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Abstract 

Biobanks have been created and defined in order to recollect with high controlled procedures 

samples from clinical research protocol. These organizations are part of rigorous quality 

process required by NF S96-900 and ISO 9001 norms. They allow the research field and 

industrial to get access to high standard and tracked resources. In this context, in 2005 CRB 

HUEP-UPMC recollected human blood samples from a clinical protocol in order to 

demonstrate a link between specific gene polymorphism and the morbidity/mortality of 

patients included in this project. 

To answer to their objective, a genotyping method which is Single Nucleotide Polymorphisms 

(SNP) technique has been selected and should be validated by the CRB. This new analysis 

process is considered as a routine performance which required specific conditions for the 

handling samples according to their origins; DNA extracted by the CRB HUEP-UPMC or by 

the user himself. 

The development of the technique allowed to genotype 1929 patients and to validate the SNP 

genotyping method. Several blood samples storage conditions, DNA extraction and storage 

conditions were tested and analyzed by DNA quality controls. The results demonstrated that 

genotyping is reliable if DNA is compliant (meaning DNA concentration >50 ng/µl, 1.7< DO 

260/280 nm <2, DO 260/230 nm >1.8), regardless of blood conservation and DNA extraction 

methods. By contrast, DNA storage process is the most critical step which requires to be 

conditioned in cryovial and stored at -20°C in the long term. 

This information is crucial to provide quality service to external users even for which we have 

no view of the pre-analytical phase. 

Keywords: Biobank, Clinical research, DNA, genotyping, SNP, quality control. 
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Un Centre de Ressources Biologiques (CRB) est une structure d'aide à la recherche, qui au 

minimum réceptionne, conserve et met à disposition des ressources biologiques (matériel 

biologique et données associées) de manière sécurisée et avec une traçabilité optimale. 

Le CRB dans lequel j’ai effectué mon stage d’ingénieur appartient au groupe des Hôpitaux 

Universitaires de l’Est Parisien (HUEP). Il est situé sur le site de l’hôpital Saint Antoine dans 

le 12è arrondissement de Paris et occupe des locaux de la faculté de médecine Pierre et Marie 

Curie (UPMC). J’y exerce actuellement en tant que technicienne d’études cliniques sénior. 

A mon arrivée au sein du service en Janvier 2014, les seules prestations effectuées par le CRB 

HUEP-UPMC étaient des extractions d’acides nucléiques (AN) automatisées (ADN, ARN, 

miARN), des préparations de plasma et sérum ainsi que la mise en collection d’échantillons 

biologiques variés (dérivés sanguins, AN, placenta, lait maternel). 

Parmi les collections détenues par ce CRB, deux cohortes imposantes (plus de 2000 patients) 

relatives au domaine de la cardiologie et issues de la recherche clinique nécessitaient, au sein 

de la structure, la mise en place de nouvelles techniques d’analyse afin de répondre aux 

demandes des initiateurs du projet baptisé FAST-MI ; dont le Pr Simon, responsable de la 

structure. 

La demande consistait à déterminer le génotype des patients pour un gène cible impliqué dans 

la pathologie étudiée dans ce projet.  

Avant mon arrivée, l’ADN des deux cohortes réceptionnées au CRB en 2005 et 2010 a été 

extrait et stocké à -20°C pour de futures analyses moléculaires. De plus, des prestations 

externes de génotypage par l’étude de « Single Nucléotide Polymorphismes » (SNP) avaient 

déjà été pratiquées sur ces cohortes. Pour faire suite à ces premiers résultats, il a donc été 

envisagé de réaliser des analyses complémentaires en étudiant de nouveaux SNP, mais cette 

fois en interne. 

De ce fait, la mission qui m’a été confiée était de mettre en place, au sein même du CRB,  la 

technique permettant de déterminer le génotype des patients de la cohorte FAST-MI 2005 

pour trois SNP sélectionnés. Etant donné que la cohorte FAST-MI 2010 devra également être 

génotypée, que l’arrivée d’une troisième cohorte FAST-MI est prévue pour fin 2015 et surtout 

que cette technique de génotypage par l’étude de SNP est très demandée, il semblait judicieux 

de l’envisager comme une prestation pouvant être effectuée en routine afin de répondre 

rapidement et efficacement aux éventuelles futures demandes. C’est pourquoi mon rôle était 
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également de mettre au point les conditions optimales de réalisation d’une telle prestation 

dans le but d’assurer aux futurs utilisateurs un résultat fiable et reproductible. 

L’aspect routinier de la prestation implique donc une réalisation dans le respect des normes 

qualité du CRB HUEP-UPMC (NF S96-900 et ISO 9001:2008) avec notamment 

l’aménagement des locaux pour la réalisation de la PCR (délimitation de zones), l’écriture de 

l’ensemble de la documentation associée (mode opératoire, inventaire des consommables, 

entretien des appareils, gestion des flux,…), une validation de méthode, la formation du 

personnel, ainsi qu’une étude de faisabilité en routine et une tarification par rapport aux 

exigences définies par les parties intéressées (CRB, utilisateur, hôpital, université). 

Mais plusieurs questions d’une importance non négligeable se posent pour la réalisation de la 

prestation de génotypage dans les meilleures conditions en fonction des spécificités de la 

demande. Sur quels critères de qualité de l’ADN peut-on assurer un génotypage fiable ? Peut-

on s’engager à réaliser un génotypage sur des échantillons d’ADN fournis par l’utilisateur, 

c’est-à-dire sans regard ni traçabilité sur l’extraction et la conservation ? Autant de questions 

auxquelles je vais tenter de répondre à travers ce mémoire. 
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I/ Les centres de ressources biologiques 

a) Définition et cadres normatifs 
 

Vu l’essor des biotechnologies dans les domaines scientifiques et industriels durant les trente 

dernières années, ainsi que l’évolution des considérations éthiques dans la disposition des 

prélèvements humains, il a fallu reconnaître l’importance prise par l’impact économique du 

vivant. 

C’est donc en 1999 que l’Organisation de Coopération et de Développement Economique 

(OCDE) prend l’initiative de définir et de mettre en place un nouveau concept qui permettrait 

d’assurer l’accès de la recherche et de l’industrie à des ressources de qualité dans des 

conditions et des facilités garanties. C’est ainsi que sont définis les Centres de Ressources 

Biologiques (CRB) ou biobanques. Un extrait du rapport de l’OCDE de 2001 [1] précise que 

« Ces structures transversales sont un élément essentiel de l’infrastructure sur laquelle 

s’appuient les biotechnologies et les sciences de la vie. Ils se composent de prestataires de 

services et de centres de conservation ». Les CRB peuvent détenir des collections 

d’organismes cultivables (micro-organismes, cellules végétales, animales et humaines), de 

parties réplicables de ces organismes (génomes, plasmides, virus, ADNc,…), de cellules et de 

tissus. Ces échantillons biologiques collectionnés s’accompagnent d’informations 

moléculaires, physiologiques et structurelles contenues dans des bases de données. 

L’échantillon et ses données associées constituent ce que l’on appelle une ressource 

biologique. 

Du fait de ses responsabilités, un CRB doit pouvoir satisfaire aux critères élevés de qualité et 

d’expertise exigés par la communauté internationale des chercheurs et des industriels 

concernant la diffusion d’information et de matériel biologique, et pouvoir tenir à jour un 

catalogue de ce qui est mis à disposition. Comme les lignes directives de l’OCDE l’ont décrit, 

le rôle primordial des CRB est donc « d’assurer l’accès aux ressources biologiques dont 

dépendent la recherche et développement en sciences de la vie et les progrès des 

biotechnologies ». Cette mission principale englobe plusieurs activités telles que la réception, 

la préparation, la conservation et la mise à disposition de ces diverses ressources biologiques.  

A l’heure actuelle, la mise en collection et le stockage d’échantillons biologiques jouent un 

rôle central en recherche fondamentale, clinique et translationnelle. La recherche 

http://www.synergielyoncancer.fr/glossaire/recherche-translationnelle
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translationnelle est une composante majeure de la recherche biomédicale. C’est l’expression 

d’un besoin essentiel d’accélérer la valorisation d’une découverte scientifique en application 

concrète et rapide au bénéfice des malades. La recherche translationnelle est la passerelle 

entre recherche fondamentale et recherche appliquée.  

C’est pour cette raison que plusieurs centaines de biobanques existent à travers le monde, 

principalement aux Etats-Unis et en Europe, différentes dans leur mode de fonctionnement, 

leurs buts, la nature et la taille de leurs collections. Depuis 2009, le nombre de CRB en France 

a plus que doublé, passant de 18 biobanques thématisées à 45 biobanques recensées en ce 

début 2015. Ces structures représentent 215 collections et atteindront bientôt les 1 000 000 

d’échantillons de toutes natures confondues [2]. 

Pour reconnaitre et valoriser les CRB, la France dispose d’une norme spécifique pour la 

certification de CRB d’origine humaine, microbienne, animale et végétale. La norme NF S96-

900 voit le jour en juillet 2008, fruit de l'initiative en 2006 du ministre délégué à la 

recherche et aux nouvelles technologies et des professionnels du secteur. Cette certification 

favorise l'harmonisation des pratiques professionnelles des CRB et facilite ainsi les échanges 

inter CRB (Figure 1). 

 

 

 

Figure 1 : Logo de la norme NF S96-900 pour les CRB. 
Source : “Démarche Qualité.” Plateforme de Ressources Biologiques H Mondor.  
http://prbmondor.aphp.fr/notre-demarche-qualite/ 
 

 

Son application est compatible avec les pratiques exemplaires recommandées par l’OCDE : la 

rigueur scientifique, la sécurité, l’exigence éthique et la régulation économique.  

Les CRB peuvent également bénéficier d’une reconnaissance à l’international avec 

l’application des exigences de l’ISO 9001. 

La famille ISO 9000 couvre les divers aspects du management de la qualité et comprend 

certaines des normes les plus connues de l’ISO. Elles offrent des lignes directrices et des 

outils aux entreprises et aux organismes qui veulent que leurs produits et services soient 

constamment en phase avec ce que leurs clients demandent et que la qualité ne cesse de 

http://www.synergielyoncancer.fr/glossaire/recherche-translationnelle
http://www.synergielyoncancer.fr/glossaire/recherche-translationnelle
http://www.synergielyoncancer.fr/glossaire/recherche-fondamentale
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s’améliorer. Plus précisément, la norme ISO 9001 spécifie les exigences relatives au système 

de management de la qualité (SMQ). C’est la seule norme de cette famille capable de mener à 

la certification. Cette norme repose sur un certain nombre de principes de management de la 

qualité, notamment une forte orientation client, la motivation et l’engagement de la direction, 

l’approche processus et l’amélioration continue. L’ISO 9001 aide à s’assurer que les clients 

obtiennent des produits et services uniformes et de bonne qualité, avec, en retour, une 

favorisation des retombées commerciales. La publication d’une nouvelle version de l’ISO 

9001 devrait intervenir d'ici la fin 2015. Celle-ci adoptera une structure-cadre destinée à 

faciliter l'utilisation conjointe de cette norme avec d'autres normes de systèmes de 

management, et accordera une plus grande importance au risque [3]. 

 

La plupart des biobanques européennes fonctionne donc avec un SMQ permettant d’orienter 

et de contrôler la qualité à tous les niveaux [4]. L’utilisation des échantillons biologiques en 

recherche est la finalité même de ce système qualité et représente la valorisation de tout ce 

travail. Cela implique donc que les échantillons biologiques mis à disposition doivent être de 

haute qualité afin de garantir la robustesse et la reproductibilité des résultats. C’est pourquoi il 

est indispensable en premier lieu de mettre en place et de respecter le cadre imposé par les 

normes. Ce contexte normatif insiste sur l’importance de la traçabilité des ressources 

biologiques. Les données associées aux échantillons doivent être traitées anonymement de 

façon organisée et sécurisée par une base de données dédiée tout en étant disponibles pour les 

investigateurs [5]. D’autre part, la rédaction d’une documentation support pour l’ensemble des 

processus de la structure est primordiale. Les procédures techniques doivent être claires et 

permettre d’appliquer une méthode standard efficace afin de limiter les risques de non-

conformité. La conservation des échantillons à basse température est une étape importante de 

la phase pré-analytique. Le système de stockage doit être fiable, sécurisé et un suivi 

permanent des températures ainsi que des solutions de secours doivent être mis en place. En 

plus de toutes ces précautions, la qualité de l’échantillon proprement dite doit être testée en 

amont de la mise à disposition grâce à des contrôles complets et rigoureux. Par exemple, après 

une extraction d’ADN, il faut mesurer au minimum sa concentration et sa pureté afin de 

s’assurer que celui-ci est conforme aux exigences standards de la structure ou aux exigences 

particulières de l’investigateur. 
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b) Activité de collections biologiques et cadres réglementaires 
 

Une collection biologique est définie par le Code de la Santé Publique (CSP) comme  une     
« Réunion, à des fins scientifiques, de prélèvements biologiques effectués sur un groupe de 

personnes identifiées et sélectionnées en fonction des caractéristiques cliniques ou 

biologiques d’un ou plusieurs membres du groupe, ainsi que des dérivés de ces prélèvements» 

[6]. 

Une collection d’échantillons biologiques doit être cohérente et ne peut donc être constituée 

par la réunion d’échantillons divers et variés. Dans ce cas-là, il s’agira d’une série 

d’échantillons biologiques. Une collection s’inscrit toujours dans le cadre d’une finalité 

scientifique (recherche) et non médicale (soins). Néanmoins les collections d’échantillons 

biologiques humains constituent un support de nombreuses recherches pouvant mener in fine 

à des progrès diagnostiques et thérapeutiques. 

Quantitativement parlant, 98% des collections détenus par les CRB sont constitués 

d’échantillons biologiques humains issus de la recherche clinique, incluant des ressources 

primaires de type fluides et tissus d’une part, mais également des dérivés issus de ces 

prélèvements primaires, à savoir des sérums, plasmas, acides nucléiques, cellules ou encore 

des protéines [2]. 

