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> ta g é n o m i q u e et la génétique sont en train 
d e devenir d e s piliers d e la recherche clinique 
p e r m e t t a n t d e c o m p r e n d r e certaines m a l a d i e s 
a u niveau moléculaire et d'améliorer les trai­
t e m e n t s . C e p e n d a n t , la réalisation d'analyses 
g é n o m i q u e s d a n s le cadre d'études cliniques en 
oncologie soulève un certain n o m b r e d e problè­
m e s liés a u x pr o c é d é s d e recueil d e s échantillons, 
à la nécessité d e procéder à d e s ét a p e s p r é - a n a ­
lytiques sur les sites cliniques et à la fragilité 
des molécules à analyser. La mise en place d'une 
logistique a d a p t é e à l'identification et la vali­
dation d e b i o m a r q u e u r s issus d e s technologies 
g é n o m i q u e s nécessite d e maîtriser les technolo­
gies utilisées en aval et requiert u n e intégration 
forte d e tous les acteurs impliqués ; centre d e 
soins, sociétés d e biotechnologies et/ou indus­
trie p h a r m a c e u t i q u e . < 
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L'apport d e la g é n o m i q u e et d e la g é n é t i q u e e n r e c h e r ­
c h e clinique est essentiel p o u r la c o m p r é h e n s i o n d e s 
m é c a n i s m e s m o l é c u l a i r e s d e c e r t a i n e s m a l a d i e s et 
l'amélioration d e s t r a i t e m e n t s . 
L e s c a n c e r s p a r e x e m p l e a p p a r a i s s e n t q u a n d d e s g è n e s 
m u t é s o u d é f e c t u e u x a c t i v e n t o u b l o q u e n t d e f a ç o n 
i n a p p r o p r i é e u n e voie d'activation m o l é c u l a i r e cruciale 
p o u r u n e f o n c t i o n b i o l o g i q u e . L a possibilité d e d é t e c t e r 
u n e m u t a t i o n o u ses c o n s é q u e n c e s a u n i v e a u f o n c ­
tionnel et la c a p a c i t é d e c o m p r e n d r e c o m m e n t cette 
m u t a t i o n c o n t r i b u e a u d é v e l o p p e m e n t d e la m a l a d i e o u 
à la r é p o n s e à u n t r a i t e m e n t est u n e n j e u m a j e u r p o u r 
a m é l i o r e r la prise e n c h a r g e d e s p a t i e n t s [ 1 ] . 
L a g é n o m i q u e est l'étude d ' e n s e m b l e d e g è n e s , d e leur 
p o l y m o r p h i s m e , d e leur e x p r e s s i o n et leur f o n c t i o n d a n s 
u n o r g a n i s m e d o n n é . U n e f o r m e c l a s s i q u e d ' a n a l y s e 
g é n o m i q u e c o n s i s t e à m e s u r e r le n i v e a u d ' e x p r e s s i o n 
d e s g è n e s , a u t r e m e n t dit à m e s u r e r la représentativité 
d ' u n e o u plusieurs m o l é c u l e s d ' A R N d a n s u n e cellule o u 
u n tissu d o n n é p a r a n a l y s e sur p u c e s à A D N o u R T - P C R 
q u a n t i t a t i v e . E n f o n c t i o n d e s éc h a n t i l l o n s é t u d i é s , le 
n i v e a u d ' e x p r e s s i o n d e s g è n e s p e u t ainsi être corrélé a u 

d e v e n i r clinique d u p a t i e n t o u e n c o r e à la r é p o n s e à u n 
t r a i t e m e n t d o n n é . 
D e f a ç o n parallèle, le criblage s y s t é m a t i q u e d e m u t a ­
tions s o m a t i q u e s p a r g é n o t y p a g e d e l'ADN d e s cellules 
t u m o r a l e s p e r m e t d'acquérir u n certain n o m b r e d'infor­
m a t i o n s sur les variations g é n é t i q u e s liées a u x c a r a c ­
téristiques d e la m a l a d i e ainsi q u ' à sa sensibilité o u sa 
résistance a u x t r a i t e m e n t s d i s p o n i b l e s [ 2 ] . 
Les a v a n c é e s t e c h n o l o g i q u e s e n m a t i è r e d e g é n o m i q u e 
o n t p e r m i s d ' a u g m e n t e r c o n s i d é r a b l e m e n t le n o m b r e d e 
g è n e s a n a l y s a b l e s t o u t e n r é d u i s a n t les c o û t s d ' a n a l y s e , 
o u v r a n t ainsi les p o r t e s p o u r u n e utilisation clinique. 
L'accès à c e s n o u v e l l e s t e c h n o l o g i e s p e r m e t a u m é d e c i n 
d e m i e u x caractériser la m a l a d i e a u n i v e a u m o l é c u l a i r e , 
d e m a n i è r e s p é c i f i q u e p o u r c h a q u e p a t i e n t , et d o n c 
d'aider a u d i a g n o s t i c et a u choix d u t r a i t e m e n t a p p r o ­
prié (Figure l). 

