations

congenitales de la hanche.
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B.Place de I’amniocentése du deuxieme trimestre face au PVC

= Un essai comparatif et des études de cohortes a montré que
I’amniocentese pratiquée au cours du second trimestre de grossesse est un outil
extrémement précis et fiable pour le diagnostic prénatal de la T21.
[146]

= Le PVC par voie transcervicale lors du premier trimestre est une solution
de rechange a [I’amniocentese pour le diagnostic des anomalies
chromosomiques. Il a permis d’obtenir un diagnostic prénatal exact chez plus de
99 % de femmes a haut risque dans des essais visant a comparer cette méthode a
I’amniocentése et dans des études de cohortes [48]. L’amniocentese est
nécessaire pour préciser le diagnostic ou obtenir un caryotype en cas d’échec

du PVC, ce qui se produit chez 5% des femmes.

= Le PVC par voie transabdominale est une nouvelle technique qui peut
remplacer le PVC par voie transcervicale et son degré d’exactitude est
comparable [147]. Le choix de I’une de ces deux méthodes dépend surtout de la
position du placenta et de I’expérience de la personne qui effectue le

prélevement.

= L’amniocentése et le PVC sont tous deux associés a un risque accru de
perte feetale. Selon certaines études, I’amniocentése comporterait un risque de
0,8 %, et le PVC, un risque variant de 1 a 1,5 % [148 ; 147].

Par contre, les résultats du Canadian Multicentre Randomized Trial [49]
ont montré que les risques de pertes feetales attribuables a I’amniocentese
pouvaient étre aussi bas que 0,04 % lorsque les interventions sont pratiquées par

des experts.
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= Comparativement a I’amniocentese pratiquée au deuxieme trimestre, le
PVC est associé a plus de problemes techniques et d’échantillonnage, a plus de

résultats faux positifs et faux négatifs, et a plus d’avortements spontanés.[149]

Dans les essais qui ont éte réalisés sur I’amniocenteése et le PVC, la taille
des échantillons est trop restreinte pour permettre la détection et I’évaluation

statistique des rares effets indésirables.

= Un essai randomisé effectué récemment avait pour objectif d’évaluer
I’innocuité et la précision de I’amniocentése et du prélevement transabdominal
des villosités choriales (PVC) lorsque pratiqués entre la 11leme et la 14eme

semaine de gestation [150].

Deux groupes ont été formés de facon aléatoire a partir de 3 775 femmes
(1914 par PVC; 1 861 par amniocentese). La mesure de I’issue primaire d’une
perte feetale suivant un accouchement pré-terme avant la 28°™ semaine de
gestation dans le cas de feetus normaux sur le plan cytogénétique était semblable
dans les deux groupes (2,1 % pour le PVC par rapport a 2,3 % pour

I’amniocentese).
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Tableau IV : comparaison entre amniocentése classique et PVC. [150]

Amniocentése PVC
Procédé Liquide amniotique prélevé au moyen | Les villosités choriales sont prélevées au moyen dun
d'une aiguille et dune seringue cathérer er d'une seringue transcervicale (TC) ou
par ['insertion transabdominale (TA) d'une aguille
Maoment de la 15* 4 k17 semaine de b 10% a4l 11* &7 semaing

(> 12 semaines : PYC TA seulement)

prélévement d'un échantillon

Risque additionnel d'avortement | de 0.5 4 10 % TAdelal®%

spontané d & l'intervention TCdelad %

Risques de malformation feetale | — 113 000 malformations vasculaires des membres
Chances de réussite du Environ 99 % Environ 99 %.En cas d'échec, on peut pratiquer une

Temps requis pour un diagnostic
cytogénétique

de | 4 3 semaines
{FISH peut &tre possible)

de 2 4 3 semaines (on peut utiliser la technique
directe rapide dans des cas précls)

Précision (chromosomes) Trés précis

Aneuploidie et réarrangement

structurel majeur

Mosalcisme Miveau 3 - rare Placenta confing - de |04 20 %

Anomalie de la moelle épinigre
par défaut de soudure [ATM)

LAFP dans le liquide amniotique
dérecte erviron 95 % des ATN

Dautres tests sont requis pour la détection

C. Place de I’'amniocentése précoce face au PVC

L'amniocentese a l'avantage de révéler les anomalies du tube neural et les

defauts de la paroi abdominale, méme en début de grossesse. La simplicité de la

procedure d'echantillonnage et de manipulation du prélevement a augmenté la

volonté d'introduire au début I’amniocentése comme une procedure standard.

L'amniocentése avant l'age gestationnel de 16 semaines a été evaluee

comme une alternative possible au PVC, bien que moins de cellules feetales

soient disponibles avant la 16° semaine.
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I'amniocentese précoce ont montré sa faisabilité entre 11 et 14 semaines, mais
les taux d'échec de culture sont généralement plus élevés que lors des semaines

plus tardives.

En plus de la plus grande fréquence des problémes respiratoires et de
deformation des membres que I’ AP occasionne, plusieurs études ont montré que
ce dernier comparé au PVC notamment par voie transabdominale, entraine plus
de pertes feetales. En effet Nicolaides et col.[151] ont publié une étude
comparative entre I’AP et le PVC par voie transabdominale et ont trouvé un taux

respectif de perte feetale de 4.9 et 2.1%.

D.Place du PVC transabdominal face au PVC transcervical

Les Comparaisons relatives a la sécurit¢ des PVC transcervicaux et
transabdominaux ont commence en 1991, mais les quelques comparaisons
étaient faites soit par des centres évaluant moins de 1 500 cas dans chaque
groupe ou sur une grande étude collaborative utilisant des compétences
différentes de nombreux centres et praticiens [152 ;153]. Depuis 1984, le centre
de diagnostic prénatal de I'Université de Californie a San Francisco, a effectué

plus de 10 000 PVC, la majorité faite par trois praticiens.

Cette cohérence dans les compétences exprimées sur un grand nombre des
procedures fournit une occasion unique d'évaluer I'évolution des taux de perte
feetale et d'examiner les relations entre les modes d'apprentissage des approches

transcervicales et transabdominales.

A partir d’Avril 1984 a Septembre 1992, 9000 femmes enceintes chez qui il
y avait une indication pour un diagnostic prénatal avaient bénéficié d’un PVC.