La recherche clinique est divisée en plusieurs types de recherche. Dans une recherche 

clinique interventionnelle (RI), l’intervention est définie comme tout acte de diagnostic ou 

de surveillance réalisé sur la personne, non justifié par la prise en charge médicale de la 

personne. C’est le cas des recherches biomédicales (RBM) qui sont organisées et pratiquées 

sur l'être humain en vue du développement des connaissances biologiques ou médicales (par 

exemple essais thérapeutiques, études physiopathologiques, dispositifs médicaux). Les RBM 

portent notamment sur les médicaments, les dispositifs médicaux ou les non produits de santé 

(art. L.5311-1 du CSP).  Schématiquement, rentrent dans le cadre des RI, toutes les recherches 

qui impliquent une action sur la personne, malade ou non, et qui en modifie la prise en charge 

(administration de médicaments, implantation d’un dispositif, investigation physiologique,...), 

sauf si cette intervention ressort de la pratique courante.  

Les recherches soins courants, quant à elles, consistent essentiellement à comparer des 

actes, des combinaisons d'actes ou des stratégies de prise en charge du patient, déjà validés et 

d'utilisation courante. Il s’agit de recherches comportant une intervention visant à évaluer les 
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NON OUI 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Sciences_biom%C3%A9dicales
http://fr.wikipedia.org/wiki/France
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bio%C3%A9thique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Droit_de_la_sant%C3%A9
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personnes qui participeront à cette recherche. Si, à l’issue de la recherche les prélèvements 

sont voués à être conservés, ils seront considérés comme une collection biologique. Dans ce 

cas particulier, si une telle option est prévue initialement, un formulaire supplémentaire doit 

accompagner la demande d’autorisation auprès de l’ANSM. Néanmoins, la collection devra 

également être déclarée au Ministère de l’Enseignement supérieur et de le Recherche (MESR) 

comme le sont toutes les collections biologiques (Tableau I). 

Dans tous les autres cadres de recherches, les activités de collections biologiques doivent faire 

d’emblée l’objet d’une déclaration auprès du MESR et d’un avis auprès du CPP. De plus, si 

des cessions à un tiers non impliqué dans le protocole de recherche initial sont prévues, celles-

ci sont soumises à une autorisation délivrée par le MESR [8] (Tableau I).  

 

Ces démarches entrent dans les cadres réglementaire, éthique et juridique régissant l’activité 

de collection des CRB. La législation en vigueur dans notre pays exige que l’utilisation de 

matériels biologiques et des données qui leur sont associées doivent respecter le cadre imposé 

par la loi Huriet-Sérusclat, la loi de bioéthique et la loi informatique et liberté.  La loi Huriet-

Sérusclat identifiée sous la loi n° 88-1138 du 20 décembre 1988  réglemente pour la 

première fois l’organisation de la recherche en France et la protection des personnes se prêtant 

à des recherches biomédicales. Elle vise également à réglementer certains aspects relatifs à 

la bioéthique. Cette dernière concerne les  limites de l’intervention de la médecine sur le corps 

humain en garantissant le respect de la dignité de la personne et a pour objectif d’éviter toute 

forme d’exploitation dérivée de la médecine. Cette loi de bioéthique n° 94-654 a donc été 

promulguée initialement le 29 juillet 1994 puis révisée en 2004 et 2011. Depuis 2004, la 

législation française impose, avant toute utilisation biologique, d’informer le patient sur 

l’intérêt scientifique de la recherche, le but et les modalités de prélèvement, le lieu de 

conservation et le responsable de la collection ainsi que sur une éventuelle utilisation 

ultérieure. Mais surtout, la loi ordonne d’offrir au patient la possibilité à tout moment de 

s’opposer à l’usage ou la conservation de ses échantillons biologiques et de ses données 

médicales à des fins de recherche. Ceci est réalisé grâce à l’obtention d’une non-opposition ou 

d’un consentement écrit du patient selon les cas. Il est notamment exigé un consentement 

exprès écrit et éclairé lorsque la recherche porte sur les caractéristiques génétiques du patient 

(Tableau I). 

Puisque la mise en collection d’échantillons biologiques s’accompagne d’informations 

relatives au patient, qui constituent les données associées et qui vont être conservées dans des 

bases de données dédiées ; il est indéniable de respecter le cadre de la loi Informatique et 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Bio%C3%A9thique
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Liberté. Cette loi n° 78-17 du 6 janvier 1978 traitant de l’informatique des fichiers et des 

libertés définit les principes à respecter lors de la collecte, du traitement et de la conservation 

des données personnelles. Cette loi est régie de manière générale par la Commission 

Nationale de l’Informatique et des Libertés (CNIL) ainsi que par le Comité Consultatif en 

matière de Traitement de l’Information dans la Recherche en Santé (CCTIRS). Ils se chargent 

de veiller à ce que l’informatique soit au service du citoyen et qu’elle ne porte atteinte ni à 

l’identité humaine, ni aux droits de l’homme, ni à la vie privée, ni aux libertés individuelles 

ou publiques. C’est pourquoi les données à caractère personnel sont systématiquement traitées 

de façon anonymisée [8]. 

 

Tableau I: Démarches réglementaires dans le cadre de l’utilisation à visée scientifique 
d’échantillons biologiques humains. 
*Affsaps est l’ancien nom de l’ANSM. 
Source: [8] 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
De manière générale, il est possible de ré-utiliser des éléments biologiques à des fins 

différentes de celles qui ont justifié le prélèvement (programmes de recherche différents ou 

changement de lieu de conservation de la collection par exemple). C’est ce qu’on appelle un 

changement de finalité de la collection. Cette nouvelle utilisation n’est donc plus conforme à 

la déclaration faite au ministère de la recherche au début du projet ni en accord avec le 

consentement initialement donné. C’est pourquoi dans ce cas il est nécessaire  d’en informer 

le patient et de recueillir à nouveau sa non-opposition ou son consentement selon les analyses 

envisagées (Tableau I). 

   

* 
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c) Le CRB HUEP-UPMC : bilan d’activité (BA) de mise en collection 
 

Créé en 2010, le CRB HUEP-UPMC est une structure transversale mise à la disposition de 

l’ensemble des cliniciens et chercheurs du groupe hospitalo-universitaire de l’est parisien 

(GHUEP) participant à des recherches avec constitution de collections d’échantillons 

biologiques. Il assure la réception, la préparation, le stockage et la mise à disposition de 

collections biologiques issues de protocoles cliniques.  

Le CRB HUEP-UPMC a d’abord obtenu  le label Ibisa en 2011 avant d’être certifié NF S96-

900 depuis  septembre 2011 et ISO 9001 : 2008 depuis décembre 2014. 

Au sein du GH, le CRB HUEP-UPMC travaille en collaboration avec les services de 

Pneumologie (cancérologie, sommeil), Hépato-gastroentérologie, Gynécologie Obstétrique et 

Médecine de la Reproduction, Psychiatrie, Radiothérapie, Cardiologie, Lactariums, 

Rhumatologie, Endocrinologie, Neurologie et Médecine interne. Le CRB HUEP-UPMC est 

aussi une plateforme scientifique de l’UPMC, intégrée dans l’unité mixte de service 

(UMS029) autour de la thématique  « Omique ». De plus, il fait également parti de différents 

réseaux de plateformes dont le but est de créer une nouvelle dynamique au niveau des 

plateformes d’analyse moléculaire, d’améliorer la visibilité de l’offre de service et de pouvoir 

répondre plus facilement à des appels d’offres nationaux et internationaux. 

 

Le CRB HUEP-UPMC est aussi représenté au sein de réseaux de CRB comme le club 3CR et 

l’Infrastructure BIOBANQUES. Depuis sa création en 2006, la philosophie du Club 3CR est 

basée sur l'écoute des besoins des CRB pour développer des actions pertinentes et 

pragmatiques. Parmi ces actions, le Cahier 3CR, bimestriel, permet de connaître toute 

l'actualité des CRB (législation, actualité CRB, éthique, gestion des échantillons, gestion des 

données associées, qualité). Il s’inscrit dans la réalisation d’une veille réglementaire imposée 

aux CRB par les normes [9]. 

L’Infrastructure BIOBANQUES est une structure nationale dédiée à la recherche médicale 

utilisant les échantillons biologiques et les ressources biomoléculaires. Elle mobilise les 

acteurs français des biobanques, des tumorothèques et des centres de ressources 

microbiologiques. Ce réseau implique l’ensemble des acteurs de la recherche : chercheurs des 

laboratoires académiques et privés utilisant les collections d’échantillons biologiques, centres 

hospitaliers universitaires, universités, instituts de recherche, institutions responsables de 

l’organisation et du développement stratégique de la recherche, pôles de compétitivité. La 

gouvernance de ce réseau est certifiée selon la norme ISO 9001 et a pour objectif stratégique 

http://www.biobanques.eu/images/mediapdf/certificat-de-suivi-sgs-2014-p-H4KF6N8QVG.pdf
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principal de participer au renforcement des plateformes pluridisciplinaires d’excellence, qui 

permettent de mutualiser les moyens et les compétences, d’accroitre les investissements dans 

les secteurs prioritaires pour la santé publique et pour le développement économique. D’autre 

part, elle souhaite favoriser le partenariat public-privé pour renforcer les développements 

technologiques innovants et la recherche translationnelle [10]. 

Le CRB HUEP-UPMC réalise également des prestations de service (réception, préparation, 

expédition) pour des industriels dans le domaine biomédical.  

 

Depuis sa création, le CRB HUEP-UPMC a réceptionné 14367 prélèvements de nature variée 

(sang, salive, urine, tissu adipeux, lait maternel, placenta) provenant de 11843 patients ; ce qui 

représente plus de 290 000 échantillons. 

Actuellement, 270238 échantillons sont conservés au CRB HUEP-UPMC à basse 

température. Ces échantillons se répartissent en DNAthèque, RNAthèque, Séro/Plasmathèque 

et tissuthèque. De plus, en 4 ans, 6473 échantillons ont été cédés par le CRB-HUEP-UPMC.  

Depuis Juillet 2013, 24 collections au total ont été gérées par le CRB HUEP-UPMC dont 18 

sont toujours en cours.  Les différentes données relatives au BA entre Juillet 2013 et Juillet 

2014 sont regroupées dans le Tableau II. 

D’autre part, comme exigé par les lignes directives de l’OCDE, le CRB HUEP-UPMC 

possède un catalogue dans lequel figure deux collections mise à la disposition des utilisateurs. 

Ce catalogue est visible sur le site https://www.i3crb.fr/. 

 
Tableau II : Bilan d’activité du CRB HUEP-UPMC sur l’année 2013-2014. 

Les données présentées concernent tous les protocoles confondus. Elles sont généralement 

comparées à l’année précédente afin d’établir un constat concernant l’activité du CRB. 

 

 

 

 

 

 

 

BA de 07/2013 à 07/2014 Nombre 
Patients inclus 3785 
Prélèvements réceptionnés 4072 
Echantillons  préparés 8132  
Echantillons créés (totaux)  8938 
Echantillons stockés 155109 
Echantillons cédés 2615 

https://www.i3crb.fr/
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II/ L’étude FAST-MI 
 

L’infarctus du myocarde (IDM) et plus généralement les syndromes coronaires aigus (SCA) 

restent encore des pathologies fréquentes et graves. Pourtant, au cours des deux dernières 

décennies, des progrès considérables ont été accomplis dans la prise en charge des SCA, à la 

fois lors de la phase aiguë et dans le suivi au-delà de la phase hospitalière [11] [12]. 

Le SCA est une insuffisance coronarienne engendrée par une ou plusieurs artères 

coronaires obstruées créant une ischémie myocardique aiguë. Il inclut plusieurs formes 

cliniques dont l’IDM sans élévation du segment ST et l’IDM avec élévation du segment ST. 

En présence d’une symptomatologie évocatrice de SCA, en l’occurrence une douleur 

thoracique, la réalisation de l’électrocardiogramme permet d’identifier les patients devant, à 

l’évidence, bénéficier en urgence d’une revascularisation coronaire, par angioplastie ou 

fibrinolyse, c’est-à-dire les patients avec un sus-décalage du segment ST. Les autres patients 

sont inclus dans le groupe des SCA sans sus-décalage du segment ST.  

Cependant, l’évolution des pratiques réelles et leur impact sur le pronostic à moyen et long 

terme des patients admis en unité de soins intensifs coronaires (USIC) pour un SCA 

demeurent relativement peu étudiés de façon exhaustive.  

Le protocole baptisé FAST-MI pour Observatoire Français des Syndromes Coronaires Aigus 

avec ou sans sus-décalage du segment ST est une étude prospective (porte sur une population 

définie suivie dans le temps),  multicentrique et observationnelle (dans la mesure où la prise 

en charge des patients n’est pas modifiée). 

Elle entre dans le cadre d’une RNI avec constitution d’une collection biologique. Ce projet est 

soutenu et financé par la Société Française de Cardiologie (SFC). 

L’objectif principal est donc d’apprécier les pratiques concernant la prise en charge de l’IDM 

dans la réalité et de mesurer leur impact sur le pronostic à court, moyen et long terme des 

patients admis en USIC et ce sur une cohorte de 3500 patients prévus initialement. Des 

objectifs secondaires ont également été établis. Ils explicitent la raison même de la mise en 

collection associée à ce protocole. Ces objectifs secondaires s’intéressent particulièrement à 

l’impact des polymorphismes génétiques sur la morbi-mortalité des patients (taux de mortalité 

pour une maladie donnée). L’étude associée des caractéristiques cliniques, biologiques et 

génétiques des patients et de leurs conditions de prise en charge permettront à la fois 

d’identifier les patients à risque de morbi-mortalité accrue et servir de base à la réalisation 

ultérieure d’études spécifiques sur la prise en charge thérapeutique optimale en fonction des 

http://sante-medecine.commentcamarche.net/faq/13538-insuffisance-coronarienne-definition
http://sante-medecine.commentcamarche.net/faq/8144-artere-coronaire-definition
http://sante-medecine.commentcamarche.net/faq/8144-artere-coronaire-definition
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différents profils de risque. Ce registre a également pour ambition, à travers une photographie 

« grandeur nature » des pratiques en France actuellement, de s’assurer de la constance de la 

qualité de la prise en charge des malades hospitalisés pour un infarctus. L’enquête permettra 

d’insister sur les points forts et les points faibles de notre système de santé qu’il conviendra 

alors d’améliorer. Enfin, l’observation d’une large population du monde réel donnera la 

possibilité d’évaluer les interactions entre les différents types de traitements utilisés et de 

vérifier leur synergie ou leurs incompatibilités éventuelles. 