N o u s p r o p o s o n s d a n s cet article d e décrire b r i è v e m e n t les 
différentes é t a p e s d u d é v e l o p p e m e n t d e c e t y p e d e test et 
d e souligner les différents points critiques liés à l'utilisa­
tion d e ressources biologiques p o u r d e s a n a l y s e s g é n é t i ­
q u e o u g é n o m i q u e d a n s le c a d r e d'essais multicentriques. 
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Développement d'un test de diagnostic 

Le d é v e l o p p e m e n t d'un test d e d i a g n o s t i c à partir d ' é t u d e s d e g é n o -
m i q u e se d é c o u p e e n 3 p h a s e s ( p h a s e d e d é c o u v e r t e , p h a s e d e d é v e ­
l o p p e m e n t et p h a s e clinique p r o p r e m e n t dite) et fait a p p e l à plusieurs 
t y p e s d e r e s s o u r c e s b i o l o g i q u e s (Figure2) [3, 4 ] . 

P h a s e d e d é c o u v e r t e 
C e t t e p h a s e est c o n d u i t e e n c o l l a b o r a t i o n a v e c d e s é q u i p e s a c a d é m i ­
q u e s et d e s c e n t r e s d e soins. Le b u t principal d e c e t t e p r e m i è r e série 
d ' é t u d e s est d'établir la p r e u v e d e c o n c e p t à partir d ' u n e collection 
d'échantillons et d e d é m o n t r e r la faisabilité d u projet sur d e s é c h a n ­
tillons d e t u m e u r s a r c h i v é s d a n s les t u m o r o t h è q u e s , p o u r lesquels o n 
d i s p o s e d ' a n n o t a t i o n s cliniques ; a u t r e m e n t dit, d'identifier d e s g è n e s 
o u d e s g r o u p e s d e g è n e s p o u r lesquels la variation d u n i v e a u d ' e x p r e s ­
sion o u le n i v e a u d e s altérations s o m a t i q u e s est corrélée a u p r o n o s t i c 
o u à la r é p o n s e à u n t r a i t e m e n t . Différentes é t u d e s sur les l y m p h o m e s , 
le c a n c e r d u sein, les l e u c é m i e s et le c a n c e r d u c ô l o n o n t ainsi é t é 
p u b l i é e s p a r d e s é q u i p e s d e l'Institut P a o l i - C a l m e t t e s e n c o l l a b o r a t i o n 
a v e c I p s o g e n [ 5 - 8 ] . 

P h a s e d e d é v e l o p p e m e n t 
C e t t e é t a p e doit p e r m e t t r e n o t a m m e n t d e redéfinir le j e u d e g è n e s 
identifiés p r é c é d e m m e n t ( p h a s e d e d é c o u v e r t e ) , d e c o n f i r m e r les 
p e r f o r m a n c e s d e d i s c r i m i n a t i o n d e c e s m a r q u e u r s p o u r u n e p o p u l a t i o n 
d o n n é e d e p a t i e n t s , et d ' e s t i m e r les critères d e sensibilité ( t a u x d e 
f a u x n é g a t i f s ) et d e spécificité ( t a u x d e f a u x positifs) d e c e t t e c o m ­

b i n a i s o n d e g è n e s . C'est le c a s p o u r n o t r e test sur le 
c a n c e r d u sein p o u r lequel d e s g è n e s corrélés a u s t a t u t 
ERBB2 d e s t u m e u r s o n t été identifiés, c o n s t i t u a n t u n e 
s i g n a t u r e p h é n o t y p i q u e d o n t les p e r f o r m a n c e s o n t été 
c o m p a r é e s à celles d e s tests existants ( I H C et FI S H ) 
[ 9 ] . 
A l'issue d e c e t t e p h a s e , u n vér i t a b l e p r o t o t y p e d e 
« t e s t d e d i a g n o s t i c » est o b t e n u . C'est é g a l e m e n t a u 
c o u r s d e c e t t e p h a s e q u e se fait la m i s e a u p o i n t d e s 
a s p e c t s t e c h n i q u e s liés a u t r a i t e m e n t d e s échantillons, 
a u d é v e l o p p e m e n t d e c o n t r ô l e s d e qualités etc., a v e c 
p o u r objectif d e m e t t r e e n p l a c e u n p r o c é d é r e p r o d u c t i ­
ble le plus s i m p l e possible. 
U n d e s p r o b l è m e s liés a u x é c h a n t i l l o n s a r c h i v é s utilisés 
d a n s les é t u d e s rétrospectives est l ' a b s e n c e d e r a n d o -
m i s a t i o n d e s échantillons, et d o n c la difficulté d ' é t e n ­
d r e la validité d e s m a r q u e u r s identifiés à la p o p u l a t i o n 
g é n é r a l e . 

