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Impact de la phase
pré-analytique sur la qualité
des échantillons collectés
dans les biobanques

Marion Amalfitano, Qifeng Dong, Aissata Keita

> La recherche médicale nécessite un
investissement financier important.
Une étude réalisée par Freedman et
al. a ainsi estimé cet investissement a
56 milliards de dollars aux Etats-Unis
en 2015 [1]. Selon ces auteurs, pres de
28 milliards ont été investis dans des
études précliniques qui ont conduit a
des résultats non reproductibles. Ce
probleme de reproductibilité peut avoir
pour origine le protocole expérimental,
mais également la qualité des échan-
tillons, non représentative du contexte
physiopathologique. Face a ces pro-
blemes de reproductibilité, les bio-
banques peuvent étre un atout majeur.
L'enjeu est non seulement d’assurer la
collection des échantillons en grande
quantité, mais également d’en garantir
la conservation par le développement
de procédures standardisées permettant
le maintien de I'intégrité de différents
types d’échantillons.

Les étapes clés de la phase
pré-analytique

La phase pré-analytique comprend
toutes les étapes, du prélévement au
traitement de I’échantillon. Durant ces
étapes, le risque de dégradation de la
qualité des échantillons est majeur [2].
Il est donc indispensable de contrdler
chacune d’entre elles, et ce, des que
I’échantillon n’est plus irrigué par la cir-
culation sanguine. Il s’agit de la phase
d’ischémie, divisée en deux parties. La
premiére, I'ischémie chaude, concerne
uniquement les préléevements lors d’une
intervention chirurgicale. Elle commence
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lorsque I’échantillon a prélever nest
plus irrigué par la circulation sanguine,
jusqu’au moment ou il est totalement
retiré de I"organisme. Seul le chirurgien
peut controler la durée de cette étape.
Suit I'ischémie froide, qui concerne tout
échantillon. Il s’agit alors du transport
depuis le lieu du prélévement jusqu’au
laboratoire d’analyse. Selon la distance
parcourue et le moyen de transport
utilisé (tube pneumatique, transport
routier ou aérien), la durée d’achemi-
nement peut étre optimisée. La Haute
autorité de santé (HAS) recommande
un transport « sans rupture de la chafne
du froid, dans un container refroidi et
saturé en vapeur d’azote ou dans de la
carboglace ». Le suivi de ces conditions
tout au long du trajet permet d’assurer
un maintien de la qualité durant cette
étape (Figure 1).

Deés la réception au laboratoire, I"échan-
tillon est soit fixé au formol et inclus en
bloc de paraffine s’il s’agit d’un pré-
levement solide, soit congelé avec une
solution cryoprotectrice [3] (les tissus
solides peuvent également faire I'objet
d’une cryoconservation). Linclusion en
paraffine se fait a température contro-
Iée selon le point de fusion du type de
paraffine utilisée (polymére, non-poly-
mére et microcristalline), c’est-a-dire
entre 45 °C et 65 °C, dans le but d’éviter
toute dégradation des tissus. Les paraf-
fines recommandées ont un point de
fusion entre 55 °C et 58 °C [4].

Le choix de la solution cryoprotectrice
a également une influence sur la qua-
lité des tissus, concernant notamment
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les acides nucléiques. Les cryoprotec-
teurs les plus utilisés sont le glycérol
et le diméthylsulfoxyde. Dans le cas
d’extraction d’acides nucléiques, le kit
d’extraction peut également influencer
la qualité du produit: c’est la raison
pour laquelle il existe des kits qui favo-
risent la qualité d’extraction plutot que
le rendement [5].

Cependant, méme si la collection se
fait dans des conditions optimales, cela
ne préfigure pas I'interprétabilité des
résultats post-analyse, qui dépend de la
nature méme de "échantillon.