2573 PVC ont éteé réalisés uniguement par voie transcervicale et avaient un taux
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de perte feetale globale de 125 sur 2440 ( 5,12% ) . Avec l'ajout de la voie
transabdominale, le taux global de perte feetale est tombé a 185 sur 6030
(3,07%). Le taux de perte feetale par voie transabdominale était initialement plus
éleve que celui de la voie transcervicale a l'introduction de la voie
transabdominale en Avril 1987 jusqu’en Déecembre 1988; les taux éetaient a peu
pres égaux au debut de 1989, puis les taux de perte par voie transabdominale se
sont ameéliorés progressivement. Le taux de perte a également été amélioré au fil
du temps pour la voie transcervicale mais pas aussi rapidement. En Septembre
1992, pres de 5 ans apres le début du PVC par voie transabdominale , les
malchances de survenue de perte feetale apres un PVC transcervical étaient 2,5
fois plus grande que la probabilité d'une perte feetale apres un PVC par voie

transabdominale .[154]
Commentaire :

Des études antérieures comparant les taux de perte par voie transcervicale
et transabdominale sont faites soit par un seul centre avec relativement peu de
cas ou par la collaboration de plusieurs centres ayant des compétences, des
méthodes, des instruments, et expériences différents. Brambati et al. [152] ont
effectué une étude randomisée de PVC transabdominaux et transcervicaux sur
1194 femmes et n'ont pas trouvé de différence significative sur les taux de perte
feetale, mais le PVC transabdominal a nécessité moins de répétition d’insertion
d’aiguille. Deux grands centres de soins obstétricaux au Danemark ont
randomise les voies transabdominales ou transcervicales sur 2882 femmes et
ont trouvé un significatif taux de perte feetale plus élevé apres PVC transcervical
[147].
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Une grande étude collaborative impliquant huit centres sur 3999 femmes
n’a trouvé aucune différence sur les taux de perte entre les deux voies

d'échantillonnage.

Tout ceci montre I’avantage de la voie transabdominale par rapport a la
voie transcervicale mais a condition d’ameéliorer la qualité de la prise en charge
et d’éviter un traitement aléatoire des patientes par un choix réfléchi (non
standardisé) des procédés afin d’éviter les biais de sélection et de soumettre

chaque patiente a la technique la moins dangereuse et la plus adaptée.

Conclusion :

Dans des circonstances optimales (un seul centre, un grand nombre de
patientes, quelques opérateurs, technique en conformité, le choix de l'opérateur
de la meilleure approche), le prélevement transabdominal de villosités choriales
peut étre en soi plus sdr que le prélevement transcervical de villosités choriales.
[154]

E.Place de la cordocentése précoce dans le diagnostic prénatal

Des cordocenteses tres précoces (entre 12 et 16 semaines) ont été réalisées
avec un taux satisfaisant de succes et cette technique a été proposée comme une
alternative au PVC pour le diagnostic des hémoglobinopathies pendant le
premier trimestre [155; 156]. Le sang feetal offre un plus large spectre
d’information diagnostique que I’amniocentese et le PVC mais pour un méme
age gestationnel, la cordocentese précoce entraine plus de complications feetales

que ces deux methodes. [156]
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F.Place de la cordocentése tardive face a I’amniocentése tardive

Les resultats du caryotype effectué par amniocentese tardive suite a la
découverte de malformations a I’échographie du 3° trimestre mettent du temps
pour sortir. L’éviction d’une interruption de grossesse proche du terme ne peut
se faire que par d’autres moyens plus efficaces. Il semble donc que la réponse
logique a la découverte de ces malformations tardives de I’échographie soit la
cordocentese qui se pratique sous contréle échographique avec une obtention de
caryotype en 48 h. Le taux de perte feetale attribuable a ce geste est estimé dans
une population a bas risque a 1% [157]. Ce taux présente cependant une
variation tres importante selon les séries publiées allant de 0a 12% avec
I’existence d’une corrélation négative entre le taux de perte feetale et la taille des
séries publiées. Un argument souvent avancé pour le recours a I’amniocentese
est la « simplicité » de sa réalisation alors que la cordocentese nécessite encore a
ce jour des mains plus entrainées. Un elément de réponse est que I’indication et
la reéalisation d’un caryotype feetal ne prétendent pas étre simples et que
simplicité n’est pas synonyme de sécurité. La capacité de realisation d’une
cordocentese suit une courbe d’apprentissage et le taux de pertes feetales semble
étre maximal pendant cette courbe d’apprentissage ou si elle n’est pas
régulierement pratiquée [158]. D’autre part, le délai de 48 h pour obtenir le
résultat du caryotype permet rapidement soit de rassurer la patiente si celui-ci est
normal, soit d’envisager si les parents le souhaitent, une interruption de
grossesse. Certaines malformations comportant par exemple un hydramnios
entrainent, de plus un risque d’accouchement prématuré qui rend urgente la
connaissance du caryotype et ne rendent pas pertinent le délai de 15 jours a trois

semaines de I’amniocentese. L’utilisation de la technique de FISH permet
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d’obtenir des résultats rapides en 24- 48 h apres amniocentese mais seulement

pour les aneuploidies des chromosomes 13, 18, 21, X et Y. [159]

G. Place du diagnostic anténatal a partir du sang maternel

Plusieurs techniques de biologie moléculaire ont été utilisées pour I’analyse
génetique des cellules feetales circulant dans le sang maternel. L’amplification
génique par PCR qui permet I’analyse des quantités infimes d’ADN (parfois
I”’ADN d’une seule cellule suffit), a été utilisée avec succes pour le diagnostic de
maladies génétiques monogeniques mais la cherté et la lourdeur des protocoles
ne permettent pas d’utiliser ces techniques en routine. La technique de FISH
permet de mettre en évidence des aneuploidies et des réarrangements

chromosomiques sur des cellules circulant dans le sang maternel.

L’analyse de I’ADN fcetale dans le sang maternel s’affranchit des
probléemes d’isolement et d’enrichissement, prealables a I’étude des cellules
feetales. Elle est ici directe et relativement simple puisqu’elle ne requiert qu’une
« simple » extraction des acides nucleiques a partir du sang maternel. Toutefois,
la quantité d’ADN fcetal circulant est trés faible, particulierement au cours du
premier trimestre de la grossesse (environ 25 copies/ml de sérum), or c’est
précisement durant cette période de la grossesse que le DPN est
préferentiellement réalise. L’analyse de I’ADN feetale circulant requiert donc
une méthode tres sensible mais surtout fiable ; elle reste donc une analyse tres
délicate a mettre en ceuvre, réservée encore a quelques laboratoires tres
spécialisés. Une étude récente [160] vient d’ailleurs de confirmer la grande
variabilité des résultats selon les laboratoires, la sensibilité de la détection allant
de 31 % pour certains a 97 % pour d’autres. La technique de choix est

indiscutablement aujourd’hui I’amplification génique par PCR en temps reéel
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(avec utilisation de sondes d’hybridations spécifiques) en raison de sa sensibilité
et de sa specificité, mais surtout en raison de I’importante sécurité d’analyse
gu’elle procure (absence de contamination). Associée a des procédés
automatiques d’extraction des acides nucléiques [161], la PCR en temps réel a
une fiabilite jamais égalée par les méthodes conventionnelles qui devraient étre
proscrites dans I’analyse de I’ADN feetale circulant. La limitation majeure de
I’analyse de I’ADN fcetale circulant tient a I’impossibilité d’analyser les
sequences géneétiques d’origine maternelle puisque le feetus partage pour moitié

son génome avec sa mere.