Pour la mise en collection, des quantités additionnelles de sang sont prélevées lors du 

prélèvement sanguin réalisé à l’admission du patient afin de constituer une DNAthèque, une 

sérothèque/plasmathèque, une RNAthèque et une cellulothèque. 

Le CRB HUEP-UPMC est chargé de réceptionner et de transformer les échantillons sanguins 

pour la DNAthèque, la RNAthèque et la cellulothèque (extraction d’AN et purification de 

cellules mononucléées du sang (PBMC)). Les échantillons de sérum et plasma sont acheminés 

au CRB HUEP-UPMC pour préparation (aliquotage) et conservation à basse température.  

Actuellement, le CRB HUEP-UPMC détient deux collections relatives au protocole FAST-MI 

selon l’année d’inclusion des patients (2005 ou 2010). La collection originelle de 2005 dans 

son intégralité a été réalisée à partir de l’inclusion initiale de 3670 patients. Au final, 17  

patients inclus définitivement ont uniquement des échantillons de sérum et plasma, 1427 

patients sont inclus uniquement dans la DNAthèque et 1044 patients sont présents à la fois 

dans la sérothèque/plasmathèque et dans la DNAthèque. Ce qui conduit à 2471 patients 

possédant de l’ADN et 1061 patients avec des échantillons de sérum et plasma. 

La cohorte 2010 vient compléter celle de 2005 par ses nouveaux patients inclus selon les 

mêmes critères ; ce qui a pour but de renforcer la puissance des potentiels résultats. La 

collection 2010 regroupe quant à elle 1926 inclus définitivement. En plus de la 

sérothèque/plasmathèque (1366 patients) et de la DNAthèque (1946 patients), la collection se 

compose d’une RNAthèque (1833 patients) et d’une cellulothèque (1300 patients).  A l’heure 

actuelle, les échantillons de PBMC préparés au CRB HUEP-UPMC n’y sont plus stockés 

puisqu’ils ont été cédés au service de cardiologie associé au projet. 
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III/ Le génotypage 
 

a) Historique 
 

Tout commence en 1913 lorsque l’américain T. Morgan découvre que les chromosomes 

portent les gènes. Trente ans plus tard, en 1944, le New-Yorkais O. Avery démontre que 

l’ADN, molécule universelle dans le monde vivant, est le support de l’information génétique. 

Puis, le 25 avril 1953, un article des britanniques J. Watson et F. Crick, paru dans la revue 

Nature, décrit pour la première fois la structure tridimensionnelle en double hélice de l’ADN 

[13]. Celle-ci, véritable « mémoire » du vivant, renferme sous une forme chimique l’ensemble 

des instructions élémentaires ou gènes nécessaires aux activités et au maintien de l’intégrité 

d’une cellule ou d’un organisme. La connaissance de ces instructions et surtout de leur 

combinatoire d’usage est indispensable à la compréhension des phénomènes biologiques au 

niveau cellulaire et moléculaire. Ce n’est pourtant qu’en 1964 que des travaux ont démontré 

comment l’enchaînement des quatre constituants de base de l’ADN peut déterminer la 

synthèse et surtout la structure d’une protéine. S’en suis la découverte de tout un ensemble de 

protéines impliquées dans toutes les opérations moléculaires gravitant autour de l’ADN. Ces 

révélations mènent naturellement à l’idée d’appréhender complètement toute information 

contenue dans l’ADN. Ceci est d’abord réalisé par une méthode de déchiffrage chimique de 

l’enchaînement linéaire des quatre molécules de base qui constituent la double hélice (adénine 

(A), thymine (T), cytosine (C) et guanine (G)). Ces premières techniques dites de séquençage 

datent de la fin des années 1970. Et ce n’est que vers la fin des années 80 que ces pratiques 

commencent à être automatisées. Avec ces techniques, la biologie voit émerger une science 

nouvelle qui consiste à étudier l’ensemble des informations génétiques d’un être vivant : la 

génomique. Mais en vérité, les chercheurs ne perçoivent pas encore les mutations profondes 

qui commencent à ébranler la recherche en biologie.  

Le développement même des techniques de biologie a permis la mise en évidence d'une très 

importante variabilité de l'ADN appelée polymorphisme génétique. Le polymorphisme 

génétique a été défini comme l'existence, dans un même génome, d’un gène sous deux ou 

plusieurs formes alléliques. Le polymorphisme peut être généré par des mutations ponctuelles, 

des délétions et duplications, l’insertion de séquences mobiles, l’excision de boucles 

chromatiniennes ou des recombinaisons. Cette « nouvelle dimension » démontre ce que nous 

savons intuitivement, que nous sommes tous inégaux face à la maladie. Aujourd’hui, nous 
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savons de manière certaine que dans toutes les pathologies, humaines notamment, une 

composante génétique explique, en partie, notre inégalité face à ces pathologies et leur 

traitement. C’est le cas par exemple du polymorphisme du gène de l’enzyme de conversion de 

l’angiotensine I (ACE). Une étude a mis en évidence que le génotype homozygote pour une 

délétion est associé d’une part à un niveau plus important d’ACE circulante que les autres 

génotypes mais aussi qu’il est significativement plus fréquemment retrouvé chez les patients 

atteints d’IDM que chez les sujets contrôles. Ce polymorphisme semble donc pouvoir être 

interprété comme un facteur de risque des maladies coronariennes [14]. D’autre part, une 

analyse à partir de plusieurs études menées sur des patients souffrants de SCA et deux 

populations contrôles d’ethnies différentes (européens et asiatiques) suggère une association 

entre la variabilité génétique du gène codant pour le récepteur de l’interleukine 6 et le risque 

de survenue d’un SCA. En effet, la présence de l’allèle « C » contribuerait fortement à réduire 

le risque d’apparition de la maladie et notamment chez les européens [15]. 

C’est pourquoi l’évolution des procédés de biologie moléculaire offre une nouvelle dimension 

de l’homme qui substitue à la médecine symptomatique une médecine individualisée ou 

l’étude du génome de l’individu permettra à la fois une prise en charge beaucoup plus 

spécifique du malade et un accroissement de l’efficacité du traitement chez des patients 

atteints du même type de lésions. Les chercheurs ont alors tenté d’établir des corrélations 

entre la présence dans le génome de différents individus de certains allotypes, c’est-à-dire de 

certains allèles de gènes, à des endroits déterminés par rapport à la fréquence d’une pathologie 

donnée. C’est la naissance des techniques de génotypage [16]. 

 

b) Le polymorphisme génétique 
 

Dans deux génomes humains tirés au hasard, 99,9% de la séquence d'ADN est identique. Les 

0,1% restants contiennent des variations de séquence qui se résument à trois types de 

différences entre individus : des insertions-délétions de segments plus ou moins longs, allant 

d'une base à plusieurs mégabases appelées « Insertion-Deletion Polymorphisms » (Indels), des 

variations dans le nombre de séquences répétées en tandem appelées microsatellites (Figure 

3a), et des substitutions nucléotidiques à un locus donné, que l'on appelle « Single Nucleotide 

Polymorphisms » (SNP). Par conséquent, les techniques moléculaires utilisées pour le 

génotypage seront adaptées au type de variation ainsi qu’à l’échelle et au débit souhaité [17]. 
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Les Indels, moins communes que les SNP, représentent au total 3 millions des 15 millions de 

variants génétiques connus [18]. La présence ou l’absence d’une séquence nucléotidique dans 

la région codante d’un gène peut altérer la structure et/ou la fonction de la protéine. Pour des 

segments non multiples de trois nucléotides, cela peut engendrer des mutations de type 

décalage du cadre de lecture lors de la traduction ou bien un arrêt prématuré de la traduction 

par l’apparition d’un codon stop. Si l’Indel implique une séquence multiple de trois 

nucléotides, la chaîne protéique obtenue peut présenter soit un surplus d’acides aminés dans le 

cas d’une insertion, soit une perte d’acides aminés dans le cas d’une délétion ; mais le reste de 

l’enchaînement de la chaîne n’est pas touché. Citons pour exemple la mucoviscidose : cette 

maladie génétique la plus fréquente en Europe est causée par le gène CFTR (Cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator) dont un des allèles affiche une délétion de trois paires 

de bases. Cette variation mène à la perte d’un acide aminé au niveau de la protéine, qui sous 

cette forme entraine la maladie [19]. A l’inverse, le syndrome du X fragile, pathologie 

génétique entraînant, le plus souvent, un déficit intellectuel, des troubles du comportement et 

des anomalies physiques est causée par l’insertion dans l’ADN de la répétition du tri-

nucléotide CGG situé en amont du gène FMR1 (Fragile X mental retardation 1) sur 

le chromosome X [20]. De plus, l’intégration d’éléments génétiques transposables dans le 

génome peut également être à l’origine de maladie génétique. C’est le cas notamment des 

transposons L1, SVA et Alu qui viennent perturber la fonction primaire du gène par insertion 

et causer des maladies telles que l’hémophilie ou la dystrophie musculaire [21]. 

Lors du génotypage d’un Indel, un allèle correspondra donc à une séquence de longueur 

variable, pouvant être caractérisé par sa taille. 

 

Les microsatellites sont utilisés depuis des décennies comme marqueurs en génétique 

moléculaire chez l’humain et l’animal. En effet, ce type de polymorphisme a déjà démontré 

son association avec certaines pathologies comme par exemple le cancer de la prostate. Dans 

ce cas précis, le microsatellite est représenté par une répétition du codon CAG au sein du gène 

codant pour le récepteur aux androgènes (AR). Cette courte séquence répétée entraine la 

synthèse d’une chaine polypeptidique supplémentaire au niveau de la partie N terminale du 

gène AR, constituée uniquement de l’acide aminé glutamine.  Des recherches ont d’ailleurs 

suggéré que des hommes avec un nombre de répétitions CAG inférieur à 22 ont un risque plus 

important de développer un cancer de la prostate que ceux présentant des variants plus longs 

[22]. De plus, parmi les populations étudiées, ce sont les américains de type africain qui 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Nucl%C3%A9otide
http://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chromosome_X
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apparaissent avoir une fréquence de courtes répétitions la plus élevée et donc le plus de 

risque.  

L’intérêt des microsatellites réside notamment dans leur aspect multi-allélique co-dominant et 

dans la simplicité de la méthode utilisée pour observer ces variations. En effet, tout comme les 

Indels, une simple réaction de polymérisation en chaîne (PCR) suivie d’une migration sur gel 

de polyacrylamide permet de déterminer la taille des allèles (Figure 3). Il s’agit d’ailleurs 

d’une méthode standard qui se différencie peu d’un laboratoire à l’autre, la seule exception 

réside dans l’utilisation ou non d’un automate séquenceur pour la détermination de la taille 

des allèles [17]. 

 

(a) 

 

(b)  

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Représentation simplifiée et observation de microsatellites  
(a) Exemple schématique d’un microsatellite composé de 5 répétitions en tandem de la séquence 

ATGC. (b) Un simple gel d’agarose permet d’observer et d’identifier les différents microsatellites du 

fait de leur taille. 
Source : https://www.pasteur.fr/ip/portal/action/WebdriveActionEvent/oid/01s-00002g-001 
 

Cependant, ces dix dernières années, les SNP ont pris la domination en génotypage du fait de 

nouveaux besoins en marqueurs génétiques pour l’étude des maladies multifactorielles, ainsi 

que l’évolution des techniques de biologie moléculaire. Il est vrai que les SNP constituent la 

forme la plus abondante de variations génétiques dans le génome humain. Ils représentent 

plus de 90% de toutes les différences entre individus. Ils sont stables, très abondants et 

distribués uniformément dans tout le génome. Ils apparaissent tous les 100 à 1000 nucléotides 

Marqueur de 
poids moléculaire 
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en moyenne, ce qui explique la présence de 10 millions de SNP dans le génome humain. 

Toutefois,  pour qu’un SNP soit identifiable, sa fréquence dans la population doit être au 

minimum égale à 1% [23]. 

Les substitutions nucléotidiques composant les SNP peuvent être de deux types : on parle de 

transition lorsque le changement s’effectue entre deux bases de même nature, soit deux 

purines (A  G) ou deux pyrimidines (C  T) ; et on appelle transversion le remplacement 

d’une base par une base de nature différente. Bien qu’il y ait deux fois plus de possibilités de 

transversions, les transitions sont plus fréquentes (Figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Relations de transition et de transversion entre les quatre bases constitutives de 
l’ADN : A, T, G, C. 
Source : http://www.mun.ca/biology/scarr/Transitions_vs_Transversions.html 
 
Les SNP peuvent être intragéniques ou intergéniques. Lorsqu’ils sont situés dans la région 

codante d’un gène, ils peuvent être soit de type synonyme, c’est-à-dire que leur présence 

n’entraine aucune modification dans la protéine finale du fait de la redondance du code 

génétique, soit de type non synonyme car créant une modification lors de la traduction. De ce 

fait, les SNP peuvent être responsables d’effets biologiques, comme être la cause directe 

d’une maladie telle que la drépanocytose ou la trombophilie. Dans le cas de la trombophilie 

par mutation du facteur V, le syndrome est causé par un SNP situé au niveau de l’exon 10 du 

gène F5 sur le chromosome 1 [24]. La substitution d’une base azotée G en A (avec une 

fréquence minimale de 1%) entraine le remplacement d’un acide aminé arginine par une 

glutamine. Cette modification d’acide aminé va empêcher l’inactivation du facteur V et 

conduire à  une coagulation excessive. 

file:///F:/AAA%20Data%20Files/HTM%20webpage%20files/Bio2250%20HTM%20files/rarrow.gif
file:///F:/AAA%20Data%20Files/HTM%20webpage%20files/Bio2250%20HTM%20files/rarrow.gif
http://www.mun.ca/biology/scarr/Transitions_vs_Transversions.html
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Les SNP connus sont regroupés dans une base de données dédiée (dbSNP) dans laquelle 

chaque SNP possède un identifiant unique appelé reference SNP number (rs). Dans le cas d'un 

SNP, pour génotyper un individu,  il s'agit de déterminer quel est le nucléotide présent à une 

position bien précise du génome. 
 

c) Principe et méthodes du génotypage 
 

Le génotypage est donc un ensemble de techniques moléculaires permettant d’effectuer 

l’identification et le typage génétique d’un organisme vivant. Il permet de mettre en évidence 

un éventuel polymorphisme de séquence de l’ADN et d’étudier les relations entre un génotype 

particulier et une maladie par exemple. 

