
L’achondroplasie est la chondrodysplasie la plus fréquente qui touche environ 1 enfant sur 15.000. Il s’agit d’une maladie dont la transmission est de type autosomique dominante et qui résulte dans la majorité des cas d’une 
mutation de novo (la mutation G380R du gène FGFR3 dans plus de 99 % des cas). En période prénatale, le diagnostic d’achondroplasie est évoqué généralement au troisième trimestre de la grossesse devant des signes d’appels échographiques évoca-
teurs (principalement association de fémurs courts et d’un diamètre bipariétal normal ou augmenté). Ces signes conduisent en principe à des explorations complémentaires, soit non invasives (scanner 3D dont l’objectif est de conforter le diagnostic), soit
invasives (amniocentèse afin d’apporter la preuve formelle de ce diagnostic par analyse du gène FGFR3).
Nous présentons les résultats de la détection des mutations c.1138G>A et c.1138G>C du gène FGFR3 par PCR en temps réel et fusion haute résolution (High Resolution Melting) dans le plasma de femmes enceintes.

Le diagnostic prénatal non invasif de l’achondroplasie a été réalisé avec succès chez 5 patientes par analyse de l’ADN fœtal plasmatique au troisième trimestre de grossesse. 

Une étude multicentrique est actuellement en cours afin de valider cette approche en vue de son utilisation en routine clinique. Ce test pourrait éviter le recours à une amniocentèse tardive et viendrait compléter avantageusement (diagnostic génétique
spécifique de certitude) les examens échographiques (scanner 3D)

La possibilité de détecter par une méthode simple et rapide un SNP absent du génome maternel ouvre de nouvelles perspectives. L’approche peut être étendue :
. aux autres anomalies génétiques de survenue de novo responsables d’autres chondrodysplasies de révélation tardive ;
. à la détection de SNP d’origine paternelle.
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MATERIELS & METHODES

I - Prélèvement maternel

. Prélèvement sanguin : sang total EDTA

. Plasma maternel obtenu après centrifugation (10 min à 4.000 tr/min)

. Extraction de l’ADN total : à partir de 1 ml de plasma, extraction automatique
sur MagNaPure au moyen du kit MagNApure Compact Nucleic Isolation Kit 
(large volume) Compact (Roche Diagnostics). ADN total recueilli sous un 
volume de 50 µl de tampon d’élution.

1. Sensibilite de detection - Détection de la mutation G380R du gène FGRFR3 : gamme de dilution d’un ADN muté (G1138A) dans un ADN WT

2. RÉSULTATS PATIENTES

II - Amplification PCR HRM : LightCycler 480 (Roche Diagnostics)

. Réaction de PCR sous un volume final de 20 µl 
(LC480 HRM master 1x, MgCl2 3mM, Primers 0.25 µM, ADN 5 µl) 

. Paramètres d’amplification : dénaturation initiale 10 min 95°C puis 
50 cycles 95°C 10 sec, 68°C 10 sec, 72°C 15 sec 

. Paramètres de courbe de fusion : 1 min 95°C puis 1 min 40°C  puis 
acquisition de fluorescence de 65°C à  95°C (1°C/s et 25 acquisitions par °C)      

III - Mini-séquençage

. Purification par ExoSAP-IT (USB) de 5µl de réaction de PCR selon 
protocole fournisseur

. Mini-séquençage au moyen du kit SNaPshot Multiplex (Applied Biosystems) 
selon protocole fournisseur

. Analyse sur ABI3100 analyzer et logiciel Genescan (Applied Biosystems)
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