H. Synthéses

Malgré I’efficacité de I’amniocentese classique, un inconvénient majeur
réside dans la lenteur du diagnostic obtenu généralement entre les 15° et 18°
semaine de grossesse. Ceci a entrainé la nécessité de recourir a une méthode de
diagnostic permettant d’obtenir un diagnostic dans un meilleur delai afin de
diminuer I’anxiété de I’attente chez les parents et de faciliter une IGM si
toutefois cette derniére venait a étre indiquée. C’est dans ce contexte que le PVC
a été introduit. Le PVL permet I'évaluation du caryotype fcetal par prélevement
tanscervical, au mieux transabdominal, d'une partie du placenta pendant le
premier trimestre. Le PVL est d’habitude fait entre 10 et 13 SA et les différences
de culture font que le temps nécessaire pour le caryotypage soit plus court que
celui de I'amniocentese classique (7-14 jours contre 21), ce qui rend possibles
des interruptions de grossesse plus précoces en cas d'une anomalie feetale. Mais
cette derniere en plus d’occasionner plus de fausses couches, s’est revélée étre
moins fiable que [I’amniocentese classigue quant au diagnostic du fait

principalement de I’existence d’un mosaicisme du placenta qui peut révéler un
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caryotype anormal alors que le feetus est tout a fait normal. Ce qui rend compte
de la possibilité de recourir a une IMG alors que le feetus est sain ! La nécessité
de recourir a une technique de depistage précoce, fiable et plus sire comme
alternative s’est faite sentir. L’amniocentese précoce pendant le premier
trimestre a été donc proposée. Apres avoir donné mauvaise impression dans un
premier temps par ses complications notamment les pertes feetales plus
importantes que celles de ses prédécesseurs, elle semble, avec I’avenement des
échographies a haute résolution et des techniques d’amniofiltration, apporter
beaucoup de solutions aux problemes souleves plus haut. L’amniocentese
tardive quant a elle semble perdre sa place face a la cordocentese qui s’est
aveérée plus efficace lorsque des anomalies feetales sont découvertes pendant le
troisieme trimestre. Quand elle est réalisée pendant le premier trimestre, la
cordocentese apporte plus d’informations diagnostiques par rapport a
I’amniocentese et au PVC mais occasionne malheureusement plus de
complications. Avec I’avénement de la QF-PCR, la celocentése offre une
précocité diagnostique meilleure que celle de I’amniocentése précoce mais les
risques de fausses couches liés a cette methode nécessitent d’étre mieux étayés
par des études larges. La véritable solution a ce probléme de perte feetale qui a
toujours hante les patientes et les praticiens réside dans les nouvelles méthodes
non invasives de diagnostic anténatal a partir d’un simple prélevement de sang
maternel ou a partir des cellules transcervicales. L’utilisation des cellules
feetales circulant dans le sang maternel se heurte principalement a des problémes
d’isolement et d’enrichissement. L’ ADN fcetale circulant n’est pas contenu dans
un noyau cellulaire et s’affranchit des problemes d’isolement et
d’enrichissement, préalables a I’étude des cellules feetales. Mais comme

évoquee précédemment, la limitation majeure de son analyse tient a
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I’impossibilité d’analyser les séquences génétiques d’origine maternelle puisque
le feetus partage pour moitié son génome avec sa mere. La démonstration que
des ARN feetaux sont également présents dans la circulation maternelle ouvre de
nouvelles perspectives ; ces transcrits etant produits par des cellules du placenta,
leur analyse est indépendante du génome maternel et peut donc étre élargie a
I’ensemble des feetus, quel que soit leur sexe. C’est sans doute une voie d’avenir
extrémement intéressante. Le diagnostic anténatal a partir du sang maternel
nécessite des techniques de biologie moléculaire, qui en plus de ne pas pouvoir
déceler certaines anomalies chromosomiques principalement a cause des
difficultés d’interprétations, sont colteuses et soulevent des questions éthiques

complexes.

Toutes les techniques que nous avons vues présentent des avantages et des
inconvénients. L’objectif des travaux de recherche dans le cadre du diagnostic
anténatal est I’obtention d’une methode fiable, reproductible, facilement
interprétable, non colteuse (au point d’étre accessible a toutes les couches de la
société) et n’occasionnant pas de complications pour la mere et le feetus. A ce
jour, aucune méthode ne réunit tous ces avantages et ne peut donc étre utilisée
uniformément pour toutes les patientes. Le choix d’une methode doit se faire au
cas par cas en prenant en compte plusieurs parametres dont : le terme de la
grossesse, le niveau de risque d’existence d’anomalies chromosomiques, les
risques de survenue de complications imputables aux procédeés, le choix éclairé
des parents, « I’importance » de la grossesse, le colt du procédé et le niveau

socio-économique des parents.
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Chapitre VI:

Ethique des moyens et aboutissements
du diagnostic antenatal

chromosomique
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Le debat entourant la question du diagnostic prénatal souleve une multitude
d’enjeux ethiques et spécialement si on en imagine une utilisation de plus en
plus grande. Ce type de test est-il vraiment utile ? Sommes-nous préts a utiliser
I’information génétique ? On peut également s’interroger sur le retour d’un «
eugénisme nouveau » car dans le cas du diagnostic prénatal la ligne est mince
entre prévention et sélection. Il y a également le probleme de I’utilisation a des
fins médicales (par exemple pour la sélection du sexe) qui inquiete beaucoup de

gens.

Plus que jamais, va se poser le probleme du choix que souhaitera faire la
patiente (le couple) vis-a-vis de son désir de connaitre une anomalie
chromosomique feetale avant la naissance, ou a I’inverse de ne pas savoir. Il est
évident que I’information loyale donnée aux patientes et aux couples et le
recueil de leur consentement devra rester une étape cruciale du processus. Ce
n’est pas une étape aussi simple qu’on peut le penser. En effet, certaines études
montrent que I’information fournie aux patientes sur le dépistage de la trisomie
21 tel qu’il est actuellement pratiqué, en particulier au premier trimestre de la
grossesse, ne donne pas a toutes les patientes une bonne compréhension leur
permettant une reelle autonomie de choix [162,163] et un vrai respect des
principes éthiques [163]. Il faudrait donc réflechir a faire progresser aussi vite
que les techniques de génétique, la formation des personnels qualifiés pour

transmettre les informations.