Pour cibler une analyse sur un endroit particulier du génome, il faut utiliser la propriété qu’a 

l'ADN de créer des liaisons très solides entre brins de séquences complémentaires. Ce 

principe d’hybridation des brins complémentaires permet par exemple de fixer une sonde 

d'ADN marquée complémentaire de la séquence du locus à cibler sur le point du génome où 

un polymorphisme souhaite être révélé. Quelle que soit la technique, une méthode de 

marquage doit satisfaire deux objectifs : (1) cibler une ou plusieurs positions sur le génome, à 

laquelle on souhaite détecter le polymorphisme, c’est ce que l’on peut appeler la spécificité de 

locus, et (2) pouvoir ensuite distinguer les différentes séquences qui caractérisent les allèles à 

ce locus chez différents individus. 

Cette capacité d’hybridation, caractéristique des premières générations de marqueurs 

moléculaires, est aujourd'hui utilisée dans beaucoup de techniques de biologie moléculaire et 

particulièrement en génotypage. 

Effectivement, les principales techniques utilisées en génotypage, qui sont les puces à ADN, 

la PCR en temps réel (RT-PCR) et le séquençage, mettent en jeu l’hybridation de l’ADN. 

 

1- Les puces à ADN 
 

Les puces à ADN consistent en un support solide sur lequel des milliers de fragments d’ADN 

sont déposés de façon géométrique à l’aide d’une micropipette robotisée. Grâce à cette 

technique, chacun des fragments d'ADN est représenté par un point sur le support (ou puce). 

Ces fragments d'ADN servent de sondes pour fixer de façon très spécifique les fragments de 

gènes complémentaires (cibles), présents dans les échantillons biologiques à tester : leur mise 
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en contact permet de reconstituer la double hélice d’ADN par hybridation de séquences 

complémentaires. Un système de marquage avec des molécules excitables sous une certaine 

longueur d’onde permet de quantifier et d’identifier les fragments de gènes reconnus (Figure 

5). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 5 : Principe des puces à ADN. 
Source : https://www.pasteur.fr/ip/portal/action/WebdriveActionEvent/oid/01s-00002g-001 
 

Cette technique permet d’établir une cartographie précise des loci associés à une maladie ou 

un type de maladie sur de grande cohorte, à des coûts réduits. Des résultats de 2012 ont mis 

en évidence de nouveaux loci en lien avec plusieurs maladies auto-immunes comme l’arthrite 

rhumatoïde, le psoriasis et la cirrhose biliaire primaire [25] [26] [27]. De plus, a l’aide de cette 

méthode, une étude récente d’association génomique a permis d’identifier un nouveau locus 

associé à la colite ulcéreuse [28]. En général, dans la littérature les premiers résultats de 

génotypage obtenus par la technique des puces à ADN sont confirmés par une autre méthode 

comme par exemple la PCR en temps réel.  

 

2- La PCR en temps réel 
 

La technique de PCR a révolutionné le domaine de la biologie moléculaire. En effet, la PCR 

permet de synthétiser in vitro des millions de copies d'un fragment d’ADN situé entre deux 

séquences connues d’une vingtaine de bases chacune. Deux oligonucléotides appelés 

amorces, correspondant à ces deux régions, permettent ainsi de localiser le locus d'intérêt 

parmi le génome tout entier, et de l’amplifier. Cette méthode à d’ailleurs permis de faire 

évoluer les diagnostics prénataux de la drépanocytose avec des tests plus rapides et beaucoup 

https://www.pasteur.fr/ip/portal/action/WebdriveActionEvent/oid/01s-00002g-001
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plus sensibles [29]. L’aspect « temps réel » est apporté par la génération d’un signal 

fluorescent qui est capté à chaque fin de cycle de PCR. En génotypage, cette méthode est 

utilisée pour la détection des SNP. Parmi ces méthodes de discrimination moléculaire par 

PCR en temps réel (RT-PCR), la première à avoir été introduite est la méthode TaqMan® ou 

5’nucléase [30]. C’est également la plus utilisée pour ce type d’application. Il s’agit de 

réaliser une amplification par PCR d’une séquence d’ADN contenant le SNP à génotyper, en 

ajoutant une courte sonde spécifique qui se fixe au niveau du SNP. Cette sonde est marquée 

de chaque côté par un fluorochrome (rapporteur et quencher), de sorte que le rapporteur n’est 

fluorescent que lorsqu’il est séparé physiquement du quencher. Lors de sa progression le long 

de la matrice pendant la phase d'élongation de la PCR, la Taq polymérase dégrade l’extrémité 

5’ de la sonde lorsqu’elle la rencontre. Cela libère le rapporteur, qui devient alors fluorescent. 

Si l’allèle du SNP ne correspond pas au nucléotide présent sur la sonde, celle-ci n’est pas 

complètement hybridée, et n’est donc pas dégradée (Figure 6). En pratique, cette technique 

utilise un mélange de deux sondes, marquées avec des fluorochromes émettant dans des 

longueurs d'onde différentes, et qui sont chacune complémentaire de l’un des allèles attendus 

du SNP. C’est le rapport des intensités de fluorescence aux deux longueurs d’onde qui permet 

d’effectuer la discrimination allélique et donc de déterminer le génotype de l'échantillon. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 : Principes et acteurs de la PCR en temps réel. 
Source : http://download.applied-maths.com/sites/default/img/snpcalling1.jpg 
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L’avantage de cette technologie est qu’il s’agit d’une détection séquence allélique spécifique. 

Cela permet d’éviter toute ambiguïté de détection des séquences cibles ainsi que les 

contaminations de signaux pouvant provenir de dimères d’amorces ou de produits de PCR 

non spécifiques [31]. 

 

3- Le séquençage haut débit 
 

D’autre part, les cinq dernières années ont été marquées par l'émergence de technologies de 

séquençage totalement différentes de celle d’origine (la méthode de Sanger) ; qui ouvrent de 

réelles perspectives en matière de génotypage pour les applications où un génotypage haut-

débit est utile. Connues sous le nom générique de « Next-Generation Sequencing » (NGS), 

ces méthodes changent drastiquement les perspectives du séquençage en terme de réduction 

du coût par rapport au séquençage « première génération » d’une part mais aussi par rapport 

aux autres techniques de génotypage. En revanche, du fait de la génération d’un énorme 

volume de données, la difficulté de l’exploitation bioinformatique de ces données est très 

fortement augmentée.  

Les NGS se divisent en deux groupes : les méthodes mettant en œuvre un clonage par PCR, et 

celles qui séquencent des molécules uniques d'ADN.   

 

Toutes ces méthodes peuvent donc s’appliquer à la détection des trois types de 

polymorphismes déjà cités. Globalement, le choix de la technique de génotypage la plus 

adaptée va dépendre à la fois du nombre de sujets, du nombre de gènes et de locus étudiés, du 

coût et du temps à consacrer. 

Il faut savoir que dans le cadre d’étude d’association génétique, pour la plupart des maladies 

mendéliennes, les variants génétiques bi-alléliques (tels que les SNP et les indels) sont de 

bons prédicteurs cliniques ; mais lorsqu’il s’agit de pathologies plus complexes, la prédiction 

de pronostiques cliniques et thérapeutiques peut s’avérer plus difficile du fait de la complexité 

des mécanismes génétiques. Le séquençage haut débit a tout de même permis de découvrir 

d’autres mutations génétiques à l’origine de nouvelles relations génotype-phénotype. Par 

exemple, le NGS a révélé l’existence de plus de treize mutations supplémentaires augmentant 

le risque de fractures des patients souffrants d’une ostéogenèse imparfaite [32]. Cependant, le 

NGS s’avère rentable uniquement dans le cas d’un génotypage à grande échelle (soit par 

rapport au nombre de sujets, soit en rapport avec le nombre de gènes/allèles étudiés) [33]. Il 
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ne vient donc pas remplacer les « anciennes » méthodes. Car à plus petite échelle, et lorsque   

les cibles sont connues d’avance,  la technique de RT-PCR en TaqMan® a déjà prouvé son 

efficacité en termes de temps, de coût et de résultats.  

 

d) Applications générales 
 

Le génotypage présente de multiples applications et son utilisation continue de s’élargir grâce 

notamment aux évolutions dans les domaines agroalimentaire, biomédical ou clinique.  

En agronomie, la traçabilité des organismes génétiquement modifiés (OGM) est réalisée par 

génotypage. Elle permet de démontrer scientifiquement et sans ambiguïté la correspondance 

entre un morceau de viande et l’animal dont il est issu, et donc de valider l’origine du produit. 

Cette technique permet également de contrôler et de valider la fiabilité des systèmes de 

traçabilité déclarés dans la filière, de la naissance jusqu’à l’abattage de l’animal, puis pendant 

toutes les étapes ultérieures jusqu’à la consommation. Cette démarche peut également être 

utilisée pour protéger les viandes de qualité label des contrefaçons. La traçabilité de l’identité, 

de l’origine ou de caractéristiques spécifiques répond à une exigence des consommateurs et 

constitue pour les intervenants de la filière un véritable support de différenciation des produits 

dans un environnement concurrentiel. De plus, en dehors des OGM, le génotypage est utilisé 

pour  la recherche d'organismes spécifiques dans un aliment, dans le cadre de la validation de 

sa composition et la recherche d’allergènes [34]. 

Le génotypage s’applique également au domaine de la médecine légale. Ces analyses 

génétiques permettent aujourd’hui d’identifier rapidement des traces biologiques sur une 

scène criminelle ou délictuelle (tache de sang, de sperme, présence de cellules épithéliales) ou  

même un corps. Le génotypage est aussi utilisé dans les recherches de paternité où il permet 

d’établir une filiation avec une probabilité de 99,999% [35]. 

Dans le domaine judiciaire, les variations génétiques, et plus particulièrement les SNP, sont 

un outil majeur pour l’estimation de l’origine ethnique et la détermination d’apparences 

morphologiques. Ces analyses génotypiques représentent des aides à l’enquête car elles 

peuvent prédire la couleur de la peau, la couleur des yeux, la couleur des cheveux, … [35]. 

 

La détermination des variations génétiques dues au polymorphisme de l’ADN peut également 

servir à un dépistage systématique d’une maladie ou à l’établissement de diagnostics menant à 

la mise en place d’une thérapie. C’est le cas notamment lorsque le polymorphisme touche la 

http://www.eurofins.fr/fr-fr/analyses/produits-alimentaires/analyse-compositionnelle/allergenes.aspx
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partie codante d’un gène (exon). La présence d’une variation au sein d’un exon peut expliquer 

le développement d’une maladie ou bien un changement dans la réponse à une drogue ou une 

toxine environnementale ; ou encore être interprétée comme un facteur de risque. C’est 

pourquoi, d’ailleurs, ces variations telles que les SNP sont utilisées en tant que marqueurs 

moléculaires dans beaucoup de maladies génétiques et d’études pharmacogénomiques. Ils 

permettent d’établir une relation entre un génotype spécifique et un phénotype, caractérisant 

ainsi les gènes responsables de la pathologie ou de la réponse à la molécule/substance étudiée. 

Pour aller plus loin, ils peuvent également servir de marqueurs pour suivre l’éventuelle 

transmission héréditaire de gènes pathologiques au sein d’une famille [36]. C’est le cas par 

exemple des gènes Breast Cancer 1 (BRCA1) et Breast Cancer 2 (BRCA2), gènes de 

susceptibilité au cancer du sein [37]. En effet, une ou des mutations de type polymorphisme 

touchant l’un de ces deux gènes accroissent singulièrement le risque de développer un cancer 

du sein [38]. Ces mutations sont présentes dans toutes les cellules de l’organisme et peuvent 

être transmises de génération en génération. C’est pourquoi la détection de ces mutations est 

un outil de prédiction important, en particulier chez les femmes possédant des prédispositions 

génétiques familiales.  

De plus, la forte demande d’une médecine personnalisée met en lumière l’utilisation du 

génotypage dans l'individualisation des thérapies avec la prescription d’agents thérapeutiques 

adaptés non seulement au traitement de la pathologie mais également au patient lui-même. 

Cet aspect permet de faire face à des problèmes thérapeutiques et médicaux majeurs, 

fréquents et parfois mortels [36]. Effectivement, un des succès de la médecine personnalisée 

est le cancer du sein. Environ un quart des patientes atteintes de cancer du sein ont une 

mutation génétique qui entraîne une surproduction de la protéine HER2 dans les cellules 

tumorales. Ce type de cancer du sein, dit HER2+, est particulièrement agressif. Pour ces 

patientes, et uniquement pour elles, il existe une substance efficace qui lie la protéine HER2 et 

ralentit ou stoppe ainsi la maladie.  

Egalement, dans le cas des cancers colorectaux, des chercheurs ont développé un test sanguin, 

"Intplex", qui permet de détecter des mutations à partir des ADN tumoraux circulants avec la 

technique de RT-PCR [39]. Ce test permet notamment de détecter des mutations prédictives 

d’une résistance à la thérapie ciblée anti-EGFR utilisée normalement pour traiter des patients 

atteints de cancer colorectal métastatique.   
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e) Applications dans le cadre du protocole FAST-MI 

 

Les SNP sont un type de polymorphisme très représenté au sein du monde vivant. Depuis leur 

découverte ils ont fait l’objet de nombreuses études afin de les identifier parmi le génome 

humain et animal. Des recherches biomédicales ont alors révélé des associations de SNP avec 

certaines maladies. C’est le cas notamment du SNP rs2234237 localisé sur le gène TREM-1 

codant pour un récepteur présent sur les cellules myéloïdes et qui est associé au pronostic 

d’une septicémie [40]. Egalement identifiée, une corrélation entre les SNP du gène de 

l’enzyme endothelial nitric oxide synthase (eNOS) (rs1799983 et rs2070744) et 

l’augmentation de la sensibilité aux maladies cardiovasculaires telles que l’hypertension, 

l’infarctus du myocarde ou l’artériosclérose [41].  

