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L'apport de la génomique et de la génétique en recher-
che clinique est essentiel pour la compréhension des
mecanismes moléculaires de certaines maladies et
I"amélioration des traitements.

Les cancers par exemple apparaissent quand des genes
mutés ou défectueux activent ou bloquent de fagon
inappropriée une voie d’activation moléculaire cruciale
pour une fonction biologique. La possibilité de détecter
une mutation ou ses conséquences au niveau fonc-
tionnel et la capacité de comprendre comment cette
mutation contribue au développement de la maladie ou
a la réponse a un traitement est un enjeu majeur pour
améliorer la prise en charge des patients [1].

La génomique est I'étude d’ensemble de génes, de leur
polymorphisme, de leur expression et leur fonction dans
un organisme donné. Une forme classique d'analyse
génomique consiste @ mesurer le niveau d’expression
des génes, autrement dit a mesurer la représentativité
d’une ou plusieurs molécules d’ARN dans une cellule ou
un tissu donné par analyse sur puces a ADN ou RT-PCR
quantitative. En fonction des échantillons étudiés, le
niveau d’expression des génes peut ainsi étre corrélé au
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devenir clinique du patient ou encore a la réponse a un
traitement donné.

De facon parallele, le criblage systematique de muta-
tions somatiques par génotypage de I'ADN des cellules
tumorales permet d'acquérir un certain nombre d'infor-
mations sur les variations génétiques liées aux carac-
téristiques de la maladie ainsi gu'a sa sensibilité ou sa
résistance aux traitements disponibles [2].

Les avancees technologiques en matiere de génomique
ont permis d’augmenter considérablement le nombre de
génes analysables tout en réduisant les colits d’analyse,
ouvrant ainsi les portes pour une utilisation clinigue.
L'acces a ces nouvelles technologies permet au médecin
de mieux caractériser la maladie au niveau moléculaire,
de maniére spécifique pour chaque patient, et donc
d'aider au diagnostic et au choix du traitement appro-
prié (Figure 1).
Nous proposans dans cet article de décrire brievement les
différentes etapes du développement de ce type de test et
de souligner les différents points critiques liés a I'utilisa-
tion de ressources biclogiques pour des analyses généti-
que ou génomique dans le cadre d’essais multicentrigues.
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Développement d’un test de diagnostic

Le développement d’un test de diagnostic a partir d'études de géno-
mique se découpe en 3 phases (phase de découverte, phase de déve-
loppement et phase clinique proprement dite) et fait appel a plusieurs
types de ressources biologiques (Figure2) [3, 4].

Phase de découverte

Cette phase est conduite en collaboration avec des équipes académi-
ques et des centres de soins. Le but principal de cette premiere série
d’études est d’établir la preuve de concept a partir d’une collection
d’échantillons et de démontrer la faisabilité du projet sur des échan-
tillons de tumeurs archivés dans les tumorothéques, pour lesquels on
dispose d’annotations cliniques ; autrement dit, d’identifier des génes
ou des groupes de génes pour lesquels la variation du niveau d’expres-
sion ou le niveau des altérations somatiques est corrélée au pronostic
ou a la réponse a un traitement. Différentes études sur les lymphomes,
le cancer du sein, les leucémies et le cancer du cdlon ont ainsi été
publiées par des équipes de I'Institut Paoli-Calmettes en collaboration
avec Ipsogen [5-8].

Phase de développement

Cette étape doit permettre notamment de redéfinir le jeu de génes
identifiés précédemment (phase de découverte), de confirmer les
performances de discrimination de ces marqueurs pour une population
donnée de patients, et d’estimer les critéres de sensibilité (taux de
faux négatifs) et de spécificité (taux de faux positifs) de cette com-

binaison de genes. C'est le cas pour notre test sur le
cancer du sein pour lequel des génes corrélés au statut
ERBB2 des tumeurs ont été identifiés, constituant une
signature phénotypique dont les performances ont été
comparées a celles des tests existants (IHC et FISH)
E?].

A I'issue de cette phase, un véritable prototype de
« test de diagnostic » est obtenu. C'est également au
cours de cette phase que se fait la mise au point des
aspects techniques liés au traitement des échantillons,
au développement de controles de qualités etc., avec
pour objectif de mettre en place un procédé reproducti-
ble le plus simple possible.

Un des problémes liés aux échantillons archiveés utilisés
dans les études rétrospectives est |'absence de rando-
misation des échantillons, et donc la difficulté d’éten-
dre la validité des marqueurs identifiés a la population
générale.