A.Probléme du consentement éclairé

Un des aspects qui revient souvent, surtout lorsqu’on touche a I’aspect
juridigue du débat, est le consentement libre et éclairé qui doit étre donné par les

parents. Avant toute procédure on doit fournir aux parents toute I’information
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relative aux risques reliés au prélevement, leurs contraintes et les éventuelles
conséquences. C’est comme suite a cette seance d’information que les parents
accordent (ou non) un consentement libre et éclairé. Est-ce que tous les aspects
(positifs et négatifs) sont réellement abordés ? Dans le cas d’un résultat positif
c’est le r6le de I’équipe médicale de fournir aux parents toute I’information
nécessaire entourant I’anomalie détectée avant qu’ils prennent leur décision

finale puisque celle-ci doit étre prise en toute connaissance de cause. [164]

B.Problémes des indications du diagnostic anténatal

Une autre étape de la réflexion sera de déterminer ce que I’on voudra que la
technologie mette en évidence. Devra-t-on dépister toutes les anomalies
chromosomiques déséquilibrées ? Certaines sont aussi graves, voire plus graves
gu’une T21 (delétions 4p ou 5p, par exemple), d’autres peuvent avoir des
conséquences mineures (syndrome de Klinefelter), ou aucune consequence
(double Y). Le méme raisonnement s’applique aussi pour les mutations géniques
responsables de maladies genétiques graves. Certaines d’entre elles ont des
conséquences tout a fait dramatiques, d’autres permettent une vie dans un état de

santé tout a fait acceptable. [165]

Iy a le risque inhérent a toute pratique medicale. Suite a une
amniocentese, le risque de fausse couche est d’environ 1%, ce qui représente,
d’apres la Coalition pour la santé sexuelle et reproductive, un risque assez élevé.
En effet, la littérature confirme que méme si ce pourcentage semble faible le
risque est non négligeable dans le cas d’un feetus sain [166]. Il est important de
souligner que les faux positifs sont évalués a 5%. Une femme peut donc

demander une IMG alors qu’en realité son enfant est en parfaite santé [167].
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Il 'y a plusieurs raisons pouvant expliquer des résultats erronés c’est
pourquoi une rigueur de manipulation est essentielle a chacune des étapes, lors
du prélevement, de la mise en culture ou encore lors du traitement des cellules.
Ce qui importe c’est que les parents soient bien informés des limites des tests
[168].

Faudra-t-il gu’une autorité supérieure ou un « comité de sages » decide ce
gu’il sera bon de dépister sur I’ensemble d’une population, ou bien faudra-t-il
développer differents filtres informatiques laissant certains choix aux couples ?
On s’apercoit que ces avancées technologiques peuvent arriver a soulever de
réels debats de société. Les pratiques de dépistage des maladies graves et
incurables ne doivent pas étre ressenties comme de I’eugénisme. Mais, par
ailleurs, les couples ne doivent pas avoir le sentiment qu’ils ne peuvent pas

bénéficier dans leur pays de techniques existant ailleurs. [165]

C.Probléeme de I’eugénisme

Nous vivons dans une société de performance qui voue un culte a la beauté
et ou il faut performer dans chaque sphere de notre vie, et méme lorsqu’il est
question de reproduction. Le DPN est un outil venant renforcer cette tendance
normative des sociétés et qui influence le comportement des futurs parents
[169]. Aujourd’hui, qu’est ce que cela peut bien vouloir dire « étre normal » ?
Est-il possible de distinguer le normal de I’anormal ? La définition de ce que qui
est normal ou pas nous parait bien évidente lorsqu’on fait usage du mot,

cependant le terme est beaucoup plus complexe qu’on puisse le croire.

L’objectif du DPN est-il d’aider les futurs parents a avoir des enfants en
bonne santé, en tenant compte des risques génétiques ? » [ 170]. Est-il de

donner aux parents I’information nécessaire pour mieux les préparer a la venue
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de leur enfant infirme méme avant la naissance ? [171]. Ou encore, d’identifier
les feetus atteints de malformations pour ainsi provoquer I’avortement, en
d’autres termes I’avortement sélectif dans I’espoir de favoriser une nouvelle
grossesse normale? [172]. Mais on expose sans detour la finalité de I'IMG :
1’IMG pour motif feetal est destinée a éviter la naissance d’enfants grandement
handicapés  [173]. Dans ces conditions, on soupgonne le DPN et I'IMG de
constituer une forme larvée d’eugénisme : quelle que soient les intentions, ne

sont-ils pas une sorte de sélection des feetus admis a vivre ?

D.Préjuagés et discrimination envers les handicapés

Il est important de se poser la question a savoir quelle image est projetée
sur les handicapés vivant en societe ? On tente par I’utilisation du DPN d’éviter
la naissance d’enfant atteint de certaines anomalies, mais comment cela est-il
percu par les personnes atteintes de ces handicaps et vivant en société ? Si on
regarde la question sous un angle tres large et sachant que la majorité des tests
positifs se suivent par une interruption de grossesse, le diagnostic prénatal ne
renvoie-t-il pas comme message aux handicapés que leur vie ne vaut pas la
peine d’étre vécue et qu’ils auraient mieux fait de ne pas venir au monde ? Une
étude a demontré qu’un grand nombre de personnes handicapées est frustré de
voir a quel point on banalise I’interruption thérapeutique de grossesse. On fait
également référence au paradoxe médical puisque d’une part on élimine des
feetus atteints d’une anomalie alors que de I’autre c6té on s’acharne a maintenir
en vie des bebés qui n’auraient pas survécu sans les nouvelles technologies
médicales [174]. Pour contrer I’argument du danger de la stigmatisation, on cite
par exemple qu’il n’y a pas de « message clair » envoyé dans le fait de vouloir

subir le DPN. Il y a plusieurs raisons qui peuvent motiver, par exemple, on cite
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le cas de parents avec un enfant handicapé, et qui n’auraient pas les ressources
émotives et financieres pour en supporter un deuxieme. Toutefois, le probleme
va plus loin et on peut se demander si ce qui serait insupportable pour les
parents I’était pour I’enfant. Il est vrai que dans certaines situations le DPN
permet d’éviter la naissance d’un enfant tres lourdement handicapé et dont la vie
serait sans doute difficile [175]. On sait également que dans les pays développés
les maladies génétiques et les malformations congenitales sont la deuxieme
cause de mortalité chez le nourrisson et I’enfant [176]. L’Etat a une grande place
a jouer afin d’éviter cette stigmatisation. Il est essentiel, si on veut démontrer
que tous ont une place égale en sociéte, de s’assurer que les infrastructures

nécessaires sont en place pour répondre aux besoins de chacun [177].

Certains handicaps se déeveloppent avec I’a4ge ou encore a cause de facteurs
environnementaux prédisposant. En effet, 85 % des adultes handicapés ont
développé une déficience apres I’age de 13 ans. Le diagnostic prénatal étudie les
caractéristiques génétiques, cependant pour 90 % des enfants handicapés la
source de la déficience est autre que génétique (ex. : facteurs sociaux). Le risque
de devenir handicapé est plus grand pour des raisons qui ne sont pas d’ordre
génétique par exemple le vieillissement, les conditions environnementales ou la

pauvrete [167].

De plus, certains tests permettent de détecter des handicaps qui
apparaissent tardivement. Le but premier du DPN est d’éviter des vies pleines de
souffrance, mais on connait désormais les genes associés a des maladies qui se
développent a 40, 50 ou 60 ans. Est-ce que cela vaut la peine de tuer un feetus
pour qui, la vie aurait été des plus normales pendant 40 ans ? Qu’arrivera-t-il

lorsque nos connaissances en génétique nous permettront d’identifier les genes
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responsables du cancer ou de I’Alzheimer [178] ? Malgré que la plupart des
parents choisissent I’interruption de grossesse suite a un résultat positif il y a
tout de méme qui refusent cette option. Dans ce cas-ci, il est évident que le fait
pour les parents de connaitre I’état de santé de leur futur enfant leur permet de
mieux se préparer a son arrivée. Il y a donc stigmatisation d’un coté et son

opposeé de I’autre.