Face à ces constats scientifiques, dans le cadre du projet FAST-MI, certains SNP associés à 

l’IDM ont préalablement été étudiés. En 2009, des travaux ont ciblé des patients atteints 

d’IDM et recevant une thérapie à base de clopidogrel (médicament antiagrégant plaquettaire) 

[42]. Il a été mis en évidence que ces patients porteurs de l’allèle responsable de la perte de 

fonctionnalité du gène CYP2C19 impliqué dans l’activation métabolique du médicament, 

présentaient un risque plus élevé de développer un évènement cardiovasculaire ultérieur. [43] 

De plus, sur ce même type de patients. Il s’agit du gène ABCB1 codant une protéine de la 

superfamille des transporteurs ABC. Les individus affichant le génotype homozygote mutant 

présentent une inhibition plaquettaire réduite ainsi qu’un risque élevé d’évènement 

ischémique lors du traitement au clopidogrel. D’autre part, si les variants des gènes ABCB1 et 

CYP2C19 sont étudiés ensemble, près de la moitié de la population porte un génotype associé 

à une augmentation du risque de survenue d’évènements cardiovasculaires majeurs avec des 

doses standards de clopidogrel [44]. Ces recherches démontrent bien l’importance de la prise 

en charge du patient et de la personnalisation du traitement. Ce qui justifie et explique 

l’évolution des thérapies médicales vers l’individualisation des traitements. 

D’autres travaux ont également démontré le rôle d’un autre gène dans une maladie 

cardiovasculaire : l’athérosclérose [45]. Cette pathologie se caractérise par le dépôt d’une 

plaque lipidique sur la paroi interne des artères. A terme, ces plaques peuvent entrainer la 

lésion de la paroi artérielle (sclérose), conduire à l’obstruction du vaisseau, ou encore se 

rompre, avec des conséquences souvent dramatiques. La rupture d’une plaque peut 

notamment provoquer un IDM lorsque l’athérome est localisé  au niveau d’une artère 

coronaire. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9dicament
http://fr.wikipedia.org/wiki/Antiagr%C3%A9gant
http://www.inserm.fr/thematiques/physiopathologie-metabolisme-nutrition/dossiers-d-information/infarctus-du-myocarde
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Le gène d’intérêt étudié lors de ces recherches code la protéine APRIL, un ligand de la 

superfamille des facteurs de nécrose tumorale (TNF). Il s’avère que ce gène est davantage 

exprimé chez des patients souffrants d’athérosclérose. Cela se traduit par une concentration 

plasmatique plus élevée de la protéine APRIL chez ces patients par rapport aux sujets 

contrôles. De plus, les auteurs ont détecté la présence de la protéine APRIL au sein des 

agrégats plaquettaires de la zone de rupture de l’athérome chez des patients atteint d’IDM. 

Ces observations suggèrent l’implication de la protéine APRIL dans l’athérogenèse, et donc 

dans la survenue éventuelle d’un IDM.  

D’autres travaux sur cette protéine viennent argumenter le fait qu’elle soit impliquée dans 

plusieurs processus pathologiques. Les niveaux sériques de la protéine APRIL sous forme 

soluble (sAPRIL) sont corrélés avec la sclérose systémique, la pemphigoïde bulleuse 

(affection dermatologique) et les maladies auto-immunes de la thyroïde [46]. 

Le gène APRIL est situé sur le chromosome humain 17. Il se compose de six exons et cinq 

introns (Figure 7a). L’épissage alternatif de l’ARNm de ce gène conduit à l’obtention de 

quatre transcrits différents. Le gène est exprimée par les monocytes, les macrophages, les 

cellules dendritiques, les lymphocytes B et T, les neutrophiles, les ostéoclastes ainsi que par 

les cellules épithéliales intestinales et les tissus tumoraux. La protéine APRIL aussi appelée 

TNFSF13 ou CD256, est un ligand induisant la prolifération cellulaire. C’est une protéine 

sécrétée exerçant son action paracrine, autocrine ou endocrine sous forme soluble (sAPRIL). 

Avant sa libération, APRIL subit un clivage dans l’appareil de golgi assuré par une 

proprotéine convertase. Cette étape permet d’activer la protéine APRIL et d’enclencher sa 

sécrétion. APRIL se lie aux récepteurs des TNF, et peut intéragir avec les protéoglycanes. Les 

rôles d’APRIL dans le développement tumoral, l’activation des cellules immunitaires 

(Lymphocytes T et B) et dans l’auto-immunité ont déjà été démontrés [47] [48]. 

L’existence prouvée d’un polymorphisme de type SNP pour le gène APRIL ainsi que les 

premiers résultats d’APRIL dans de nombreux travaux ont poussé les membres du projet 

FAST-MI à étudier de plus près l’impact du polymorphisme génétique du gène APRIL sur la 

morbi-mortalité des patients atteints de SCA. 

En 2003, une équipe japonaise publie la découverte de deux nouveaux SNP exoniques situés 

sur le domaine extracellulaire de la protéine APRIL [49]. Le premier identifié dans la base de 

données des SNP (dbSNP) sous le numéro rs11552708 se situe sur le codon 67 de l’exon 1. 

La substitution de la guanine (G) du premier nucléotide du codon GGG par une adénine (A) 
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entraine la modification de l’acide aminé glycine (Gly) par une arginine (Arg). Le second 

SNP est situé sur le codon 96 de l’exon 2. Ici c’est le second nucléotide du codon AAT qui est 

remplacé par une guanine (G). L’acide aminé asparagine (Asn) de la chaine polypeptidique 

est remplacé par une serine (Ser). Ce second SNP est référencé sous le numéro rs3803800 

(Figure 7).  

 

(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Structure schématisée du gène humain APRIL et localisation des 2 SNP ciblés. 
(a) Les exons sont représentés par des boites fermées. Les introns sont schématisés par des lignes 

entre les boites.  

(b) Sur le codon 67 de l’exon 1 se situe le rs11552708 et sur le codon 96 de l’exon 2, le rs3803800. 

 CP : Domaine cytoplasmique, TM : domaine transmembranaire, EC : domaine extracellulaire. 
Source : [49] 
 

Au fil des années, a été mis en évidence l’association de ces deux SNP avec divers processus 

biologiques comme le SLE, la régulation de la production d’immunoglobulines (IgG, IgA et 

IgM) et l’immunodéficience commune variable (caractérisée par un trouble de la 

différenciation des lymphocytes B et un déficit en immunoglobulines) [50] [51] [52] [53]. 

Bien que la dbSNP recense et référence 280 SNP connus du gène APRIL,  le choix des SNP à 

cibler dans le cadre des objectifs secondaires du protocole FAST-MI, qui a été réalisé avant 

mon arrivée, s’est basé sur les aspects communs et connus des rs11552708 et rs3803800 dans 

des pathologies. La proximité de ces deux SNP sur le gène APRIL  (seulement 141 paires de 
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bases les séparent) pouvait s’avérer intéressante pour l’analyse et l’association éventuelle du 

polymorphisme et de la morbi-mortalité.  

Un troisième SNP est venu compléter l’étude. Il s’agit du rs6608 [54]. Il est situé sur l’exon 6 

et se caractérise par la substitution d'une cytosine (C) par une thymine (T) en position 

7464413 (nombre de bases) sur le chromosome 17. Le choix de ce SNP a été fait à partir de sa 

fréquence allélique minoritaire d’une part (MAF=13,6%) ; elle ne doit pas être trop faible car 

l’intêret réside dans le fait de pouvoir observer des individus hétérozygotes voire 

homozygotes pour cet allèle. D’autre part, sa position éloignée des deux autres SNP semblait 

intéressante. Enfin, la répartition des génotypes dans des populations déjà étudiées dans le 

cadre du projet HapMap et qui donne une piste sur les résultats attendus a été également été 

un critère de choix (Tableau III, p 46). 

Le projet international HapMap est une initiative visant à relever et à cataloguer les 

similitudes et les différences génétiques entre les humains. Les connaissances acquises dans le 

cadre du projet HapMap permettront aux chercheurs de découvrir les gènes qui jouent un rôle 

dans la santé, la maladie et la réponse des individus aux médicaments et aux facteurs 

environnementaux. Le projet est le fruit d’une collaboration entre des chercheurs et des 

organismes de financement du Japon, du Royaume-Uni, du Canada, de la Chine, du Nigeria et 

des États-Unis. Toute l’information générée par le projet est dans le domaine public [23]. 
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La cohorte FAST-MI 
Le projet FAST-MI voit le jour en 2005. Il s’agit d’une étude prospective et multicentrique 

impliquant 223 centres préleveurs. Préalablement, une demande d’autorisation a été réalisée 

auprès de la CNIL dont la réponse favorable a été émise en juillet 2004 sous le numéro 

d’autorisation 04-1244 (Annexe 2). D’autre part, un avis du CPP a été émis en juin 2005 

précisant que ce projet entre dans le cadre d’une RNI (Annexe 3). A la suite de cet avis, une 

déclaration de mise en collection a été faite auprès du MESR. Les premières inclusions ont 

débuté en octobre 2005 pour se terminer en décembre 2005. La date de fin de l’étude est 

prévue pour le 31/12/2015. 

Les patients ont été inclus selon les critères suivants :  

1) Homme ou femme âgé(e) de plus de 18 ans. 

2) Patient admis dans les 48 heures suivant le début des symptômes dans une USIC pour 

un SCA défini par un IDM, caractérisé par l’élévation et la chute typique de la 

troponine ou CPKMb (marqueurs biologiques de l’IDM)  associées à au moins un des 

éléments suivants :  

 symptômes compatibles avec une ischémie myocardique 

 apparition d’ondes Q pathologiques dans l’ECG 

 troubles de la repolarisation en rapport avec une ischémie (sus ou sous 

décalage du segment ST, inversion de l’onde T) 

3) Et ayant donné son consentement pour participer à l’étude. 

En revanche, n’ont pu être inclus les patients présentant au moins un des critères ci-dessous : 

 Refus de consentement 

 IDM survenant dans les 48 heures après une intervention thérapeutique (pontage ou 

angioplastie coronaire ou autre intervention chirurgicale) 

 Diagnostic de SCA infirmé au profit d’un autre diagnostic 

 

Le nombre initial souhaité de patients à inclure était de 3500 pour une durée de participation 

de 10 ans. Concrètement, 3748 patients ont été inclus initialement, dont 78 patients exclus soit 

3670 patients inclus au total. Finalement, après des étapes d’exclusion a posteriori en 

fonction de critères précis, sont comptabilisés pour la DNAthèque 2519 patients inclus parmi 

lesquels 2453 qui seront génotypés (appelés inclus bio). Les inclus bio comprennent 32 

doublons et 1 triplon ; c’est-à-dire que 16 patients possèdent 2 échantillons et 1 patient 

présente 3 échantillons identifiés différemment par le CRB. Ces échantillons serviront de 

contrôles internes puisque les doublons et le triplon doivent donner le même génotype. 
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Les patients inclus dans l’étude ont été au préalable informés via un formulaire afin de 

comprendre le but de cette étude, ainsi que ses contraintes et l’intérêt qu’elle peut présenter 

pour eux. A la suite de quoi ils ont signé un consentement de participation (Annexe 4). Dans 

le cas où le patient se trouve dans l’incapacité de lire, de comprendre ou de signer ces 

documents,  un membre de la famille ou une personne de confiance désigné par le patient peut 

avoir accès à ces documents et les signer (Annexe 4bis). 

 

Les données associées aux prélèvements sanguins sont anonymisées. Le service de 

cardiologie identifie le patient par un numéro SFC à partir du numéro 1. L’incrémentation est 

réalisée par ordre d’inclusion et de réception du prélèvement d’un patient inclus. Cet 

identifiant SFC est en relation avec les données cliniques du patient, ces données étant 

regroupées dans une base gérée par le personnel technique de l’Unité de Recherche Clinique 

(URC). De plus, le CRB HUEP-UPMC attribue également un numéro dit d’anonymisation à 

chaque patient sous la forme « code centre – n° inclusion dans le centre ». Au sein du CRB, 

ce numéro se rapporte uniquement aux données biologiques et phénotypiques du patient 

contenues dans la base de données. De ce fait toutes les données des deux bases sont traitées 

de façon anonymisée. En 2005, les données ont d’abords été conservées dans un logiciel 

Access classique avant d’être transférées dans deux bases de données dédiées pour finalement 

être réconciliées au sein de l’URC (le CRB n’a pas accès aux données cliniques). 

Toutes les étapes, de la pratique du prélèvement (Annexe 5) au traitement des données, sont 

réalisées dans le cadre des Bonnes Pratiques Cliniques (BPC). 

 « Les BPC constituent un ensemble d’exigences de qualité dans les domaines éthique et 

scientifique, reconnues au plan international, devant être respectées lors de la planification, la 

mise en œuvre, la conduite, le suivi, le contrôle de qualité, l’audit, le recueil des données, 

l’analyse et l’expression des résultats des recherches biomédicales ». 

Au sein du CRB, les Bonnes Pratiques de Laboratoire en termes d’hygiène et sécurité sont 

également respectées. 

 

Réception des prélèvements et extractions d’ADN 
Chaque prélèvement arrivant au CRB est accompagné de sa feuille de route sur laquelle figure 

l’identification du centre préleveur, les données minimales relatives au patient ainsi que des 

informations concernant le prélèvement (date et heure de prélèvement, type et nombre de 

tube) (Annexe 6). Les données minimales sont les initiales du patient, sa date de naissance et 

son numéro d’anonymisation. Les consentements signés des patients sont conservés à la SFC. 
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Les 3 temps d’extraction 
fournissent 3 populations         
d’ADN nommées ADN SM 
2005, ADN SM 2012 et ADN 
SM 2014.  
NC : non-conformité 
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Contrôle qualité 
La qualité des ADN obtenus a été contrôlée par dosage au spectrophotomètre (Nanodrop 

8000, Thermo Scientific). Cet appareil est capable de détecter l’ADN à partir de 2,5 ng/µL et 

peut mesurer jusqu’à 3700 ng/µL, sachant que la reproductibilité est garantie pour un 

intervalle de 2,5 à 100 ng/µL. Au-delà de 100 ng/µL, les résultats peuvent varier de plus ou 

moins 2,5% (Annexe 9). La charte qualité du CRB impose des exigences de conformité des 

ADN extraits en interne. Elles s’inspirent de l’état de l’art en biologie moléculaire. Un ADN 

est considéré comme conforme s’il répond à ces exigences, à savoir : (1) une concentration 

supérieure ou égale à 50 ng/µL et (2) un ratio d’absorbance à 260 et 280 nm compris entre 1,7 

et 2. Les dosages sont réalisés en moyenne 7 jours après l’extraction pour laisser le temps à 

l’ADN de se réhydrater convenablement et assurer l’homogénéité de la solution.     