Phase de validation clinique

Il s’agit d’une phase de validation des résultats sur un
ou plusieurs jeux de données indépendants. Dans une
premiére série d'études cliniques, le test est appliqué
dans le cadre d’un protocole d'essais de diagnostic.
Dans ce cas, il s'agit toujours d’études rétrospectives
mais sur des échantillons archivés (tumeurs congelées
ou tissus fixés inclus en paraffine) et sélectionnés sans
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Figure 1. Exploitation des ressources biologiques en génomique.
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a priori pour la question posée. Ces échantillons (tests
et références) archivés préférentiellement au cours
d’études cliniques antérieures présentent I’avantage
d’accéder a plusieurs années de recul clinique; la
validation est de fait plus rapide que si I'on utilise des
tissus frais issus de patients nouvellement diagnosti-
qués. L'objectif consiste dans ce cas a appliquer pros-
pectivement et en aveugle le test clinique développé,
a valider la valeur pronostique ou prédictive du test
lité, reproductibilité). La question posée est donc une
question prospective qui interroge des échantillons
archivés. Cette phase sera avantageusement réalisée
en mode multicentrique afin de valider et standardiser
les procédés de collecte, de stockage et de traitement
des échantillons.

Deuxiéme série d’études cliniques

Dans cette deuxiéme série, le test est appliqué formelle-
ment a une large cohorte de patients dans le cadre d’un
protocole d’essais cliniques pour guider la prescription.
Ces études ont pour but de valider le test dans le cadre
de son utilisation réelle en tenant compte des contrain-
tes techniques de rendu de résultats, de recrutement et
de pratiques spécifiques des centres de soins impliqués.

Elles ont également pour objectif de déterminer les performances cli-
niques du test dans un contexte ou les biais sont rigoureusement con-
trdlés, et surtout d’en mesurer |les bénéfices et les limites par rapport
@ une situation antérieure sans l'information nouvelle apportée par
celui-ci. |l est @ noter que cette étape n'est pas obligatoire pour un
enregistrement CE ou FDA d'un test diagnostique [10].

Toutes ces études requiérent I'utilisation d’un large nombre d’échan-
tillons rigoureusement annotés qui font appel aux ressources de diffe-
rents centres anticancéreux nationaux ou internationaux.

La réalisation d’analyses génomiques dans le cadre d’études clini-
ques en oncologie soulévent un certain nombre de problémes liés aux
procédés de recueil des échantillons (chirurgie, biopsies invasives...),
a la nécessité de procéder a des étapes pré-analytiques sur les sites
cliniques et a la fragilité des molécules a analyser. Ce type d'analyses
se distingue donc sensiblement des analyses biologiques couramment
réalisées dans les études cliniques classigues.

Selon qu'il s'agit d'études rétrospectives ou prospectives, selon que
I'on a accés a des prélevements congelés ou a des tissus fixés inclus
en paraffine, les contraintes de délai, de transport, de stockage et de
traitement des échantillons sont différentes [11].

Nous avons donc mis en place une série de procédures standardi-
sées et sécurisées ainsi que des controles de qualité pour assurer
une bonne identification des préléevements, la préservation et la
tracabilité compléte depuis les centres de soins jusqu’au rendu des
résultats en prenant en compte les différentes contraintes liées a
la nature des échantillons et au type d’etude.

Recommandations
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Figure 2. Les différentes phases de développement d'un test diagnostique.
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étre le plus court possible (idéalement inférieur & 30 minutes). Cha-
que préléevement est donc accompagné d’une feuille a la date du jour,
comportant I'heure de 'exérese chirurgicale, de la biopsie ou de la
ponction, ainsi que I'heure d’arrivée au laboratoire.

Le conditionnement des échantillons

Les prélevements peuvent étre congelés ou fixés et inclus en paraffine.
La congélation doit se faire le plus rapidement possible par immersion
dans I'azote liquide (- 196 °C), la chaine du froid ne devant jamais
étre interrompue jusqu’a I'utilisation finale du prélévement (conserva-
tion dans I'azote liquide ou dans un congélateur a - 80 °C) [11].

La fixation est I'étape la plus importante pour I'inclusion des tissus
en paraffine. Nous avons donc validé des conditions de fixation (type
de fixateur, température, durée, pH, volume, taille de I’échantillon...)
pour préserver I'intégrité des ADN et des ARN. Nous préconisons par
exemple |'utilisation de fixateurs spécifiques et nous recommandons
de ne pas dépasser un certain temps de fixation. Uintégrité des acides
nucléiques est particulierement remise en cause pour les spécimens
archivés depuis plus de 10 ans.

Une troisiéme alternative consiste & préserver les tissus a température
ambiante (1 semaine) ou @ 4 °C (1 mois) dans un conservateur tel que
le RNALater™ (Ambion).