E.L’avortement selon les religions Abrahamiques

1. Selon I’Islam

Il n'y a pas aujourd'hui une position unique de I'lslam sur I'avortement, car
il y a plusieurs écoles d'interprétations qui ont des lectures différentes du Coran
et des Hadiths. Et il est dans la logique des choses que ces écoles repondent aux
problémes nouveaux que posent les phénomenes nouveaux comme l'avortement

de masse.

La législation islamique a pour vocation de préserver cing composantes de
la société sans lesquels une vie harmonieuse serait impossible. La connaissance
de ces cing aspects nous permettra en dépit de la divergence entre les différents
courants, de pouvoir trouver les arguments les plus corrects puisque de toute
évidence, un jugement ne peut étre correct que s’il est en phase totale avec les
fondements de I’islam. Les cing composantes que I’Islam cherche a préserver
sont : la religion (ex : interdiction de la mécréance, obligation de la priere), la
vie (ex: interdiction du meurtre et obligation de s’alimenter), la raison (ex :
interdiction de I’alcool et drogues), I’honneur et la perpétration de la filiation
(ex : interdiction de I’adultére et obligation d’avoir une progéniture parfois), les
biens matériels (ex : interdiction du vol et du gaspillage).
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La vie et la filiation sont les deux aspects qui sont principalement a
préserver quand on parle de la phase intra-utérine de I’existence de I’étre
humain. On peut se faire une idée de lI'importance reconnue au feetus lorsqu'on
considere le fait que la jurisprudence musulmane autorise a la femme enceinte
qui craint pour la santé du futur bébé de ne pas jelner durant le mois de
Ramadan (et de remplacer les jours ainsi manqués plus tard) alors que la
pratique du jedne du Ramadan compte parmi les cing piliers les plus importants
de I'lslam. [355 ua 2 a cabad (Y jadl) zeid],

Plus révelateur encore: a I'époque du Prophete Mouhammad, une femme
était tombée enceinte apres avoir commis l'adultere. Comme elle était venue se
dénoncer devant le Prophete, celui-ci prit la décision dappliquer la peine
capitale prévue, mais pas avant que la femme en question n'eut accouché et

complété la période d'allaitement. [203 ue <11 a U3l Qb calia graual]

Un troisieme aspect montrant I’obligation de preserver la vie de I’embryon
réside dans le fait que I’Islam reconnait un certain nombre de droit a I’étre
humain méme avant la naissance comme en témoigne ce verset « Et si elles sont
enceintes, alors pourvoyez a leur besoins jusqu’a ce qu’elles aient accouche... »
[Coran, Sourate 65, verset 6]. Apres le divorce, le mari n’a plus I’obligation de
nourrir son ex-épouse mais puisque la nutrition de I’embryon ne peut se faire
que par I’intermediaire de la mere alors il devient obligatoire de nourrir la

femme pour préserver la vie et la santé de I’embryon ou du feetus.

Tous ces éléments évoqués montrent la sacralité de la vie de I’étre humain

durant tous les stades de son existence.

Le jugement des savants differe selon le stade de développement de

I’embryon ou du feetus.
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a- L'avortement apres I'insufflation de I'ame

Dans un certain nombre de Hadiths authentiques ou sont détaillées les
différentes étapes du développement embryonnaire, le Prophéte Mouhammad
affirme que I'ame est insufflee dans le feetus au terme du quatrieme mois de
grossesse (120 jours). [351 ua <6 a ASiDlall 83 iy ¢ g JA puaual

C'est pourquoi les savants musulmans considerent unanimement que, passé
la limite de quatre mois (120 jours), I'avortement est strictement interdit. Avorter
dans un tel cas de figure est considéré comme étant un acte d'infanticide et est
assimilé a un crime en Islam. Le grand savant Ibn Taymiyyah écrit dans une de
ses « fatawas » [217 ua 4 a dzadi (¥ (s 98 £ gana] que cet acte reléve du "wa'd"
(enterrement d'un enfant vivant), a propos duquel Allah dit sur un ton

d'avertissement dans le Coran:

« Et lorsqu’on demandera a la fillette enterrée vivante, pour quel péché elle

a été tuée » [sourate 81- verset 9/8]

Cependant, si le fait de conserver ce feetus met la vie de la mere en danger,
et gu'il ne soit pas possible de la sauver sans provoquer I’avortement, dans ce
cas, certains savants affirment que l'avortement est toléré, méme si I’ame a déja
été insufflée, en vertu de la regle en Islam, qui veut que, lorsqu'on est obligé de
choisir entre deux maux, on doit opter pour le moindre des deux. Dans ce cas
précis, il est évident que la mort de la meére est une perte beaucoup plus grande
que celle du foetus. [Agamd) 4 jal) dslan B slalsal) JLS Aia ) 3]

b- L'avortement avant l'insufflation de I'ame
= Ecole hanafite: Si I'dme n'a pas encore été insufflée et le futur enfant se

trouve encore a I'etat embryonnaire, selon I'école hanafite, la femme peut avorter
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dans un cas de grande nécessité et pour une raison valable. Si une femme avorte
sans raison valable alors que les membres et les organes du feetus avaient déja
commence a se former, elle aura le péché davoir commis un crime. Et méme si
les membres et organes du feetus n'ont pas encore commencé a se former, il n'est
pas permis de proceder a un avortement sans raison valable. Cependant, le péché
est moindre. Une partie des savants de cette école n’accorde aucun statut
juridigue a I’étre humain pendant ce stade et juge que I’avortement est permit a
la simple demande. [l 4 g giSall 43lsf g adla) 484Y]

Les raisons valables pour un avortement peuvent étre par exemples:

<~ Laprésence du feetus met en danger la vie ou la santé de la future mere

<> La poursuite de la grossesse compromet la vie d’un jeune nourrisson par
defaut d’allaitement dans une situation ou il n’y a pas d’autres possibilités

<~ La femme est tombée enceinte a la suite d'un viol et elle ne désire pas
garder cet enfant.
= Ecole hambalite: l'avis de I'école hambalite sur cette question est

similaire a celle de I'école hanafite.
= Ecole chéféite: Il y a principalement trois avis qui sont rapportés

concernant l'interruption de la grossesse avant lI'insufflation de I'ame:

<> Une opinion est assez proche de celle des hanafites.

<> L'autre avis est gqu'il est permis mais déconseillé (“Makrouh™) d'avorter
avant 40 jours de grossesse. (Si cela devait se faire, I'accord des deux epoux
serait nécessaire.) Apres 40 jours, I'avortement est strictement interdit.

<~ L'avortement est interdit depuis le moment ou a lieu la fécondation. Cette
troisieme opinion est celle qui a été retenue par I'l'mam Abou Hamid Al
Ghazali [47 ue 2 a N 3 dda Y (pall agle clial]
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= Ecole malékite: L'avis le plus fiable au sein de I'école malekite est que
I'avortement est interdit depuis le debut méme de la grossesse.