Certains échantillons d’ADN ont également été quantifiés avec un fluoromètre (Qubit®, Life 

technologies). La haute sensibilité de cet appareil ainsi que la technique spécifique de 

détection par fluorescence permettent de mesurer avec précision la quantité d’ADN non 

dégradé (ADN double brin) contenue dans l’échantillon testé. Contrairement au 

spectrophotomètre qui détecte le moindre fragment d’ADN, qu’il soit double ou simple brin, 

le fluoromètre apporte une information supplémentaire sur l’intégrité de l’ADN non 

négligeable lorsqu’une analyse par PCR est envisagée. 

 

Mise en plaque 96 puits des ADN conformes 
Dans le but d’une utilisation en génotypage, les ADN extraits en 2005 et 2012 et conformes 

ont été aliquotés en plaque 96 puits. Dans un premier temps, en 2005 les ADN ont été 

aliquotés à l’aide d’un automate (Epmotion, Eppendorf) et conservés dans des plaques 96 

puits à une concentration de 50 ng/µL dans 50 µL, conditionnés à 100 ng/puit en culots secs 

ou en tube plate à 50 ng/µL (Figure 9). 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Illustration d’une plaque 96 puits (à gauche) et d’un portoir de 96 tubes (Tube 
plate, à droite). 
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Les plaques ont été scellées manuellement avec un film aluminium adhésif et stockées à         

-20°C. L’aliquotage des ADN SM 2012 a été réalisé en 2014, de façon manuelle à une 

concentration de 100 ng/µL ou 50 ng/µL dans un volume de 100 µL. Les plaques ont été 

scellées avec un scelleur de plaque semi-automatique (4S3, 4titude) et des films aluminium 

conçus pour le stockage à long terme, puis stockées à -20°C. Dans le cas des ADN de 2012, 

ces plaques servent de plaques dites STOCK. En effet, à partir de ces plaques à 100 et          

50 ng/µL, une plaque fille à 10 ng/µL est réalisée en diluant l’ADN directement dans la 

nouvelle plaque. L’aliquotage est pratiqué manuellement à la pipette multicanaux. Avant le 

scellage et la congélation, la concentration des puits de la plaque fille a été contrôlée par 

dosage au spectrophotomètre. Effectivement, pour optimiser les réactions de RT-PCR, il faut 

que la concentration des ADN soit comprise entre 1 et 20 ng/µL. Ces plaques filles seront 

donc dédiées à un usage plus « quotidien » afin d’éviter les cycles de congélation-

décongélation de la plaque stock.  

Pour les quelques ADN de la population SM ADN 2014 qui ont été génotypés pour analyse 

comparative, les solutions mères utilisées ont été directement mises en puits à 10 ng/µL sans 

passer par une concentration intermédiaire. Les dilutions ont été réalisées la veille de la 

manipulation et la plaque a été conservée à 4°C. 

 

Génotypage par RT-PCR 

Le génotypage de la cohorte FAST-MI 2005 a été réalisé par RT-PCR avec la technique 

TaqMan® à l’aide du ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Life technologies). Les réactifs 

utilisés sont le TaqMan® Genotyping Master Mix (réf 4371357, Life Technologies) et le 

TaqMan® Genotyping assay mix (Life Technologies). Les fluorochromes sont le VIC pour 

l’allèle 1 et le 5-carboxyfluorescein (FAM) pour l’allèle 2. Les sondes SNP contenues dans 

les assay mix sont le rs6608, le rs3803800 et le rs11552708. Les caractéristiques de ces trois 

SNP sont présentées dans le tableau III.  

Dès réception, les solutions contenant les sondes SNP ont été diluées à la concentration 

d’usage puis aliquotées sous 50 µL. Les aliquotes sont conservés à -20°C jusqu’à utilisation et 

ont subi au maximum trois décongélations.  

Les plaques 384 puits (4titude) sont préparées manuellement à l’aide d’une pipette 

multicanaux 0,5-10 µL et de pointes stériles à filtres de faible rétention de liquide. La 

précision et la concentration sont de rigueur pour ce genre de manipulation.  

http://www.lifetechnologies.com/fr/fr/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-instruments/viia-7-real-time-pcr-system.html?icid=fr-viia7-main
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/4371357
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CEPH YCI JPT CHB

répartition au seins des populations
SNP

position sur le 
chr 17

séquence
Allèle 

minoritaire

Fréquencede 
l'allèle 

minoritaire 
en % (MAF)

rs11552708 CAGGAGAGAGGTGAGCCGGCTGCAG[A/G]GGACAGGAGGCCCCTCCCAGAATGG A 13,78

A      G

T    C

rs3803800 TCCGATGCCCTGGAAGCCTGGGAGA[A/G]TGGGGAGAGATCCCGGAAAAGGAGA A 44

rs6608 GCGGGGGACGGGCGCCAGGCATTGT[C/T]CAGACCTGGTCGGGGCCCACTGGAA 13,6

A G

 

La position sur le chromosome 17 est le numéro de la base comptabilisée à partir de l’extrémité 5’. 
Les populations étudiées sont les caucasiens (CEPH), les africains (YRI), les japonais (JPT) et les chinois 
(CHB)  
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Le logiciel fourni avec l’automate est le Viia7 Software. Pour cette étude, j’ai utilisé le 

programme de génotypage adapté aux plaques 384 puits en technologie TaqMan® et en mode 

standard (Figure 10). 

 

 

Figure 10 : Paramètres du Viia7 pour le génotypage en plaque 384 puits.  
Le logiciel utilisé est le Viia7 Software version 1.2.4 (Life technologies). 

 

 

Initialement, tous les paramètres du profil thermique de PCR ont été conservés par défaut ; à 

savoir une activation de la Taq polymérase et une dénaturation de l’ADN à 95°C, une 

amplification de 40 cycles à 95°C pendant 15 secondes et à 60°C pendant 1 minute puis enfin 

une étape après-PCR à 60°C durant laquelle s’effectue la lecture de fluorescence (Figure 11).     
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Figure 11 : Profil thermique par défaut pour un génotypage en RT-PCR avec le Viia7. 

 

Cette lecture est donc réalisée en point final (phase plateau de la courbe d’amplification) et 

mesure la fluorescence émise par les fluorochromes FAM et VIC. Ces deux molécules 

émettant dans des longueurs d’onde différentes, leurs signaux de fluorescence permettent 

d’obtenir la discrimination allélique. Par défaut sont également réalisées des lectures en étape 

de pré-PCR et lors de l’amplification (à la fin de chaque cycle).  

Les résultats enregistrés par l’appareil sont présentés sous forme de graphique de 

discrimination allélique (Figure 12). L’analyse est réalisée à l’aide du Viia7 Software et 

confirmée par un logiciel utilisant un logarithme différent, en accès libre sur Internet aux 

personnes enregistrées sur le site Life Technologies.  

(https://www.lifetechnologies.com/fr/en/home/cloud.html) 

 

https://www.lifetechnologies.com/fr/en/home/cloud.html
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Figure 12 : Représentation d’un résultat type de discrimination allélique pour un SNP donné. 
Les carrés noirs sont les contrôles négatifs et déterminent l’origine du graphique. 

 

 

Méthode d’analyse statistique 
Les différentes conditions d’extraction des ADN ont été analysées en comparant les données 

de concentration et de ratio obtenues à l’aide des tests statistiques non paramétriques de Mann 

Whitney, Friedman en données répétées ou Kruskall-Wallis selon les cas, complémentés du 

post test de Dunn (comparaison multiple). Les analyses ont été réalisées avec le logiciel 

GraphPad Prism 5 version 5.2. Une valeur de p value inférieure à 0,05 est considérée comme 

significative. 

Le génotypage tel que nous le réalisons ici ne nécessite pas d’analyse statistique à notre 

niveau. Les résultats seront directement transmis aux biostatisticiens de l’URC qui les 

confronteront avec les données cliniques des patients. Les analyses de corrélation entre le 

génotype obtenu et les données phénotypiques seront réalisées à l’aide du logiciel SAS 

version 8.2. 

Fluorescence allèle 1 

Fluorescence allèle 2 
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Extractions d’ADN et Contrôle Qualité 
Les extractions initiales d’ADN ont été réalisées en 2005 à partir de 2720 échantillons 

sanguins frais de 7 mL provenant de patients inclus et exclus (l’exclusion ayant eu lieu a 

posteriori). Ces échantillons constituent la population ADN SM 2005. En 2012, les tubes 

complémentaires EDTA2 (et EDTA3 en cas de non-conformité de l’ADN extrait à partir de 

l’EDTA2) conservés à -20°C depuis la réception en 2005, ont permis de pratiquer 2594 

extractions avec l’Autopure LS® et de définir la population ADN SM 2012. Enfin en 2014, 

des ADN jugés non conformes ont été ré extraits à partir de 56 échantillons de 1,5 mL de sang 

préparés lors de la décongélation de 2012 puis stockés à basse température. Ils sont regroupés 

dans la population ADN SM 2014 (Figure 8, p43). Les données recueillies nous informent sur 

la concentration des ADN obtenus ainsi que leur pureté grâce aux valeurs des rapports 

d’absorbance à 260 nm et 280 nm. 

De manière générale, l’analyse statistique révèle que les concentrations d’ADN obtenues en 

2012 sont supérieures à celles de 2005 (Figure 13). Néanmoins, les pourcentages 

d’échantillons ayant une concentration conforme (>50 ng/µL) sont équivalents avec 79% pour 

la population ADN SM 2005 et 78% pour la population ADN SM 2012. La représentation 

graphique met également en lumière le fait que 50% des concentrations de la population ADN 

SM 2005 sont comprises entre 52 et 88 ng/µL alors que pour la population ADN SM 2012 la 

moitié des données de concentrations d’ADN se répartissent entre 61 et 280 ng/µL. D’autre 

part, l’étendue des concentrations de la population ADN SM 2012 étant plus importante, cela 

suggère une variabilité plus forte au sein de cette population.  

La conformité d’un ADN s’évalue aussi à partir du ratio d’absorbance à 260/280 nm. Celui-ci 

doit être compris entre 1,7 et 2. Les valeurs de ratio de la population ADN SM 2005 n’ont pas 

été mesurées. En revanche, celles de la population ADN SM 2012 viennent renforcer le 

pourcentage de conformité des ADN déterminé précédemment à partir de la concentration. En 

effet, si les deux critères de conformité normalement exigés considérés, 77% de la population 

respecte cette double condition. 

Par conséquent, ces premiers résultats ont permis de valider la technique d’extraction 

automatique sur sang congelé à l’aide de l’Autopure LS® (en termes de conformité). 

Cependant une certaine hétérogénéité des concentrations est observable contrairement aux 

résultats de l’extraction manuelle. Ce qui, d’une part, permet d’exclure le fait que les 

prélèvements initiaux soient responsables de la variabilité des résultats et d’autre part suggère 

que la méthode automatisée est moins reproductible. Les autres facteurs pouvant agir sur 

l’hétérogénéité des résultats sont donc soit la méthode d’extraction soit l’étape de congélation. 
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Figure 13 : Comparaison des concentrations d’ADN des populations extraites en 2005 et 2012 et 
dosées juste après extraction. 
(a) La concentration de l’ADN est le premier critère de conformité. La limite de conformité se situe à 

50 ng/µL. Un ADN avec une concentration inférieure à 50 ng/µL n’est pas conforme. (b) Dans le 

tableau sont regroupées les données relatives aux deux populations considérées. *** p<0,001 (Test 

de Mann-Whitney). Le nombre d’ADN conforme est respectivement de 2159 (79% ADN SM 2005) 

contre 2032 (78% ADN SM 2012). 

 

La comparaison des rendements d’extraction (quantité d’ADN extraite à partir d’1 mL de 

sang) des 56 patients de la population ADN SM 2014 avec les données de ces mêmes patients 

relatives aux populations ADN SM 2005 et ADN SM 2012, démontre que le rendement est 

significativement plus important lorsque l’extraction est pratiquée avec l’Autopure LS® (ADN 

SM 2012). A noter tout de même une plus grande dispersion des données, ce qui rejoint 

l’observation faite précédemment au sujet des concentrations. De plus, malgré le fait que les 

rendements de 2005 et 2014 soient équivalents, l’hétérogénéité des échantillons de 2014 n’est 

pas négligeable (Figure 14).  

*** 

Limite de 
conformité 

ADN SM 2005 ADN SM 2012
0

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650

1000
1200
1400
1600
1800

population
Technique 

utilisée

T°C de 

stockage

Durée de 

stockage 

(année)

volume de 

sang de 

départ (ml)

Nombre 

d'ADN 

extraits

médiane minimum maximum 1er quartile 3è quartile

ADN SM 2005 Manuelle NA NA 7 2720 68 0 601 52 88

ADN SM 2012 Automatique -20°C 7 7 2594 155 0 1758 61 280

Population étudiée

C
on

ce
nt

ra
tio

n 
(n

g/
µL

)



-RESULTATS- 

- 53 - 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14 : Rendements d’ADN de mêmes prélèvements comparés à 3 temps d’extraction  
différents. 
Le rendement correspond à la quantité d’ADN en µg extraite par millilitre de sang. Les 56 mêmes 

prélèvements ont été extraits en 2005 (2,1 [0,8 ; 3,2]), puis en 2012 (20,05 [0,4 ; 67,9]) et enfin en 

2014 (1,6 [0,8 ; 140,7]). *** p <0,001 (Test de Friedman et post test de Dunn) 

 

A première vue, l’extraction automatisée donne les meilleurs rendements alors que 

l’extraction manuelle est plus reproductible (Figure 14). Toutefois, nous confirmons avec ces 

résultats que l’hétérogénéité des rendements obtenus par extraction automatique n’est pas 

causée par les prélèvements initiaux eux-mêmes puisqu’en 2005 les extractions réalisées 

directement sur sang frais dès réception donnent des rendements très homogènes. D’autre 

part, même avec une extraction manuelle, l’hétérogénéité est observable (ADN SM 2014). 

L’automate n’est donc pas le seul paramètre favorisant l’hétérogénéité; l’autre facteur 

potentiel est la conservation du sang à -20°C. 