Quel que soit le type de conditionnement retenu, cette étape est cru-
ciale pour les analyses sur ADN et ARN. La rapidité et la rigueur néces-
saires pour garantir la préservation des acides nucléiques se heurtent
dans la plupart des cas a I’éloignement entre les blocs opératoires et
les laboratoires d’anatomo-pathologie dans les hdpitaux. C'est pour-
quoi nous avons entrepris un travail de sensibilisation et mis en place
des procédures standardisées ainsi que des feuilles de suivi des prélé-
vements pour garantir la bonne réalisation des analyses de génomique
ou de génétique.

Lidentification des échantillons

Conformément a la réglementation en vigueur en France, aucune don-
née nominative ne doit transiter dans les laboratoires non habilités a
les traiter. Nous avons donc mis en place I'attribution d’un identifiant
unique pour chaque prélévement dés la sortie des centres de soins
apres que nous nous soyons assurés que le formulaire de consentement
éclairé a été préalablement signé par le patient. Ce numéro unique suit
le prélévement depuis son conditionnement jusqu’a I’analyse des don-
nées garantissant une tragabilité compléte du processus sans perte
d’information.

Le rapatriement des prélévements des centres de soins vers Ipsogen
Afin de sécuriser le rapatriement des préléevements des centres de soins
vers Ipsogen, nous travaillons en partenariat avec des sous-traitants
spécialisés dans le transport d’échantillons dans le cadre d’études
multicentriques nationales ou internationales. Nos partenaires propo-
sent un transport dédié en température contrélée pour chaque type de
prélevement : transport en carboglace pour les échantillons congelés
ou les sections de tissus sur lames histologiques, transport entre 15
et 25 °C pour les blocs de tissus en paraffine, 4 a 8 °C ou - 20 °C pour
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les prélevements en RNAlater™. Chaque expédition
fait 'objet d’un soin particulier : suivi heure par heure,
recharge en carboglace si nécessaire, utilisation d’une
sonde de température possible pour les transits entre
4 et 8 °C... 'acheminement des échantillons se fait en
24 heures pour le réseau France et Europe, 48 heures
depuis I'"Amérique du nord et au maximun en 72 heures
pour I'Asie et I'Australie, délais compatibles avec les
exigences cliniques (rendu des résultats 3 semaines au
plus aprés I'exérése de la tumeur) dans le cadre des
études prospectives.

La randomisation

Dans le cas des études rétrospectives concernant des
échantillons archivés provenant de différents centres,
nous procédons systématiquement a une randomisation
des échantillons a chaque étape du processus. La ran-
domisation a pour but de garantir la répartition aléa-
toire entre les échantillons de variables susceptibles
d’interférer (biaiser) avec I’analyse de données. Elle
permet de limiter le regroupement d’échantillons pos-
sédant des caractéristiques expérimentales communes
(origine des échantillons, date de congélation, date
d’extraction, jour de traitement de I’échantillon...)
couramment rencontrés dans les technologies a grande
échelle comme celle des puces a ADN.

Le traitement des échantillons

Extraction des acides nucléiques

La premiéere étape du traitement des échantillons con-
siste a extraire les acides nucléiques ADN et ou ARN. §'il
s'agit de tissus congelés, I'extraction des ARN et des
ADN peut se faire simultanément sur gradient de chlo-
rure de Césium. Cette méthode est également applica-
ble pour les échantillons conservés en RNALater™. Bien
que trés efficace cette méthode de référence est assez
lourde a mettre en ceuvre : I'extraction se fait sur trois
jours et comporte notamment une étape de centrifuga-
tion & trés haute vitesse qui limite le débit d’extraction.
Cette méthode est donc peu adaptée dans le cadre
des études prospectives qui imposent un délai de 3
semaines au maximum entre |'exérese et le rendu des
résultats d’analyse. Nous recommandons dans ce cas
I'utilisation de kits commerciaux (Qiagen par exemple)
pour I'extraction des ARN ou des ADN.

Nous avons par ailleurs mis au point et validé des
méthodes d'extraction des ADN et des ARN apres
macro- ou micro-dissection au laser (laser capture
microdissection, LCM) de tissus fixés inclus en paraf-
fine. Selon la quantité de cellules disséquées, nous



procédons a une étape d’amplification des ARN (ampli-
fication par transcription in vitro) ou des ADN (amplifi-
cation du génome entier).

Dans tous les cas, les ARN sont qualifiés a I'aide du
bioanalyseur 2100 d’Agilent qui permet d’évaluer
le niveau de dégradation des ARN. Au-dela d’un
certain seuil fixé de dégradation, I’échantillon est
exclu de I'étude. L'intégrité des ADN est évaluée
par PCR; les ADN ne permettant pas d’amplifier
des fragments de taille attendue sont exclus de
I'analyse.