= Dans le chiisme, l'avortement est interdit a part des circonstances tres
strictes. Tant qu'il existe un potentiel pour avoir un étre humain, alors
I'avortement est interdit, qu'il s'agisse d'une semaine ou d'un jour. La vie
embryonnaire ne doit pas étre détruite quelle que soit I'étape de développement.

Il est a noter que, sur cette question, bon nombre de savants contemporains
ont adopté une position qui, finalement, va dans le sens de celle qui a été définie
par les experts de I'ecole hanafite qui stipule gu’avant 120 jours, I’avortement
est interdit sauf pour des raisons valables. Les savants ne sont pas toujours
d’accord sur la nature de ces raisons.

Les cas de feetus malformes, de grossesses non désirées par un couple
marie ne peuvent étre considérés comme des raisons valables car les raisons qui
sont évoquées sont critiquées dans le Coran. En effet Allah a interdit dans la
Coran les infanticides pour des soucis économiques « Et ne tuez pas vos enfant
par crainte de pauvreté ; c’est Nous qui attribuons leur subsistance, tout comme
a vous. Les tuer, c’est vraiment, un énorme péché. » [Coran Sourate 17, verset
31]. Allah a aussi interdit les infanticides pour des difficultés de prise en charge
comme en témoigne la pratique des Arabes avant I’Islam. Les filles étaient tuées
injustement car elles étaient considérées comme une charge supplémentaire, un
handicap. Allah dit dans le Coran « Or, quand on annonce a I’'un d’eux (la
naissance) d’une semblable de ce qu’il attribue au Tout Miséricordieux, son
visage s’assombrit d’un chagrin profond. Quoi! Cet étre (la fille) éleve au
milieu des parures (handicap physique) et qui, dans la dispute, est incapable de
se défendre par une argumentation claire et convaincante (handicap intellectuel)

[Coran Sourate 43 versets 17 et 18].
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La fille était aussi considérée comme une honte comme en témoignent ces
versets : « Et lorsqu’on annonce a I’un d’eux une fille, son visage s’assombrit et
une rage profonde I’envahit. 1l se cache des gens, a cause du malheur qu’on lui a
annonce. Doit-il la garder malgré la honte ou I’enfouira-t-il dans la terre ?

Combien est mauvais leur jugement ! [Coran sourate 16 versets 58 et 59].

Les raisons evoquées pour justifier I’avortement des feetus mal formés sont
donc séverement critiquées dans le Coran et ne peuvent pas étre validées.
Toutefois un bon nombre de savant notamment de I’école hanafite ne voient

aucune interdiction dans ces cas.

Les cas d’adultere ou de fornication aussi ne peuvent étre aussi acceptés
comme raisons valables car selon plusieurs savants, la légalisation de
I’avortement dans ces cas encouragerait en quelque sorte ce péche, ce qui est en

opposition avec les regles fondamentales islamiques.

En résume, nous pouvons dire que la sacralité de la vie de I’étre humain
selon I’Islam commence depuis le stade de spermatozoide, comme en témoigne
cette parole du prophete Mouhammad, questionné sur le coit interrompu (J_~Y),
ce dernier a répondu : c’est le crime non apparent « i) af sl <l » [abua gaal,
Le crime a ce stade est blamable ou déconseillé. Le coit interrompu sert a
empécher la fécondation en occasionnant la mort de I’élement constituant la
premiére étape de I’existence sacrée de I’étre humain puisque ce dernier ne peut
continuer a vivre que s’il parvient a féconder un ovule. Le crime est non
apparent puisque le spermatozoide est tellement petit qu’il n’est pas visible a
I’ceil nu. Plusieurs savants s’accordent a dire que le crime a ce stade est
blamable (non interdit) si les deux époux cherche a eviter une grossesse afin de

permettre a la femme d’accomplir un certain nombre de taches. Selon Jabir ibn
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Abdillah, un homme est venu voir le Prophete et lui a dit : j’ai une esclave qui
s’acquitte des travaux menagers et s’occupe de nous, je m’accouple avec elle
mais je ne veux pas qu’elle tombe enceinte. Le Prophete lui a répondu : pratique
le coit interrompu si tu veux, ce qu’Allah a décide pour elle se realisera.
L’homme est resté une période puis est revenu le voir et lui a dit: elle est
tombée enceinte. Le Prophéte lui a répondu : je t’ai déja dit que ce qu’Allah a

décidé pour elle se réalisera. » [aluwa gaual.

Le coit interrompu est interdit pour d’autres raisons comme la crainte de la
pauvreté ou les difficultés de prises en charge des enfants et devient obligatoire
(ou autres moyens de contraception) si la vie de la mere sera mise en danger par
une grossesse. [136 ua «ild 3l il & ALl dadlad) |

Une fois que la fécondation s’est fait et au fur et a mesure que I’ceuf ou
I’embryon se développe, sa sacralite prend plus de valeur et parallelement,
I’interdiction de lui porter atteinte prend de I’ampleur. Ainsi, durant les quarante
premiers jours de grossesse, l'interdiction est effective car I’embryon est au stade
de goutte « 4iki» C'est pourquoi, l'avortement sera autorisé dans des cas ou la
poursuite de la grossesse entrainera une aggravation d’une maladie de la mere
comme un cancer du sein. Vouloir permettre a la femme de s’acquitter de son
travail ne peut plus étre considére comme une raison valable car une fois qu’une
grossesse était confirmee, le Prophete ne donnait plus de choix a ses
compagnons alors que I’avortement était possible a I’époque mais, il leur
demandait d’accepter la sentence divine et rendait obligatoire les dispositions
nécessaires pour la poursuite de la grossesse quitte a reporter des pratiques
obligatoires. Entre 40 et 80 jours période qui correspond au stade de | adhérence

«4dey, l'interdiction devient plus forte; I'avortement ne sera alors toléré que
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pour des motifs plus graves (par rapport a I'étape précédente) comme I’existence
d’une maladie grave n’entrainant pas la mort mais difficilement supportable par
la mere. Entre 80 et 120 jours, période qui correspond au stade de I’embryon
« 4uma », Sa Ssacralité augmente et son avortement n’est plus accepté pour une
maladie difficilement supportable par la mere mais lorsque des médecins dignes
de confiance confirme I’existence d’un risque vital pour la meére si la grossesse
est poursuivi. Les cas de viol, incestueux ou non, sont aussi considérés comme
des raisons valables avant les 120 jours si la mere le souhaite et ceci pour

préserver I’honneur d’une victime qui n’a rien a se reprocher.