 

Une analyse plus poussée de la qualité des ADN avec le fluoromètre nous renseigne sur la 

quantité précise d’ADN non dégradé (ADN double brin) provenant de 18 prélèvements ayant 
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Population
Tube de sang de 

départ

Statut du sang 

extrait

Technique 

d'extraction

Stockage de 

l'ADN

Durée de 

stockage de 

l'ADN

ADN SM 2005 EDTA 1 Frais manuelle -20°C 10 ans

ADN SM 2012 EDTA 2 Congelé automatisée -20°C 3 ans

ADN SM 2014 EDTA 2 Congelé (2 fois) manuelle -20°C 1 an

donné trois ADN extraits à trois temps différents. Les 18 échantillons d’ADN de chacune des 

populations ADN SM 2012 et ADN SM 2014 proviennent du même tube de sang de départ 

(Figure 8, p43). Après extraction, tous les ADN ont été stocké à -20°C. Les échantillons 

d’ADN de la population ADN SM 2005 sont donc restés 10 ans à -20°C, ceux de la 

population ADN SM 2012 sont restés 3 ans à -20°C et les ADN de la population ADN SM 

2014 extraits début 2014 ont été conservés à -20°C pendant 1 an (Figure 15b). 

(a)  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b) 

 

 
 
 
 
 
Figure 15 : Analyse de la quantité d’ADN non dégradé après extraction et conservation à -20°C. 
(a) Les 18 ADN ont été dosés en même temps en 2015 avec le Qubit® (Life technologies). Les 

concentrations mesurées ont été rapportées au volume de sang de départ. (b) Les 3 populations 

étudiées respectent des conditions d’obtention et de conservation des ADN différentes illustrées 

dans le tableau. Les médianes ont été comparées avec un test de Friedman (1,33 vs 5,95 vs 1,05) et 

un post test de Dunn. *p < 0,05 et **p < 0,01. 
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L’analyse récente de ces échantillons d’ADN démontre que la plus importante quantité 

d’ADN non dégradé par millilitre de sang est obtenue pour les ADN extraits plus tardivement 

par rapport à la période de réception des prélèvements (ADN SM 2012). En effet, l’extraction 

manuelle directe sur sang frais ne permet d’obtenir, après conservation à long terme de l’ADN 

(ADN SM 2005), qu’une quantité d’ADN non dégradé limitée même si, comme observé 

précédemment, les données semblent reproductibles. D’autre part, bien que l’extraction soit 

très récente et donc l’ADN conservé moins longtemps, la technique d’extraction  manuelle à 

partir d’un échantillon de sang congelé deux fois, ne semble pas permettre l’obtention d’une 

plus grande quantité d’ADN non dégradée (ADN SM 2014) (Figure 15). 

 

Aliquotage en plaque 96 puits 
La population ADN SM 2005 a été aliquotée sous différentes conditions. Ces aliquotages 

automatisés visaient des plaques 96 puits à 50 ng/µL, des plaques 96 puits à 100 ng d’ADN en 

culots secs et des portoirs de 96 tubes équivalents à une plaque à 50 ng/µL appelés Tube plate 

(Figure 9, p 44). Ces conditions ont été comparées au tube mère (SM 2005) où la 

concentration était égale à 50 ng/µL. Les dosages de ces différents conditionnements ont été 

pratiqués en 2014 après conservation à -20°C pendant 9 ans. Les culots secs ont été réhydratés 

dans un volume de 50 µL permettant d’obtenir une concentration à 20 ng/µL. Il s’agissait de 

vérifier la qualité de ces ADN pour une possible utilisation en génotypage et d’apprécier la 

meilleure condition de conservation.  

 

En termes de concentration et de ratio, le conditionnement des ADN en tube mère (non 

aliquotés)  semble être le plus stable avec tout de même 1/4 des échantillons sous le seuil de 

concentration initiale (Figure 16). Les ADN aliquotés en plaque 96 puits présentent des 

concentrations très nettement supérieures à celles attendues ; ce qui suggère soit que les 

concentrations de départ n’étaient pas exactes soit que le scellage et/ou le film de la plaque 

n’était pas assez hermétique, entrainant l’évaporation du liquide et l’augmentation de la 

concentration des échantillons (Figure 16a).  Néanmoins, sauf exception (2 puits secs), il n’y a 

pas eu de perte de matériel. En Tube plate, le constat n’est pas le même puisque 50% des 

échantillons ont une concentration inférieure à 50 ng/µL. Contrairement à ceux de la plaque 

96 puits, les ratios des tubes plate sont majoritairement conformes (52%) (Figure 16b). 
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(a)       (b)

 

 

 

 

 

Les concentrations des 58 échantillons d’ADN congelés en 2005, ont été mesurées en 2014. Les tubes 
mères (SM 2005)  sont ceux ayant été en partie aliquotés dans les différents supports. La qualité des 
ADN est analysée selon deux critères : la concentration (a) et le ratio d’absorbance à 260/280 nm (b). 
La conformité du ratio d’absorbance à 260/280 nm est comprise entre 1,7 et 2. 
 

(a)       ( )
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(a)        (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 17 : Contrôle de la qualité des ADN SM 2005  après  conservation à -20°C pendant 9 ans 
en plaque 96 puits sous forme de culots d’ADN secs. 
La quantité  initiale d’ADN était de 100 ng. En 2014, les culots ont été réhydratés dans un volume de  

50 µL pour être analysés. (a) La concentration attendue est donc de 20 ng/µL. (b) La conformité du 

ratio d’absorbance à 260/280 nm est comprise entre 1,7 et 2. 

 

Globalement, les ADN de la population ADN SM 2005 analysés ici n’ont pas les critères de 

conformité exigés pour une utilisation en génotypage. 

C’est pourquoi, suite à ces constatations, et pour une question de praticité quant à la future 

mise en plaque 384 puits, l’aliquotage initial en plaques STOCK des 1954 ADN conformes de 

patients inclus de la population ADN SM 2012 a été réalisé manuellement en plaque 96 puits 

à une concentration fixe de 100 ng/µL ou 50 ng/µL dans un volume de 100 µL/puits. Une 

amélioration y a été apportée, à savoir le scellage semi-automatique des plaques à l’aide de 

film adapté au stockage à long terme. Les concentrations et les ratios ont été contrôlés par 

dosage aléatoire sur quelques plaques après plusieurs mois de conservation à -20°C (Figure 

18). 

 

Le contrôle en random des 40 puits testés pour chacune des conditions de concentrations a 

permis d’illustrer la validation de la technique de mise en plaque et le conditionnement de 

stockage puisqu’aucun des échantillons n’a une concentration en dessous du seuil attendu. 
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La qualité des ADN a été mesurée par deux critères, la concentration (a) et le ratio d’absorbance 
260/280 nm (b). La conformité du ratio d’absorbance à 260/280 nm est comprise entre 1,7 et 2. 
 

 

Génotypage : Validation de la méthode de dilution des plaques 
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Les 23 plaques filles sont une réplique des 23 plaques STOCK diluées au 1/10 ou au 1/5 selon la 
concentration de la plaque considérée. La concentration attendue est de 10 ng/μL mais l’intervalle 
de concentration accepté est compris entre 1 et 20 ng/μL.  
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quelques puits de la plaque considérée afin de s’assurer de sa potentielle utilisation pour la 

PCR. 

 

Génotypage : Validation du protocole de RT-PCR 
Des premiers tests de génotypage par RT-PCR pour permettre d’établir le mode opératoire 

(MOD) ont été réalisés sur des ADN de la population ADN SM 2005 qui ont été exclus a 

posteriori. La première plaque envisagée devait permettre de tester les trois SNP à partir 

d’une plaque 96 puits composée de 78 échantillons à une concentration de 10 ng/µL. Le 

protocole suivi s’est calqué sur les recommandations d’utilisation fournies par Life 

Technologies, fournisseurs des réactifs : déposer H2O dans les puits, puis le mix et enfin 

l’ADN à une concentration comprise en 1 et 20 ng/µL. Des problèmes de pipetage lors de la 

distribution du mix n’ont pas permis au final d’analyser les 78 échantillons lors de ce premier 

test mais seulement 73 échantillons pour le rs11552708, 54 échantillons pour le rs3803800 et 

56 échantillons pour le rs6608. De plus, après préparation de la plaque 384, un délai d’attente 

de 24-48 heures à 4°C est intervenu avant le lancement de la réaction (le temps d’effectuer les 

calibrations nécessaires). Le résultat fut globalement mitigé du fait d’un nombre important 

d’échantillons non amplifiés (12%) ainsi qu’une analyse de la discrimination allélique 

difficile à cause de l’importante dispersion des points et de certains axes de population non 

respectés (Figure 20). Ce premier résultat remet en question le stockage de la plaque à 4°C 

avant son lancement. D’autre part, le fait que chacun des SNP ne réagissent pas tout à fait de 

la même façon implique une éventuelle mise au point particulière pour chacun. Cependant, 

l’expérience précédente a été reproduite à la différence près de lancer la plaque 

immédiatement après préparation.  

Un second test sur ces mêmes échantillons a donc été réalisé. Des problèmes de pipetage lors 

de la distribution du mix ont limité l’analyse à 43 échantillons avec le rs11552708 

uniquement. Les autres mix n’ayant pas servi ont été congelés. Au vu des résultats la 

constatation fut la même que précédemment (données non montrées). Cette fois, la dispersion 

des points a mis en évidence une variation des concentrations des échantillons à tester. De ce 

fait, les échantillons analysés lors de ce second test ont été dosés. Parmi eux, 4 échantillons 

avec une concentration supérieure à 20 ng/µL et 13 échantillons situés dans la fourchette 

requise ont été sélectionnés pour un troisième test. Les 4 ADN concentrés ont subi des 

dilutions successives (1, 1/2, 1/4, 1/20 et 1/40 pour certains) afin de réaliser une gamme 

étalon. Lors de ce troisième test, le reliquat de mix congelé du rs11552708 a été distribué en 
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dernier dans la plaque (après l’ADN). Le résultat n’a pas permis de mettre en évidence un lien 

logique entre la concentration et l’intensité du signal de discrimination. Il faudrait 

probablement augmenter le nombre d’échantillons. En revanche, ce test a permis d’obtenir un 

meilleur taux d’échantillons amplifiés (94%), des contrôles négatifs (NTC pour No Template 

Control) corrects, des nuages de points correctement axés, des réplicats de dilution avec le 

même génotype et des proportions génotypiques globales respectées (données non montrées). 

 

(a) rs115527058     (b) rs3803800 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(c) rs6608  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figure 20 : Discrimination allélique des 
échantillons génotypés lors du test n°1 
pour chacun des 3 SNP. 
73 échantillons pour le rs11552708, 54 

échantillons pour le rs3803800 et 56 

échantillons pour le rs6608. En abscisse est 

représentée la fluorescence de l’allèle 1 et 

en ordonnée la fluorescence de l’allèle 2. Les 

croix représentent les échantillons non 

amplifiés ou indéterminés.  
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Tout en conservant la méthode précédente, une quatrième plaque a été testée avec le rs6608. 

Cette analyse incluait 16 ADN de 2005 testés avec un mix fraîchement préparé (condition 1), 

et 10 ADN de la population ADN SM 2012 testés avec le mix congelé lors de l’essai n°2 

(condition 2). Ce test avait pour objectif, d’une part, de démontrer un éventuel effet de la 

congélation du mix avec des conditions optimales d’ADN (ADN récents, conformes et en 

quantité correcte, points ayant été réalisés en triplicats) (condition 2) ; et d’autre part de 

confirmer que le génotypage est possible avec des ADN conservés très longtemps à -20 °C en 

solution mère (condition 1). Ce test a permis une discrimination allélique pour tous les 

échantillons, avec des triplicats cohérents, des NTC validés, des nuages de points bien axés et 

des points moins dispersés (Figure 21a).  Le changement dans l’ordre de distribution des 

réactifs (H20, ADN, mix) se traduit par une bonne homogénéité du ROX sur la totalité des 

puits analysés. Le ROX est la référence passive de fluorescence et permet de contrôler la 

reproductibilité des réactions. Il est contenu dans le Master Mix et doit être constant tout au 

long de la réaction et surtout être équivalent d’un puit à l’autre (Figure 21b). 

(a)       (b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 21 : Discrimination allélique des échantillons génotypés avec le rs6608 lors du test n°4.  
(a) Les contrôles négatifs déterminent l’origine du graphique (carrés noirs). Les échantillons analysés 

se répartissent en deux populations : homozygotes C/C (points rouges) et hétérozygotes C/T (points 

verts). (b) Les signaux émis par les fluorochromes sont analysés dans le multicomponent plot. En 

ordonnée est représentée l’intensité de fluorescence et en abscisse le nombre de cycles. Le ROX est 

la référence passive.  
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De plus, les 16 échantillons de la condition 1 avaient également été testés lors du premier test. 

Contrairement au premier test, les ADN ont tous été amplifiés ; et pour ceux ayant été 

génotypés pour le rs6608 lors du premier test, le résultat du génotypage est identique à celui 

généré par ce quatrième test (duplicats inter-manip). Cette manipulation est donc validée pour 

les 2 conditions. Ce résultat indique qu’il est possible en cas de besoin de congeler le mix déjà 

préparé, et de l’utiliser plus tard sur des ADN de bonne qualité (contrôlés en termes de 

concentration et de ratio). Il semble également possible de génotyper des ADN conservés très 

longtemps à -20°C avec un mix préparé le jour même. Toutefois, ce constat réalisé avec le 

rs6608 n’est peut-être pas à généraliser pour tous les SNP. 

C’est pourquoi, le même test a été reproduit avec le rs3803800. Les résultats obtenus sont tout 

aussi concluants que pour le SNP précédent avec 100% d’amplification. En effet, les triplicats 

et les contrôles négatifs sont validés et tous les axes sont bien respectés. Ce résultat renforce 

le fait de pouvoir utiliser un mix conservé à -20°C et confirme la possible utilisation d’ADN 

conservés très longtemps à -20°C pour un génotypage (données non montrées). 