P h a s e d e v a l i d a t i o n c l i n i q u e 
Il s'agit d ' u n e p h a s e d e validation d e s résultats sur u n 
o u plusieurs j e u x d e d o n n é e s i n d é p e n d a n t s . D a n s u n e 
p r e m i è r e série d ' é t u d e s cliniques, le test est a p p l i q u é 
d a n s le c a d r e d ' u n p r o t o c o l e d'essais d e d i a g n o s t i c . 
D a n s c e c a s , il s'agit t o u j o u r s d ' é t u d e s rétrospectives 
m a i s sur d e s é c h a n t i l l o n s a r c h i v é s ( t u m e u r s c o n g e l é e s 
o u tissus fixés inclus e n p a r a f f i n e ) et s é l e c t i o n n é s s a n s 

Figure 1. Exploitation des ressources biologiques en génomique. 
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a priori p o u r la q u e s t i o n p o s é e . C e s é c h a n t i l l o n s (tests 
et r é f é r e n c e s ) a r c h i v é s p r é f é r e n t i e l l e m e n t a u c o u r s 
d ' é t u d e s cliniques a n t é r i e u r e s p r é s e n t e n t l ' a v a n t a g e 
d ' a c c é d e r à p l u s i e u r s a n n é e s d e recul c l i n i q u e ; la 
validation est d e fait plus r a p i d e q u e si l'on utilise d e s 
tissus frais issus d e p a t i e n t s n o u v e l l e m e n t d i a g n o s t i ­
q u é s . L'objectif c o n s i s t e d a n s c e c a s à a p p l i q u e r p r o s -
p e c t i v e m e n t et e n a v e u g l e le test clinique d é v e l o p p é , 
à valider la v a l e u r p r o n o s t i q u e o u prédictive d u test 
et e n préciser les p e r f o r m a n c e s (spécificité, sensibi­
lité, reproductibilité). L a q u e s t i o n p o s é e est d o n c u n e 
q u e s t i o n p r o s p e c t i v e qui i n t e r r o g e d e s é c h a n t i l l o n s 
a r c h i v é s . C e t t e p h a s e s e r a a v a n t a g e u s e m e n t réalisée 
e n m o d e m u l t i c e n t r i q u e afin d e valider et s t a n d a r d i s e r 
les p r o c é d é s d e collecte, d e s t o c k a g e et d e t r a i t e m e n t 
d e s é c h a n t i l l o n s . 

Deuxième série d'études cliniques 

D a n s c e t t e d e u x i è m e série, le test est a p p l i q u é f o r m e l l e ­
m e n t à u n e large c o h o r t e d e p a t i e n t s d a n s le c a d r e d'un 
p r o t o c o l e d'essais cliniques p o u r g u i d e r la prescription. 
C e s é t u d e s o n t p o u r b u t d e valider le test d a n s le c a d r e 
d e s o n utilisation réelle e n t e n a n t c o m p t e d e s c o n t r a i n ­
tes t e c h n i q u e s d e r e n d u d e résultats, d e r e c r u t e m e n t et 
d e p r a t i q u e s s p é c i f i q u e s d e s c e n t r e s d e soins i m p l i q u é s . 

Elles o n t é g a l e m e n t p o u r objectif d e d é t e r m i n e r les p e r f o r m a n c e s cli­
n i q u e s d u test d a n s u n c o n t e x t e o ù les biais s o n t r i g o u r e u s e m e n t c o n ­
trôlés, et s u r t o u t d'en m e s u r e r les b é n é f i c e s et les limites p a r r a p p o r t 
à u n e situation a n t é r i e u r e s a n s l'information n o u v e l l e a p p o r t é e p a r 
celui-ci. Il est à n o t e r q u e cette é t a p e n'est p a s obligatoire p o u r u n 
e n r e g i s t r e m e n t C E o u F D A d'un test d i a g n o s t i q u e [ 1 0 ] . 
T o u t e s c e s é t u d e s r e q u i è r e n t l'utilisation d'un large n o m b r e d ' é c h a n ­
tillons r i g o u r e u s e m e n t a n n o t é s qui f o n t a p p e l a u x r e s s o u r c e s d e diffé­
rents c e n t r e s a n t i c a n c é r e u x n a t i o n a u x o u i n t e r n a t i o n a u x . 
La réalisation d ' a n a l y s e s g é n o m i q u e s d a n s le c a d r e d ' é t u d e s clini­
q u e s e n o n c o l o g i e s o u l è v e n t u n certain n o m b r e d e p r o b l è m e s liés a u x 
p r o c é d é s d e recueil d e s é c h a n t i l l o n s (chirurgie, biopsies invasives...), 
à la n é c e s s i t é d e p r o c é d e r à d e s é t a p e s p r é - a n a l y t i q u e s sur les sites 
cliniques et à la fragilité d e s m o l é c u l e s à analyser. C e t y p e d ' a n a l y s e s 
se d i s t i n g u e d o n c s e n s i b l e m e n t d e s a n a l y s e s b i o l o g i q u e s c o u r a m m e n t 
réalisées d a n s les é t u d e s cliniques c l a s s i q u e s . 
S e l o n qu'il s'agit d ' é t u d e s rétrospectives o u p r o s p e c t i v e s , selon q u e 
l'on a a c c è s à d e s p r é l è v e m e n t s c o n g e l é s o u à d e s tissus fixés inclus 
e n p a r a f f i n e , les c o n t r a i n t e s d e délai, d e t r a n s p o r t , d e s t o c k a g e et d e 
t r a i t e m e n t d e s é c h a n t i l l o n s s o n t différentes [ 1 1 ] . 
N o u s a v o n s d o n c m i s e n p l a c e u n e série d e p r o c é d u r e s s t a n d a r d i ­
s é e s et s é c u r i s é e s ainsi q u e d e s c o n t r ô l e s d e q u a l i t é p o u r a s s u r e r 
u n e b o n n e i d e n t i f i c a t i o n d e s p r é l è v e m e n t s , la p r é s e r v a t i o n et la 
traçabilité c o m p l è t e d e p u i s les c e n t r e s d e s o i n s j u s q u ' a u r e n d u d e s 
r é s u l t a t s e n p r e n a n t e n c o m p t e les d i f f é r e n t e s c o n t r a i n t e s liées à 
la n a t u r e d e s é c h a n t i l l o n s e t a u t y p e d ' é t u d e . 