Une fois que le feetus a atteint les 120 jours c'est-a-dire qu’il possede
dorénavant une ame alors la sacralité de sa vie a atteint un niveau tel que seul le
sauvetage de la vie de la mere au détriment de la vie du feetus, alors qu’ils

n’existent pas d’autres solutions, peut Iégitimer son avortement.
[ srad) Ay o) ASlaa (8 plalall JLS dda )8 5 3l ¥ quall o i o ]

En définitive, on pourra retenir que la vie de I’étre humain est sacrée selon
I’Islam, mais cette sacralité n’est pas au méme niveau selon les étapes de sa
formation. S’il est juste blamable de provoque la mort d’un spermatozoide par le
coit interrompu, I’atteinte a la vie de I’étre humain pendant les étapes suivantes
est strictement interdit. La sacralité de I’ceuf fécondé augmente au fur et a
mesure que ce dernier se développe. L’Islam ne permet I’avortement que dans
des situations de nécessité manifeste qui ne contredisent pas ses principes

fondamentaux.
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2. Selon le Christianisme

a- Selon le Catholicisme

S'appuyant notamment sur Tertullien qui affirme au 11° siécle : 1l est déja
un homme celui qui doit le devenir, dés le concile d'Elvire vers I'an 300, I'Eglise
catholique sanctionne I’avortement par I'excommunication, quel que soit le stade

de développement du feetus
b-Selon le Protestantisme

Les Eglises protestantes historiques (presbytérienne, épiscopalienne,
méthodiste...) adoptent des positions variées. L'avortement est une question
éthique, et les protestants considerent le plus souvent qu'en matiére de morale,
c'est a chacun de prendre ses responsabilités face a Dieu. Ils acceptent
généralement l'avortement en cas de grave danger pour la femme enceinte, et ne
condamnent pas formellement les autres cas. Ainsi par exemple, la Fédération
des Eglises protestantes de Suisse a soutenu la révision du code pénal donnant
aux femmes le droit de decider librement sur I'interruption d'une grossesse dans
les 12 premiéres semaines. Les Eglises évangéliques interdisent fermement

I'avortement.
c- Selon les églises orthodoxes :

En genéral elles reconnaissent que certains cas extrémes, comme un danger
de mort pour la femme enceinte, peuvent justifier un acte abortif. C'est alors a la
femme de prendre cette décision. La position des Eglises orthodoxes rejoint, sur

le plan de la morale, celle du catholicisme.
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3. Selon le Judaisme

Dans le judaisme, les positions sur l'avortement sont tirées principalement
de I'étude légale et éthique de la Bible hébraique, du Talmud, et des décisions
cas par cas des responsa (corpus de décisions écrites et réeglementations données
par des experts en loi en réponse a des questions qui leur sont adressées) et de la
littérature rabbinique. De nos jours, l'opinion juive non-orthodoxe sur
I'avortement prend en compte l'idée libérale de choix personnel ainsi que
I'opposition chrétienne a l'avortement. D'une fagon générale, les Juifs
traditionalistes s'opposent a l'avortement, avec quelques exceptions relatives a la
santé de la mere, tandis que les Juifs libéraux tendent a étre plus flexibles en ce

qui concerne les motifs pour I'avortement.

Il est écrit dans la Torah. « Il n'y aura dans ton pays ni femme qui avorte, ni
femme sterile. Je remplirai le nombre de tes jours » (Exode 23;26) Cependant,
certaines de ses dispositions concernent la vie feetale, directement ou non. La
disposition la plus sevéere est liée a l'interdiction de tuer. Cette interdiction est
directe dans le cas ou la Halakhah (regroupe I’ensemble des prescriptions,
coutumes et traditions collectivement dénommées « Loi juive ») considere que
le feetus est un étre vivant, mais les sources talmudiques ne sont pas univoques
ni méme claires a ce sujet. Pour ce qui est des autres dispositions, le respect
géneralement dd a la vie humaine (manifeste dans I'interdiction de blesser ou de
detruire la semence humaine) conduit également a argumenter contre
I'avortement. De ce fait, cet acte est généralement considéré comme « contraire a
la loi », et réprouvé en consequence. Cependant, le Talmud (le fondement de la
loi juive) ne considere qu'un feetus ne soit formé qu'apres quarante et un jours,

un avortement avant ce délai est donc considéré moins séverement.
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La loi juive autorise l'avortement si le feetus constitue une menace directe
pour lintégrité de la femme enceinte. Les limites de cette menace sont
cependant tres discutées. La Mishna( la premiere et la plus importante des
sources rabbiniques obtenues par compilation écrite des lois orales) dit
explicitement que le feetus doit étre sacrifié pour sauver la mere, parce que la vie
de la mere a priorité sur celle de I'enfant qui n'est pas né. Par suite, la plupart des
autorités rabbiniques autorisent lI'avortement en cas de menace vitale pour la
femme, mais d'autres étendent cet avis au cas du risque d'aggravation d'une

maladie physique ou psychique de la mere.
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Chapitre VII :
Le conseil génetique
[179,180,181,182,183]
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Le conseil génétique en meédecine feetale est un acte médical qui consiste, a
partir du diagnostic précis d’une affection géenétique survenue dans une famille,
a evaluer le risque de récidive dans cette méme famille. Il s’adresse a des
couples ayant eu un enfant atteint ou s’avérant inquiets sur un éventuel risque
pour leur descendance parce qu’ils sont eux-mémes atteints, ont des apparentés

atteints ou appartiennent a des populations a risque.

A.Les buts du conseil génétigue

Le conseil génétique peut déboucher sur un diagnostic prénatal s’il est
possible, mais aussi parfois sur une proposition de procréation medicalement
assistée avec donneur, voire une adoption. Il doit délivrer une information la
plus précise possible et proposer la meilleure prise en charge possible. Son but
est d’informer le couple sur I’estimation du risque, sur I’évolution de la
recherche et les méthodes d’analyse génétique. Le conseil généetique permet
d’expliquer, avec une formulation adaptée a I’interlocuteur, le mode de
transmission et le type d’analyse effectuée ainsi que ses résultats et leurs
conséquences, afin de lui permettre de bien comprendre la situation dans le
dessein de prendre les decisions qui lui conviennent le mieux. Par ailleurs, il
permet d’informer le couple sur I’état actuel du diagnostic prénatal pour les
grossesses suivantes, et quand celui-ci est possible, il précise le type de
prélevement, la fiabilité des résultats, les avantages et les inconvénients des

examens a effectuer.

Le conseil génétique doit se situer en dehors de la situation d’urgence
gu’est la decouverte systématique d’une anomalie feetale au cours d’une
échographie morphologique sans antécedents particuliers. La prise en charge

repose sur la collaboration d’une équipe multidisciplinaire permettant d’aider a
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la gestion des problemes medicaux, obstétricaux, psychologiques et éthiques

soulevés

B.Les moyens du conseil génétigue

Les moyens du conseil génétique en médecine feetale sont tous les outils

dont on dispose actuellement pour arriver a un diagnostic precis.
1- Entretien préliminaire

Un entretien préliminaire avec le couple est nécessaire pour analyser le
dossier en fournissant les explications utiles et compléter I’interrogatoire. Un
arbre genéalogique sera établi avec la famille a la recherche d’une affection
potentiellement héréditaire, il déterminera les sujets atteints et leur répartition au

fil des genérations, afin de pouvoir connaitre le mode de transmission.
2- Recours aux différentes méthodes de diagnostic anténatal

La patiente sera orientée vers la méthode la plus adaptée a sa situation.
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Conclusion
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En raison des progres fulgurants en génétique moléculaire, au
perfectionnement des techniques de prélevement qui sont devenues plus sires et
a I’avenement des nouvelles méthodes non invasives, le diagnostic anténatal
chromosomique est demandé de plus en plus et ses indications ne cessent de

croitre.