L'analyse se fait uniquement sur une
petite quantité de matiere, qui doit étre
sélectionnée avec soin pour étre repré-
sentative de I’état physiopathologique
d’un patient ou représenter les caracté-
ristiques d’un échantillon. Par exemple,
dans le cas d’une biopsie liquide, si trop
peu de cellules tumorales circulantes
sont présentes dans le prélevement san-
guin, 'analyse pourrait donner de faux
résultats négatifs. Il en serait de méme
avec un prélevement de tissu solide
comportant un grand pourcentage de
cellules nécrosées et peu de cellules
cancéreuses ou tumorales.

Le maintien de la qualité

des échantillons durant la période

de stockage

Apres le traitement pré-analytique, la
conservation de la qualité est toujours
prioritaire. Dans le cas ou la totalité
de I’échantillon n’est pas utilisée, il
peut servir a de futures analyses plu-
sieurs années apres la collection. C’est
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Figure 1. Descriptif des différentes étapes de la phase pré-analytique. Cette chaine comprend

le prélevement lors de I'intervention chirurgicale, puis le transport de I’échantillon jusqu’a la

biobanque ol il est cryoconservé ou fixé au formol et inclus en paraffine.

la raison pour laquelle il est important
de maintenir la qualité de I’échantillon
pendant toute la durée de la conser-
vation.

La fixation et ’inclusion de I’échantillon
Les tissus fixés au formol et inclus en
bloc de paraffine se gardent a tempé-
rature ambiante de nombreuses années
sans altérer 'intégrité des cellules. La
qualité de I"analyse histologique sera
donc préservée. A Pinverse, les acides
ribonucléiques (ARN) sont instables &
température ambiante car les ribonu-
cléases responsables de leur dégrada-
tion ne sont inactives qu’a une tempéra-
ture inférieure a -70 °C. Les échantillons
servant a I’extraction et ’analyse de ces
ARN sont donc conservés a trés basse
température dans des congélateurs
spécialisés (& -80 °C) ou en présence
d’azote liquide (-196 °C). Les congé-
lateurs a -80 °C doivent étre soumis a
des controles de maintenance réguliers
pour éviter le déstockage ou la perte
des collections en cas de panne élec-
trique. La HAS recommande également
de placer ces congélateurs « dans des
locaux fermant a clé, avec climatisation
et systemes d’alarme efficaces ». Les
réservoirs d’azote liquide doivent étre
manipulés par des techniciens quali-
fiés en raison des risques de briilure et
d’asphyxie, dans une piece équipée d’un
détecteur du niveau d’oxygene.
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Enfin, il est possible de conserver
les acides nucléiques a température
ambiante grdce a différentes tech-
niques, comme Iutilisation de solutions
stabilisantes qui empéchent la dégrada-
tion des acides nucléiques et permettent
ainsi une meilleure conservation des
tissus. RNAlater® et DNAstable® sont
deux solutions stabilisantes permet-
tant de conserver les acides nucléiques
sur de longues durées, a température
ambiante ou a température de congé-
lation classique (-20 °C pour préser-
ver "ARN). RNAlater® permet d’inhiber
I’action des RNases dans I’échantillon.
DNAstable® déshydrate I’échantillon
pour réduire I'activité biologique, phy-
sique, et chimique dégradant I’ADN.
Des solutions alternatives existent sur
le marché (CloneStable®, DNAguard®,
RNAstable®). Il existe également des
cartes de collection (Whatman®FTA®
card, GenCollect™ DNA card) qui per-
mettent de conserver les prélévements
liquides. Elles ont pour rdle de lyser les
cellules, de dénaturer les protéines et
de protéger I’ADN de la dégradation [6],
en les fixant sur la matrice protectrice
qui recouvre le papier. L'extraction se
fait aprés le stockage, en découpant
une partie du papier imbibé du liquide
biologique, puis en procédant a I'ex-
traction de "ADN. La lyophilisation est
également un procédé stabilisateur, qui
consiste a déshydrater les échantillons

par sublimation de I’eau, a tres basses
pression et température, pour éviter une
dégradation par la chaleur.