A R N q u a l i f i é s 

1 
P r é p a r a t i o n d e s o n d e s 

Hybridation 

Acquisition d e s d o n n é e s 

Validation analytique 
et standardisation 

d e s résultats 

Interprétation 
d e s d o n n é e s 

R a p p o r t d'analyse 

Figure 2. Les différentes phases de développement d'un test diagnostique. 

A n a l y s e s p a n - g é n o m e 
4 0 0 0 0 g è n e s 

A n a l y s e s t h é m a t i q u e s 
1 0 0 - 9 0 0 0 g è n e s 

A n a l y s e s 
d é d i é e s 

1 - 5 0 g è n e s 

Recommandations 

L e recueil 
et l ' a c h e m i n e m e n t 
d e s p r é l è v e m e n t s 
P o u r les p r é l è v e m e n t s 
d e s t i n é s à d e s a n a l y ­
s e s m o l é c u l a i r e s , c e t t e 
é t a p e est cruciale p o u r la 
q u a l i t é d e s r é s u l t a t s d e 
l'étude. Elle requiert u n e 
i m p o r t a n t e m o t i v a t i o n d e 
l ' e n s e m b l e d e s a c t e u r s 
i m p l i q u é s ( c l i n i c i e n s , 
a n a t o m o - p a t biologistes, 
p e r s o n n e l d e s t u m o r o ­
t h è q u e s ) p o u r éviter u n e 
i s c h é m i e d e l'échantillon 
d e t r o p l o n g u e d u r é e et 
e m p ê c h e r u n e d é g r a d a ­
tion d e s a c i d e s n u c l é i ­
q u e s , e n particulier d e s 
A R N . Le d é l a i e n t r e le 
recueil d u p r é l è v e m e n t et 
s o n c o n d i t i o n n e m e n t doit 
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être le plus c o u r t possible ( i d é a l e m e n t inférieur à 3 0 m i n u t e s ) . C h a ­
q u e p r é l è v e m e n t est d o n c a c c o m p a g n é d ' u n e feuille à la d a t e d u jour, 
c o m p o r t a n t l'heure d e l'exérèse chirurgicale, d e la biopsie o u d e la 
p o n c t i o n , ainsi q u e l'heure d'arrivée a u laboratoire. 

L e c o n d i t i o n n e m e n t d e s é c h a n t i l l o n s 
Les p r é l è v e m e n t s p e u v e n t être c o n g e l é s o u fixés et inclus e n paraffine. 
La c o n g é l a t i o n doit se faire le plus r a p i d e m e n t possible p a r i m m e r s i o n 
d a n s l'azote liquide (- 1 9 6 ° C ) , la c h a î n e d u froid n e d e v a n t j a m a i s 
être i n t e r r o m p u e j u s q u ' à l'utilisation finale d u p r é l è v e m e n t ( c o n s e r v a ­
tion d a n s l'azote liquide o u d a n s u n c o n g é l a t e u r à - 8 0 ° C ) [ 1 1 ] . 
L a fixation est l'étape la plus i m p o r t a n t e p o u r l'inclusion d e s tissus 
e n paraffine. N o u s a v o n s d o n c validé d e s c o n d i t i o n s d e fixation ( t y p e 
d e fixateur, t e m p é r a t u r e , d u r é e , p H , v o l u m e , taille d e l'échantillon...) 
p o u r préserver l'intégrité d e s A D N et d e s A R N . N o u s p r é c o n i s o n s p a r 
e x e m p l e l'utilisation d e fixateurs s p é c i f i q u e s et n o u s r e c o m m a n d o n s 
d e n e p a s d é p a s s e r u n certain t e m p s d e fixation. L'intégrité d e s a c i d e s 
n u c l é i q u e s est p a r t i c u l i è r e m e n t r e m i s e e n c a u s e p o u r les s p é c i m e n s 
a r c h i v é s d e p u i s plus d e 10 a n s . 
U n e t r o i s i è m e alternative c o n s i s t e à préserver les tissus à t e m p é r a t u r e 
a m b i a n t e (l s e m a i n e ) o u à 4 ° C (l m o i s ) d a n s u n c o n s e r v a t e u r tel q u e 
le R N A L a t e r ™ ( A m b i o n ) . 
Q u e l q u e soit le t y p e d e c o n d i t i o n n e m e n t r e t e n u , c e t t e é t a p e est c r u ­
ciale p o u r les a n a l y s e s sur A D N et A R N . L a rapidité et la rigueur n é c e s ­
saires p o u r garantir la p r é s e r v a t i o n d e s a c i d e s n u c l é i q u e s se h e u r t e n t 
d a n s la p l u p a r t d e s c a s à l ' é l o i g n e m e n t e n t r e les blocs o p é r a t o i r e s et 
les laboratoires d ' a n a t o m o - p a t h o l o g i e d a n s les h ô p i t a u x . C'est p o u r ­
q u o i n o u s a v o n s entrepris u n travail d e sensibilisation et m i s e n p l a c e 
d e s p r o c é d u r e s s t a n d a r d i s é e s ainsi q u e d e s feuilles d e suivi d e s p r é l è ­
v e m e n t s p o u r garantir la b o n n e réalisation d e s a n a l y s e s d e g é n o m i q u e 
o u d e g é n é t i q u e . 