Les applications du diagnostic prénatal chromosomique soulevent des
problemes éthiques complexes puisque les maladies décelées sont généralement
inguérissables et percues comme des handicaps majeurs pour lesquels I'IMG
apparait bien souvent comme la suite logique. Le handicap fait partie de notre
société et il est exclu de I’éradiquer en pratiquant massivement des avortements
apreés un diagnostic prénatal révélant une maladie génétique. Certes, les
législations ouvrent un certain espace de liberté mais chaque individu doit
assumer cette liberté de facon responsable d’autant plus que les enjeux sont ceux
d'une vie. Ce debat nous renvoie a des problémes sociaux et politiques bien plus
larges. Anticiper systématiquement sur l'avenir d’un embryon ou d’un feetus
présentant une malformation, c’est aussi contester la valeur de la vie d’une
personne handicapée. Le combat qu’il nous faut véritablement livrer se situe
dans I’incessante déefense du respect de leurs droits en tant que membres a part

entiere de notre société, aujourd’hui et pour I’avenir,

A court terme, une réflexion éthique et pluridisciplinaire devra s’engager
sur le recours aux outils du diagnostic prénatal en génétique chromosomique,
avec pour corollaire une probable adaptation de la loi de bioéthique afin de
limiter leur utilisation aux maladies guérissable ou pour préparer

psychologiqguement les futurs parents a accueillir leur bébé malade.
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Ce travail est une revue de la littérature traitant le diagnostic anténatal
chromosomique par différents moyens.

Le diagnostic anténatal chromosomique est de plus en plus demandé et ses
moyens ne cessent de se perfectionner. Le recours aux meéthodes invasives a
s’avoir I'amniocentese, le PVC, la cordocentese ou encore la ccelocentese,
permet par I’étude du caryotype feetal ou par la biologie moléculaire de déceler
beaucoup d’anomalies chromosomiques. Mais vu les difficultés techniques, le
colt financier du caryotype feetal, le risque d’avortement non négligeable ou
d’autres complications majeures, ces méthodes ne peuvent étre proposees a
toutes les femmes enceintes. C'est pourquoi, depuis quelques années, la stratégie
consiste a integrer les nouvelles methodes non invasives telles que le diagnostic
anténatal chromosomique a partir d’un simple prélevement du sang maternel.
Les méthodes non invasives garantissent une sécurité totale au feetus et a sa
mere tout en permettant un diagnostic, via les techniques de biologie
moléculaire, plus rapide et pour plus d’anomalies chromosomiques. Toutefois,
I’utilisation de ces nouvelles méthodes est limitée par la cherté des techniques de
biologie moléculaire, I’interprétation difficile des résultats, la non exhaustivité
diagnostique et surtout les problemes éethiques qu’elles soulévent.

Chaque méthode présente des avantages et des inconvenients et aucun a ce
jour ne permet de contourner tous les obstacles pour meriter d’étre utilisée
uniformément chez toutes les patientes.

Le diagnostic anténatal ne devrait pas étre utilisé pour décider de qui a droit
ou non a la vie mais plutét pour des fins nobles de la thérapeutique ou pour la
préparation psychologique des futurs parents.
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ABSTRACT
Title: chromosomal prenatal diagnosis
Author: Diop Papa Balla

Keywords: prenatal diagnosis, karyotype, amniocentesis, chorionic villus
sampling (CVS), foetal cells in maternal blood,

This work is a literature review concerning chromosomal prenatal
diagnosis by various methods.

The chromosomal prenatal diagnosis is more and more required and its
methods keep improving. The use of invasive methods such as amniocentesis,
CVS, cordocentesis or coelocentesis, allows, by studying the fetal karyotype or
by molecular biology, to detect many chromosomal abnormalities. However,
given the technical difficulties, the financial cost of fetal karyotype, significant
abortion risk or other major complications, these methods cannot be proposed to
all pregnant women. That is why, since a few years, the strategy consists in
integrating new noninvasive methods such as chromosomal prenatal diagnosis
from a simple blood sample of the mother's blood. Noninvasive methods ensure
total safety for the foetus and the mother alike, at the same time allowing a
diagnosis, via molecular biology techniques, faster and for more chromosomal
abnormalities. However, the use of these new methods is limited by the high
price of molecular biology techniques, the difficulty of results interpretation,
lack of diagnostic exhaustiveness and especially the ethical problems involved.

Every method has advantages and disadvantages and no method as of today
allows to avoid all the obstacles to deserve being uniformly used in all patients.

The prenatal diagnosis should not be used to decide who has the right or
not to live, but should rather be used for noble purposes as in therapeutics or for
psychological preparation of future parents.
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malades sera mon premier but.
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mon patient.

Je maintiendrai le respect de la vie humaine dés la conception.

Méme sous la menace, je n'userai pas de mes connaissances médicales
d'une fagon contraire aux lois de I'humanite.

Je m'y engage librement et sur mon honneur.



JPSSTRYF TP (R

\ .
Aol bl a3l

e gl g 2 2o 0,3 gt el in 2
.@L.;j/\mi?:pw‘,s?&i. <
gt g Jeobl b ooy Ll sy <
WYy el 2 2y g e s e Ll <
.Qgsaﬁ\‘,\‘,ﬁ%?;;j\\/jj <
o Sl p gt b Jem il gl <
calR Al Gl Gy 2 <
Qi sl el <
'g"u;’.'\jg‘”(?“'jS}/J‘&JJ‘@’MW‘@‘QJ“Y#L.&‘/}@?\){))BK()L <
el sl Wia bl sy o Jim o1, <
sVl g LG5, oy Je el Sl Jort V01, <
2t ey AL s 5 gl s i <



W}J‘ - dm@-\ do Aol
b L dually Sl 48

25 195, Ay bl 2014 i

dalall Jud goguuges y&all jasiiinill

sleasll daalye
iagsll

..................... D daide wyj IPRY]

<ok (e
L Lils gt s el
51, 1988 - k24 3 oss 5l
bl o8 dlygigsll dslad Joail

¢ 958 Jaaill— 4,301 A g ) e — o guia¥) il J 0 — BV 1) S Landil sl clalst
AT a8 B Aiall LAY —

835l oo &5 gSHI Aol 31 1 s

bty BYYE ) JEVWIRS NPWA]
adsilly sluddl b 3 83l
S poe gl
) WO gy Lin Vg Loyl ple 3 il
slasl ‘5—'—:5-»0 &3}’“ :..s.“;...;.]‘
JUubY b 3 3l
ol dil s 1 e
clanaSly LYl LSl § 3]