Les trois méthodes de conservation pré-
cédentes sont cependant moins répan-
dues dans les biobanques, en raison
de leur colt et de leur développement
récent, qui ne permet pas encore de dis-
poser d’un recul suffisant pour évaluer
leur efficacité. De plus, la conservation
a tres basse température et I'inclusion
en blocs de paraffine sont encore consi-
dérées comme les méthodes de réfé-
rence pour les analyses génétiques et les
analyses histologiques, respectivement.

La tracabilité des échantillons

Garantir le maintien de I'intégrité de
I’échantillon durant toute la période de
conservation est I'une des missions prin-
cipales des biobanques. Les biobanques
doivent également gérer le suivi, la tra-
cabilité et la mise a disposition des
échantillons.

De nombreux laboratoires sont dotés
d’un systeme de gestion informatisée
appelé Laboratory information mana-
gement system (LIMS), indispensable a
la gestion de grands nombres d’échan-
tillons. Le LIMS, systeme datant de la
fin des années 1970, permet de suivre
toutes les étapes a partir de la col-
lecte des échantillons et de gérer les
informations qui leur sont associées -
cliniques, médicales, personnelles - en
les stockant dans une base de données
afin d’assurer une meilleure tragabilité
des échantillons. Le LIMS gere la confi-
dentialité des données et leur sécurité.
Il assure la sauvegarde de documents et
une distribution sécurisée des échantil-
lons et des données associées entre des
institutions de recherche collaborative,
tout en respectant le cadre réglemen-
taire et éthique [7].

€n France, les biobanques peuvent
acquérir une certification particuliere
(norme NF-596-900), propre aux struc-
tures ayant une activité de centre de
ressources biologiques (CRB). Cette
norme fournit des exigences pour le
systeme de gestion de la qualité des CRB
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Figure 2. Les activités du systéeme de management de la qualité (SMQ). ’harmonisation des

protocoles est encadrée par les procédures opérationnelles standard (standard operating pro-

cedures, SOP) a toutes les étapes de la chaine pré-analytique.

afin de faciliter ’acquisition, la valida-
tion, la conservation et la distribution
des ressources biologiques en garantis-
sant assurance qualité et la tragabi-
lité des échantillons. Pour répondre aux
critéres de ces normes, ces structures
peuvent s’appuyer sur un systéme de
management de la qualité (SMQ), répon-
dant aux exigences de la certification
SO 9001, et fondé notamment sur la
mise en place de procédures standardi-
sées et d’audits (Figure 2).

Grace @ un haut niveau de standardisation
et des procédures normalisées partagées
entre les différents centres, le réseau euro-
péen de biobanques BBMRI-ERIC met en
place ses propres routines de validation.
Cela permet de créer des centres experts de
biobanques, en phase avec les avancées de
la recherche pharmaceutique ou médicale,
et des techniques analytiques. ¢

Impact of the pre-analytical phase

on the quality of samples collected in
biobanks
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L’existence des contraintes légales
et réglementaires des biobanques

Zeineb Messaoudi, Nisrine Soltani, Nicole Arrighi

> &€n 2000, I'lslande fut le premier pays
européen a réglementer les pratiques
des biobanques par I’lcelandic Act on
Biobanks n°® 110/2000, suivie de I’E€sto-
nie, de la Suéde et de la Finlande en
2012. Contrairement aux pays d’€urope
du Nord, les biobanques frangaises ne
font pas I'objet d’une loi particuliére.
Cependant, leurs activités sont stricte-
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ment réglementées. Dans ce contexte,
quelles sont les contraintes légales et
réglementaires des biobanques ? Pour
répondre a cette question, nous défini-
rons d’abord le cadre juridique des bio-
banques en France, puis nous explique-
rons comment ce cadre Iégal garantit la
protection des individus et des données
personnelles.

Le cadre juridique des biobanques

A ce jour, la réglementation francaise
repose sur deux lois présentant les
procédures générales de gestion des
collections d’échantillons biologiques
humains a visée scientifique : la loi
n° 2004-806 du 9 aolt 2004 relative a
la politique de santé publique [1] et la
loin® 2004-800 du 6 aolit 2004 relative
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