L'identification d e s é c h a n t i l l o n s 
C o n f o r m é m e n t à la r é g l e m e n t a t i o n e n v i g u e u r e n F r a n c e , a u c u n e d o n ­
n é e n o m i n a t i v e n e doit transiter d a n s les laboratoires n o n habilités à 
les traiter. N o u s a v o n s d o n c m i s e n p l a c e l'attribution d'un identifiant 
u n i q u e p o u r c h a q u e p r é l è v e m e n t d è s la sortie d e s c e n t r e s d e soins 
a p r è s q u e n o u s n o u s s o y o n s a s s u r é s q u e le f o r m u l a i r e d e c o n s e n t e m e n t 
éclairé a été p r é a l a b l e m e n t signé p a r le patient. C e n u m é r o u n i q u e suit 
le p r é l è v e m e n t d e p u i s s o n c o n d i t i o n n e m e n t j u s q u ' à l'analyse d e s d o n ­
n é e s g a r a n t i s s a n t u n e traçabilité c o m p l è t e d u p r o c e s s u s s a n s p e r t e 
d ' i n f o r m a t i o n . 

L e r a p a t r i e m e n t d e s p r é l è v e m e n t s d e s c e n t r e s d e s o i n s v e r s I p s o g e n 
Afin d e sécuriser le r a p a t r i e m e n t d e s p r é l è v e m e n t s d e s c e n t r e s d e soins 
vers I p s o g e n , n o u s travaillons e n p a r t e n a r i a t a v e c d e s s o u s - t r a i t a n t s 
spécialisés d a n s le t r a n s p o r t d'échantillons d a n s le c a d r e d ' é t u d e s 
m u l t i c e n t r i q u e s n a t i o n a l e s o u internationales. N o s p a r t e n a i r e s p r o p o ­
s e n t u n t r a n s p o r t d é d i é e n t e m p é r a t u r e c o n t r ô l é e p o u r c h a q u e t y p e d e 
p r é l è v e m e n t : t r a n s p o r t e n c a r b o g l a c e p o u r les é c h a n t i l l o n s c o n g e l é s 
o u les s e c t i o n s d e tissus sur l a m e s h i s t o l o g i q u e s , t r a n s p o r t e n t r e 15 
et 2 5 ° C p o u r les blocs d e tissus e n par a f f i n e , 4 à 8 ° C o u - 2 0 ° C p o u r 

les p r é l è v e m e n t s e n R N A l a t e r ™ . C h a q u e e x p é d i t i o n 
fait l'objet d'un soin particulier: suivi h e u r e p a r h e u r e , 
r e c h a r g e e n c a r b o g l a c e si n é c e s s a i r e , utilisation d ' u n e 
s o n d e d e t e m p é r a t u r e possible p o u r les transits e n t r e 
4 et 8 °C... L ' a c h e m i n e m e n t d e s échantillons se fait e n 
2 4 h e u r e s p o u r le r é s e a u F r a n c e et E u r o p e , 4 8 h e u r e s 
d e p u i s l ' A m é r i q u e d u n o r d et a u m a x i m u n e n 7 2 h e u r e s 
p o u r l'Asie et l'Australie, délais c o m p a t i b l e s a v e c les 
e x i g e n c e s cliniques ( r e n d u d e s résultats 3 s e m a i n e s a u 
plus a p r è s l'exérèse d e la t u m e u r ) d a n s le c a d r e d e s 
é t u d e s p r o s p e c t i v e s . 