D’une maniére générale, il est nécessaire d’homogé-
néiser et de standardiser les méthodes d’extraction
au sein d’'une méme étude. Dans le cadre des études
multicentriques, nous préconisons de centraliser cette
étape afin de garantir une meilleure qualité des ARN
en particulier, et éviter les biais expérimentaux liés a la
méthode d’extraction employée, qui seraient critiques
au moment de I'analyse des données.

Analyses sur puces

Plusieurs types de plates-formes pour ’étude des
profils d’expression de génes sont actuellement dis-
ponibles sur le marché. La plate-forme d’lpsogen
combine 'utilisation de puces trés sensibles a grande
échelle pour les études de développement et des
puces dédiées a quelques centaines de genes, issus
des phases précédentes, pour les études de phase cli-
nique. Les sondes préparées a partir des échantillons
issus des phases de développement sont hybridées sur
des puces a ADNc DiscoveryChip™ a 9 600 génes ou sur
des puces a oligonucléotides pan-génomiques d’Af-
fymetrix. Les puces pan-génomiques permettent un
large criblage de genes particulierement adapté pour
la phase « découverte » du développement du produit.
Les puces DiscoveryChip™ d’lpsogen, qui comportent
une grande majorité de génes ayant un réle connu ou
putatif en oncogénése, sont moins coliteuses et sont
plus particulierement désignées pour les phases de
développement suivantes.

A cette étape encore, il est indispensable de standardi-
ser le type de puces utilisées et les modes opératoires
employés pour une méme étude.

Un contréle qualité (ARN de référence) est introduit
systématiquement lors de chaque test de fagon a
s’assurer que le résultat reflete bien I"état biologi-
que de I'échantillon, que la plateforme est toujours
conforme et que les différents lots de puces et de
réactifs présentent les mémes performances que
lors de la mise en place. Cet ARN de référence est
utilisé comme «étalon » dans le cadre des études
prospectives.
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Analyses par PCR en temps réel

Si le nombre de biomarqueurs sélectionnés aprés la premiére
phase de validation clinique ne dépasse pas la dizaine de genes,
la PCR en temps réel peut étre une alternative au systeme mul-
tiplex des puces a ADN. Notre technologie ProfileQuant™ permet
de calibrer les mesures de PCR quantitative en temps réel afin
de mesurer de maniére absolue le nombre de copies d'un bio-
marqueur d’intérét dans un échantillon (ARN extrait de tumeurs
congelées ou en paraffine). Cette technologie s’appuie sur I'uti-
lisation de standards plasmidiques contenant la séquence d'in-
térét, qui sont fournis sous forme de dilutions en cascade. Ces
gammes de dilutions permettent d’établir des courbes étalons;
la quantification de I'échantillon inconnu est reportée sur la
courbe étalon, et le signal correspondant est traduit en nombre
de copies pour le biomarqueur étudié. Une normalisation par un
géne de contréle, ne variant pas dans les échantillons étudiés et
mesuré grice a la méme technique, permet de s'affranchir des
différences de quantités et de qualités d’ARN, d’efficacité de la
transcription inverse etc.

La gestion des données

Uexpertise d'Ipsogen en matiére de bio-informatique et biostatis-
tique est adaptée a l'analyse génomique des études pré-cliniques
et cliniques. Notre systeme de gestion de données (LIMS, (aboratory
information management system) permet d’accéder aux données
génomiques disponibles dans les bases publiques (Genbank, UniGene,
SwissProt, Image, Locuslink, GO et Refseq), d’assurer la sauvegarde,
la tracabilité et la gestion des données par projet, garantissant ainsi
’anonymat et la confidentialité dans un environnement BPF et BPL
(Bonnes Pratiques de Fabrication et Bonnes Pratiques de Laboratoire)
en conformité avec la réglementation americaine (FDA, Food and
Drug Administration) concernant les enregistrements électronigues
(21 CFR part 11).

Conclusion

Les analyses génomiques a grande échelle ont déja permis d’identi-
fier et de valider des biomarqueurs qui sont aujourd’hui utilisés dans
le diagnostic de routine (ZAP70 dans les leucémies [12]). Les acteurs
du développement des innovations thérapeutiques en oncologie
prennent actuellement la mesure du potentiel des analyses génomi-
ques : prises de décisions plus rationnelles dans le développement
pharmaceutique en amont (toxicité, pharmacodynamique, méca-
nisme d’action), en phase clinique, possibilité de limiter les risques
d’échec en enrichissant la population des répondeurs ou en evitant
les patients développant des réactions toxiques. La mise en place
d’une logistique adaptée a I'identification et la validation de bio-
marqueurs issus des technologies génomiques necessite de maitriser
les technologies utilisées en aval, de I'analyse au traitement des
données. Cette mise en place requiert une intégration forte de tous
les acteurs impliqués : centres de soins, sociétés de biotechnologies
et/ou industrie pharmaceutigues. ¢
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