La randomisation 

D a n s le c a s d e s é t u d e s rétrospectives c o n c e r n a n t d e s 
échantillons a r c h i v é s p r o v e n a n t d e différents c e n t r e s , 
n o u s p r o c é d o n s s y s t é m a t i q u e m e n t à u n e r a n d o m i s a t i o n 
d e s é c h a n t i l l o n s à c h a q u e é t a p e d u p r o c e s s u s . L a r a n ­
d o m i s a t i o n a p o u r b u t d e garantir la répartition a l é a ­
toire e n t r e les é c h a n t i l l o n s d e v a r i a b l e s s u s c e p t i b l e s 
d'interférer (biaiser) a v e c l'analyse d e d o n n é e s . Elle 
p e r m e t d e limiter le r e g r o u p e m e n t d'échantillons p o s ­
s é d a n t d e s ca r a c t é r i s t i q u e s e x p é r i m e n t a l e s c o m m u n e s 
(origine d e s é c h a n t i l l o n s , d a t e d e c o n g é l a t i o n , d a t e 
d ' e x t r a c t i o n , j o u r d e t r a i t e m e n t d e l'échantillon...) 
c o u r a m m e n t r e n c o n t r é s d a n s les t e c h n o l o g i e s à g r a n d e 
échelle c o m m e celle d e s p u c e s à A D N . 

Le traitement des échantillons 

E x t r a c t i o n d e s a c i d e s n u c l é i q u e s 
La p r e m i è r e é t a p e d u t r a i t e m e n t d e s échantillons c o n ­
siste à extraire les a c i d e s n u c l é i q u e s A D N et o u A R N . S'il 
s'agit d e tissus c o n g e l é s , l'extraction d e s A R N et d e s 
A D N p e u t se faire s i m u l t a n é m e n t sur g r a d i e n t d e c h l o ­
rure d e C é s i u m . C e t t e m é t h o d e est é g a l e m e n t a p p l i c a ­
ble p o u r les é c h a n t i l l o n s c o n s e r v é s e n R N A L a t e r ™ . Bien 
q u e très efficace cette m é t h o d e d e r é f é r e n c e est a s s e z 
l o u r d e à m e t t r e e n œ u v r e : l'extraction se fait sur trois 
jours et c o m p o r t e n o t a m m e n t u n e é t a p e d e c e n t r i f u g a -
tion à très h a u t e vitesse qui limite le d é b i t d'extraction. 
C e t t e m é t h o d e est d o n c p e u a d a p t é e d a n s le c a d r e 
d e s é t u d e s p r o s p e c t i v e s qui i m p o s e n t u n délai d e 3 
s e m a i n e s a u m a x i m u m e n t r e l'exérèse et le r e n d u d e s 
résultats d ' a n a l y s e . N o u s r e c o m m a n d o n s d a n s c e c a s 
l'utilisation d e kits c o m m e r c i a u x ( Q i a g e n p a r e x e m p l e ) 
p o u r l'extraction d e s A R N o u d e s A D N . 
N o u s a v o n s p a r ailleurs m i s a u p o i n t et v a l i d é d e s 
m é t h o d e s d ' e x t r a c t i o n d e s A D N e t d e s A R N a p r è s 
m a c r o - o u m i c r o - d i s s e c t i o n a u laser (laser capture 
microdissection, L C M ) d e tissus fixés inclus e n p a r a f ­
fine. S e l o n la q u a n t i t é d e cellules d i s s é q u é e s , n o u s 
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p r o c é d o n s à u n e é t a p e d'amplification d e s A R N ( a m p l i ­
fication p a r transcription in vitro) o u d e s A D N (amplifi­
c a t i o n d u g é n o m e entier). 
D a n s t o u s les c a s , les A R N s o n t q u a l i f i é s à l'aide d u 
b i o a n a l y s e u r 2 1 0 0 d'Agi lent q u i p e r m e t d ' é v a l u e r 
le n i v e a u d e d é g r a d a t i o n d e s A R N . A u - d e l à d ' u n 
c e r t a i n seuil fixé d e d é g r a d a t i o n , l'échantillon e s t 
e x c l u d e l ' é t u d e . L'intégrité d e s A D N e s t é v a l u é e 
p a r P C R ; les A D N n e p e r m e t t a n t p a s d ' a m p l i f i e r 
d e s f r a g m e n t s d e taille a t t e n d u e s o n t e x c l u s d e 
l ' a n a l y s e . 
D ' u n e m a n i è r e g é n é r a l e , il est n é c e s s a i r e d ' h o m o g é ­
néiser et d e s t a n d a r d i s e r les m é t h o d e s d ' e x t r a c t i o n 
a u sein d ' u n e m ê m e é t u d e . D a n s le c a d r e d e s é t u d e s 
m u l t i c e n t r i q u e s , n o u s p r é c o n i s o n s d e centraliser c e t t e 
é t a p e afin d e garantir u n e meil l e u r e qualité d e s A R N 
e n particulier, et éviter les biais e x p é r i m e n t a u x liés à la 
m é t h o d e d'extraction e m p l o y é e , qui seraient critiques 
a u m o m e n t d e l'analyse d e s d o n n é e s . 

A n a l y s e s s u r p u c e s 
P l u s i e u r s t y p e s d e p l a t e s - f o r m e s p o u r l ' é t u d e d e s 
profils d ' e x p r e s s i o n d e g è n e s s o n t a c t u e l l e m e n t d i s ­
p o n i b l e s s u r le m a r c h é . L a p l a t e - f o r m e d ' I p s o g e n 
c o m b i n e l'utilisation d e p u c e s très s e n s i b l e s à g r a n d e 
é c h e l l e p o u r les é t u d e s d e d é v e l o p p e m e n t e t d e s 
p u c e s d é d i é e s à q u e l q u e s c e n t a i n e s d e g è n e s , issus 
d e s p h a s e s p r é c é d e n t e s , p o u r les é t u d e s d e p h a s e cli­
n i q u e . L e s s o n d e s p r é p a r é e s à partir d e s é c h a n t i l l o n s 
issus d e s p h a s e s d e d é v e l o p p e m e n t s o n t h y b r i d é e s sur 
d e s p u c e s à A D N c D i s c o v e r y C h i p ™ à 9 6 0 0 g è n e s o u sur 
d e s p u c e s à o l i g o n u c l é o t i d e s p a n - g é n o m i q u e s d'Af-
f y m e t r i x . L e s p u c e s p a n - g é n o m i q u e s p e r m e t t e n t u n 
large criblage d e g è n e s p a r t i c u l i è r e m e n t a d a p t é p o u r 
la p h a s e « d é c o u v e r t e » d u d é v e l o p p e m e n t d u p r o d u i t . 
L e s p u c e s D i s c o v e r y C h i p ™ d ' I p s o g e n , qui c o m p o r t e n t 
u n e g r a n d e m a j o r i t é d e g è n e s a y a n t u n rôle c o n n u o u 
putatif e n o n c o g é n è s e , s o n t m o i n s c o û t e u s e s et s o n t 
p l u s p a r t i c u l i è r e m e n t d é s i g n é e s p o u r les p h a s e s d e 
d é v e l o p p e m e n t s u i v a n t e s . 
A cette é t a p e e n c o r e , il est i n d i s p e n s a b l e d e s t a n d a r d i ­
ser le t y p e d e p u c e s utilisées et les m o d e s o p é r a t o i r e s 
e m p l o y é s p o u r u n e m ê m e é t u d e . 
U n c o n t r ô l e q u a l i t é ( A R N d e r é f é r e n c e ) e s t introduit 
s y s t é m a t i q u e m e n t lors d e c h a q u e t e s t d e f a ç o n à 
s'assurer q u e le r é s u l t a t reflète b i e n l'état b i o l o g i ­
q u e d e l'échantillon, q u e la p l a t e f o r m e e s t t o u j o u r s 
c o n f o r m e et q u e les d i f f é r e n t s lots d e p u c e s et d e 
r é a c t i f s p r é s e n t e n t les m ê m e s p e r f o r m a n c e s q u e 
lors d e la m i s e e n p l a c e . C e t A R N d e r é f é r e n c e est 
utilisé c o m m e « é t a l o n » d a n s le c a d r e d e s é t u d e s 
p r o s p e c t i v e s . 

Analyses par P C R en t e m p s réel 
Si le n o m b r e d e b i o m a r q u e u r s s é l e c t i o n n é s a p r è s la p r e m i è r e 
p h a s e d e v a l i d a t i o n c l i n i q u e n e d é p a s s e p a s la d i z a i n e d e g è n e s , 
la P C R e n t e m p s réel p e u t ê t r e u n e a l t e r n a t i v e a u s y s t è m e mul­
tiplex d e s p u c e s à A D N . N o t r e t e c h n o l o g i e P r o f / / e Q u a n t ™ p e r m e t 
d e c a l i b r e r les m e s u r e s d e P C R q u a n t i t a t i v e e n t e m p s réel afin 
d e m e s u r e r d e m a n i è r e a b s o l u e le n o m b r e d e c o p i e s d ' u n b i o ­
m a r q u e u r d ' i n t é r ê t d a n s u n é c h a n t i l l o n ( A R N extrait d e t u m e u r s 
c o n g e l é e s o u e n p a r a f f i n e ) . C e t t e t e c h n o l o g i e s ' a p p u i e s u r l'uti­
lisation d e s t a n d a r d s p l a s m i d i q u e s c o n t e n a n t la s é q u e n c e d'in­
t é r ê t , q u i s o n t f o u r n i s s o u s f o r m e d e d i l u t i o n s e n c a s c a d e . C e s 
g a m m e s d e d i l u t i o n s p e r m e t t e n t d'établir d e s c o u r b e s é t a l o n s ; 
la q u a n t i f i c a t i o n d e l ' é c h a n t i l l o n i n c o n n u e s t r e p o r t é e s u r la 
c o u r b e é t a l o n , et le s i g n a l c o r r e s p o n d a n t e s t t r a d u i t e n n o m b r e 
d e c o p i e s p o u r le b i o m a r q u e u r é t u d i é . U n e n o r m a l i s a t i o n p a r u n 
g è n e d e c o n t r ô l e , n e v a r i a n t p a s d a n s les é c h a n t i l l o n s é t u d i é s et 
m e s u r é g r â c e à la m ê m e t e c h n i q u e , p e r m e t d e s ' a f f r a n c h i r d e s 
d i f f é r e n c e s d e q u a n t i t é s et d e q u a l i t é s d ' A R N , d ' e f f i c a c i t é d e la 
t r a n s c r i p t i o n i n v e r s e e t c . 

La gestion des d o n n é e s 
L'expertise d ' I p s o g e n e n m a t i è r e d e b i o - i n f o r m a t i q u e et biostatis­
t i q u e est a d a p t é e à l'analyse g é n o m i q u e d e s é t u d e s p r é - c l i n i q u e s 
et cliniques. N o t r e s y s t è m e d e g e s t i o n d e d o n n é e s ( L I M S , laboratory 
information m a n a g e m e n t System) p e r m e t d ' a c c é d e r a u x d o n n é e s 
g é n o m i q u e s d i s p o n i b l e s d a n s les b a s e s p u b l i q u e s ( G e n b a n k , U n i G e n e , 
S w i s s P r o t , I m a g e , Locuslink, G O et R e f s e q ) , d 'assurer la s a u v e g a r d e , 
la traçabilité et la g e s t i o n d e s d o n n é e s p a r projet, g a r a n t i s s a n t ainsi 
l ' a n o n y m a t et la confidentialité d a n s u n e n v i r o n n e m e n t B P F et B P L 
( B o n n e s P r a t i q u e s d e F a b r i c a t i o n et B o n n e s P r a t i q u e s d e L a b o r a t o i r e ) 
e n c o n f o r m i t é a v e c la r é g l e m e n t a t i o n a m é r i c a i n e ( F D A , Food and 
Drug Administration) c o n c e r n a n t les e n r e g i s t r e m e n t s é l e c t r o n i q u e s 
(21 C F R part 1 1 ) . 

Conclusion 

Les a n a l y s e s g é n o m i q u e s à g r a n d e échelle o n t d é j à p e r m i s d'identi­
fier et d e valider d e s b i o m a r q u e u r s qui s o n t a u j o u r d ' h u i utilisés d a n s 
le d i a g n o s t i c d e ro u t i n e ( Z A P 7 0 d a n s les l e u c é m i e s [ 1 2 ] ) . Les a c t e u r s 
d u d é v e l o p p e m e n t d e s i n n o v a t i o n s t h é r a p e u t i q u e s e n o n c o l o g i e 
p r e n n e n t a c t u e l l e m e n t la m e s u r e d u potentiel d e s a n a l y s e s g é n o m i ­
q u e s : prises d e d é c i s i o n s plus rationnelles d a n s le d é v e l o p p e m e n t 
p h a r m a c e u t i q u e e n a m o n t (toxicité, p h a r m a c o d y n a m i q u e , m é c a ­
n i s m e d ' a c t i o n ) , e n p h a s e clinique, possibilité d e limiter les risques 
d ' é c h e c e n e n r i c h i s s a n t la p o p u l a t i o n d e s r é p o n d e u r s o u e n é v i t a n t 
les p a t i e n t s d é v e l o p p a n t d e s r é a c t i o n s t o x i q u e s . L a m i s e e n p l a c e 
d ' u n e logistique a d a p t é e à l'identification et la v a l i d a t i o n d e b i o ­
m a r q u e u r s issus d e s t e c h n o l o g i e s g é n o m i q u e s n é c e s s i t e d e maîtriser 
les t e c h n o l o g i e s utilisées e n a v a l , d e l'analyse a u t r a i t e m e n t d e s 
d o n n é e s . C e t t e m i s e e n p l a c e requiert u n e intégration forte d e t o u s 
les a c t e u r s i m p l i q u é s : c e n t r e s d e soins, s o c i é t é s d e b i o t e c h n o l o g i e s 
e t / o u industrie p h a r m a c e u t i q u e s . 0 
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S U M M A R y 
G e n o m i c s a n d p r o g r e s s in o n c o l o g y 
G e n o m i c s a n d g e n e t i c s a r e b e c o m i n g pillars o f clinical r e s e a r c h , 
a l l o w i n g certain d i s e a s e s to b e u n d e r s t o o d at t h e m o l e c u l a r level 
a n d l e a d i n g t o i m p r o v e d t r e a t m e n t s . S u c c e s s f u l g e n e t i c a n a l y s e s in 
t h e clinical o n c o l o g i c a l setting d é p e n d o n t h e quality of t h e s a m p l e s 
collected. A t clinical sites, a t t e n t i o n m u s t b e p a i d to t h e s t e p s t a k e n 
prior t o analysis, a n d t o t h e fragility of t h e m o l é c u l e s t o b e t e s t e d . 
T h e d e v e l o p m e n t of a s t a n d a r d p r o c é d u r e specifically a d a p t e d t o t h e 
identification a n d vali d a t i o n o f b i o m a r k e r s t h r o u g h g e n o m i c s r e q u i -
res a n u n d e r s t a n d i n g o f t h e différent t e c h n o l o g i e s u s e d a t e a c h t i m e 
point, f r o m t h e analysis t o t h e d a t a p r o c e s s i n g , a n d t h e implication of 
p e r s o n n e l a t ail levels : t h e he a l t h c a r e c e n t e r s , t h e b i o t e c h c o m p a n i e s , 
a n d / o r t h e p h a r m a c e u t i c a l industries. 0 
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