 

Un test supplémentaire (test n°6)  a été réalisé avec le rs6608 afin de confirmer la méthode à 

utiliser pour la suite du génotypage de la cohorte. Il a été pratiqué sur la première plaque fille 

à 10 ng/µL soit 88 échantillons d’ADN supplémentés de 6 NTC (Figure 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Discrimination allélique des échantillons de la plaque fille n°1 analysés avec le rs6608 
lors du test n°6. 
(a) Pour le rs6608 l’allèle 1 contient la base C et l’allèle 2 contient la base T. Les échantillons analysés 

se répartissent en trois populations : homozygotes CC, hétérozygotes CT et homozygotes TT. 4 

échantillons sur 88 n’ont pas été amplifiés. (b) L’intensité de fluorescence du ROX est globalement 

homogène et comprise entre 75 000 et 160 000.  
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N° test nombre 
d'échantillons

SNP 
analysé(s)

ordre de distribution 
des réactifs

Conditions spéciales problème(s) 
rencontré(s)

resultat : 
amplification

resultat: 
discrimination 

allélique
resultat: ROX

56 rs6608 points dispersés, 
axes respectés

signaux très 
hétérogènes      

(100 000- 375 000)

54 rs3803800
points dispersés, 

axes assez 
corrects

signaux 
hétérogènes      

(120 000- 250 000)

73 rs11552708
points dispersés, 

axes non 
respectés

signaux  
hétérogènes      

(100 000- 275 000)

2 43 rs11552708 H20, mix, ADN ne pas faire attendre la plaque pipetage 77%
points dispersés, 

axes non 
respectés

signaux très 
hétérogènes      

(20 000- 200 000)

3 17 rs11552708 H20, ADN, mix 

utilisation reliquat de mix 
conservé congelé, dilutions 

succesives pour 4 
échantillons

ADN sous 
station de 

travail 
94%

axes corrects, 
réplicats 

identiques, 
proportions 

génotypiques 
respectées

signaux  
hétérogènes      

(100 000- 200 000)

16 rs6608 H20, ADN, mix 
ADN 2005, mix préparé 

extemporanément 100%

10 rs6608 H20, ADN, mix 
ADN 2012 en  triplicas, mix 

conservé congelé 100%

15 rs3803800 H20, ADN, mix ADN 2005, mix préparé 
extemporanément

100%

10 rs3803800 H20, ADN, mix ADN 2012 en  triplicas, mix 
conservé congelé

100%

6 88 rs6608 H20+mix, ADN 1ère plaque filles à 10ng/µl 96% points regroupés, 
axes respectés

signaux 
homogènes         

(75 000-160 000)

7 117 rs6608 H20+mix, ADN

gamme de 
concentrations(dilutions 

succesives), 3 population 
testées (ADN SM 2005, ADN 

SM 2012, ADN SM 2014)

99%

axes respectés, 
points regroupés, 

réplicats de 
dilution cohérents, 

proportions 
génotypiques 
respectées

signaux 
homogènes        

(100 000-160 000)

1 H20, mix, ADN
pipetage, 

attente de la 
plaque 

88%

5
ADN sous 
station de 

travail 

 hétérogènes     
(90 000-145 000)

points regroupés, 
axes respectés, 

triplicas cohérents

4
ADN sous 
station de 

travail 

points regroupés, 
axes respectés, 

triplicas cohérents

signaux 
homogènes        

(100 000-180 000)

Une modification supplémentaire a été apportée au protocole de préparation du mix 

réactionnel concernant l’ordre d’ajout des réactifs : les volumes de mix et d’H2O nécessaires 

pour la réaction sont d’abord mélangés ensemble avant d’être déposés dans la plaque 384 

puits. La dilution du mix a pour effet de diminuer l’aspect visqueux de celui-ci et de faciliter 

le pipetage (suite aux problèmes rencontrés lors des  premiers tests). L’analyse ayant donné 

des résultats concluants, cette méthode de préparation a donc été retenue (Figure 22). 

Suite au constat issu de ces résultats préliminaires (Tableau IV), une proposition de MOD a 

été rédigée par mes soins et sera soumise à la validation du comité de pilotage (COPIL) avant 

la diffusion du MOD au personnel du CRB.  

Ce MOD détaille les différentes étapes à suivre pour réaliser la RT-PCR et explique 

également les points de vérification du bon déroulement de la réaction ainsi que la méthode 

d’analyse des résultats (Annexe 10).  

 

Tableau IV : Paramètres et résultats des tests préliminaires pour l’établissement du MOD. 
En rouge, les éléments et conditions retenus pour l’élaboration du MOD. Le test n°7 est venu 

confirmer les conditions du MOD déjà établies.  
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7 échantillons TT 

23 échantillons CT 

85 échantillons CC 1 échantillon NA  
11 NTC 

Avec ce MOD, une expérience supplémentaire sur des ADN de nos trois populations (SM 

2005, SM 2012 et SM 2014) a été réalisé avec le rs6608 (test n°7). L’analyse a été réalisée à 

partir des solutions mères concentrées et après dilutions successives. Ceci dans le but de tester 

des gammes de concentrations. Ce test consistait d’une part à tester les conditions de 

réalisation du génotypage établies précédemment et à confirmer la fourchette convenable de 

concentrations pour un génotypage. Et par la même occasion, de confirmer la possibilité de 

génotyper des ADN ayant subi des conditions différentes d’extraction et de conservation 

(Figures 23, 24 et 25). 

Au total 117 puits ont été analysés lors de cette 7ème réaction. Parmi eux, un seul échantillon 

n’a pas été amplifié. Les signaux du ROX sont constants et homogènes ce qui traduit une 

distribution des réactifs de façon reproductible.  La discrimination allélique est cohérente avec 

la répartition générale des allèles dans la population (allèle 2 (T) est minoritaire) puisque les 

pourcentages obtenus se répartissent en 74% de CC, 20% de CT et  6% de TT.  Les duplicats 

dilués ont des génotypes identiques. Ils proviennent de 15 patients dont le génotypage a donné 

comme résultat 1 patient homozygote TT, 3 patients hétérozygotes CT et 11 patients 

homozygotes CC. Ce résultat global confirme les conditions techniques établies dans le MOD 

(Figure 23). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figure 23 : Discrimination allélique des 
117 échantillons analysés avec le rs6608 
afin de confirmer les conditions du 
MOD. 
Les nuages de points sont facilement 

identifiables et bien axés. Les contrôles 

négatifs sans ADN (NTC) sont corrects. Si 

l’on ne tient pas compte des dilutions 

réalisées, 15 patients ont été génotypés 

lors de ce test avec pour résultat 1 patient 

homozygote TT, 3 patients hétérozygotes 

CT et 11 patients homozygotes CC. 
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Ensuite, lors de ce test a été détectée une tendance de la concentration sur l’intensité du signal 

de fluorescence. De manière générale, plus l’échantillon était dilué, plus le signal de l’allèle 

présent était faible. Une constatation observée sur la totalité des échantillons avec en plus 

pour certains un signal faible également pour les tubes mères non dilués (concentration trop 

forte) (Figure 24). Ce résultat a donc permis de réévaluer la fourchette optimale de 

concentrations d’ADN pour une utilisation en génotypage de SNP avec la technique 

TaqMan®. La tendance générale est telle que le minimum requis est 3 ng/µL et le maximum 

de 50 ng/µL. Il n’est donc plus obligatoire de réajuster la concentration des ADN si dans les 

plaques filles celle-ci dépasse 20 ng/µL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24: Exemple de signaux de fluorescence obtenus pour un échantillon homozygote CC 
ayant subis des dilutions successives. 
7 conditions de dilutions ont été testées (1 ; 1/2 ; 1/4; 1/8 ; 1/16 ; 1/32 et 1/128) soit 7 

concentrations différentes pour un même échantillon. Les courbes 1 à 7 correspondent 

respectivement aux concentrations 100 ng/µL, 3 ng/µL, 28 ng/µL, 49 ng/µL, 14 et 7 ng/µL, 1 ng/µL. 

 

 

Puis, pour comparer l’amplification et la discrimination des ADN de nos 3 populations, il faut 

s’intéresser au graphique des intensités de fluorescence (multicomponent plot). 5 échantillons 

par population ont été analysés. Les concentrations des ADN dans chaque puits analysé 

étaient comprises entre 1 et 20 ng/µL et plus précisément entre 4 et 13 ng/µL.  

Dans un  premier temps, il faut noter que les profils d’amplification de chaque échantillon 

considéré sont tout à fait corrects. 
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Population
Tube de sang de 

départ

Statut du sang 

extrait

Technique 

d'extraction

Stockage de 

l'ADN

Durée de 

stockage de 

l'ADN

ADN SM 2005 EDTA 1 Frais manuelle -20°C 10 ans

ADN SM 2012 EDTA 2 Congelé automatisée -20°C 3 ans

ADN SM 2014 EDTA 2 Congelé (2 fois) manuelle -20°C 1 an

 

Ensuite, les signaux de fluorescence émis par les allèles exprimés sortent au 25ème cycle, 

quelques soit l’ADN considéré. D’autre part, pour l’intensité de fluorescence du VIC plus 

particulièrement (dans le cas d’un génotype homozygote allèle 1), l’intervalle d’intensité est 

plus faible pour les ADN de la population ADN SM 2014 (300 000-340 000). Concernant les 

deux autres populations, les intensités sont très proches et atteignent 340 000 à 380 000. De 

plus, les signaux VIC-FAM des génotypes hétérozygotes présents parmi les populations ADN 

SM 2012 et ADN SM 2014, ont une intensité comparable qui se situe dans une fourchette de  

[220 000-300 000] (Figure 25). 

 

(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b) 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 25 : Génotypage d’ADN de 3 populations répondant à des conditions d’extraction et de 
conservation différentes. 
(a) 5 échantillons par population ont été analysés. Les concentrations d’ADN de chaque puits étaient 

comprises entre 4 et 13 ng/µL. (b) Rappel des conditions d’extraction et de conservation de chaque 

population.  
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Ces résultats confirment que l’amplification par PCR et l’analyse de SNP par génotypage est 

possible sur un ADN extrait sur sang frais ou congelé et conservé plusieurs années à -20°C en 

solution mère. De plus, même si les signaux sont inférieurs aux autres conditions, la double 

congélation subie par les ADN SM 2014 n’empêche pas l’obtention d’un résultat de 

génotypage. 

 

Enfin, 15 échantillons d’ADN mesurés par fluorométrie (parmi les populations ADM SM 

2012 et ADN SM 2014) ont été analysés en génotypage avec les 3 SNP. Parmi cette sélection,  

les quantités d’ADN non dégradé obtenues par millilitre de sang de départ étaient comprises 

entre 5 et 30 µg/mL pour la population ADN SM2012 et entre 5 et 44 µg/mL pour la 

population ADN SM 2014. L’analyse des profils d’amplification suggère une amplification 

correcte pour chaque échantillon analysé. La discrimination  allélique a pu être réalisée même 

si certaines intensités de fluorescence étaient faibles. Cependant aucune corrélation n’a pu être 

mise en évidence entre la quantité d’ADN non dégradé dans l’échantillon et les 

caractéristiques du résultat de génotypage, à savoir les intensités de fluorescence et le nombre 

de cycle au bout duquel le signal est détecté. Et ce, quelle que soit la population (Figure 26). 

 

En l’occurrence, à partir de ces résultats, il n’est pas possible de suggérer une éventuelle 

exigence à laquelle il serait favorable voire optimale de répondre afin d’assurer la fiabilité du 

génotypage. De plus, en comparant les concentrations mesurées au fluoromètre avec celles du 

spectrophomètre pour les mêmes échantillons, on obtient des rendements de 30 à 50% avec le 

Qubit® pour des concentrations Nanodrop supérieures à 20 ng/µL (toutes populations 

confondues). En dessous de 20 ng/µL, la mesure de fluorométrie est quasi nulle. Par 

conséquent, un ADN avec une concentration de 50 ng/µL mesurée au spectrophotomètre 

donnerait 15 à 25 ng/µL au fluoromètre, quantité suffisante pour être génotypé. Ayant 

connaissance de ce fait, il semble que les mesures du Qubit® ne soit pas des données critiques 

à connaître pour réaliser un génotypage sur des ADN conformes extraits en interne. 
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15 échantillons au total ont été analysés avec les 3 SNP. Le nombre de cycles à considérer n’est pas 
équivalent pour chaque sonde SNP. Pour un SNP considéré, plus le nombre de cycle est faible, plus 
l’amplification est précoce et importante. (a) 11 échantillons de la population ADN SM 2012 et (b) 4 
échantillons de la population ADN SM 2014. 
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Génotypage de la cohorte FAST-MI 2005  
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AA AG GG

AA 0 0,1 4,7

AG 0,05 4,7 30

GG 1,9 14 44

rs11552708

rs3803800

obtenus, notamment en période de test de SNP. Le MOD de base doit pouvoir être adapté au 

SNP considéré même si cela n’est pas systématique. 

                   

Génotypage : étude de l’association des rs3803800 et 11552708 
La proximité des rs3803800 et 11552708 au sein du gène APRIL suggère une analyse croisée 

des génotypes obtenus avec chacun de ces SNP. En effet, en reprenant les résultats de 

génotypage des 1954 ADN analysés, il s’avère que certains génotypes sont plus fréquemment 

associés au sein de notre cohorte (Figure 30). 

 

 

 

 

 
Figure 30 : Répartition croisée des génotypes des rs11552708 et rs3803800  au sein de la cohorte 
analysée. 
Les chiffres sont exprimés en pourcentage et traduisent la fréquence d’association des deux 

génotypes considérés.  

 

Il est vrai que les résultats de cette analyse vont dans le sens que l’allèle G étant majoritaire 

pour les deux SNP, on s’attend logiquement à ce que le génotype GG soit le plus fréquent. 

Cependant, ce double génotype GG/GG n’apparait que dans 44% des cas étudiés, et un autre 

résultat associe le génotype GG du rs11552708 avec le génotype AG du 3803800 chez 30%  

des sujets analysés.  

Il sera très intéressant ensuite de confronter ces résultats aux données cliniques des patients 

pour éventuellement mettre en évidence une association entre ces doubles génotypes et la 

morbi-mortalité des sujets atteints de SCA. 
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La méthode d’analyse de SNP par RT-PCR testée et mise au point à travers ce travail a permis 

de réaliser l’analyse génotypique de 1954 échantillons avec 3 SNP du gène APRIL. Les 

échantillons d’ADN sélectionnés pour le génotypage ont été ceux extraits de façon 

automatisée car malgré l’hétérogénéité des résultats d’extraction, les rendements étaient 

meilleurs (en terme de concentration au Nanodrop ou de données du Qubit) et la double 

conformité respectée.  

Nous avons également mis en évidence que pour conserver au mieux l’ADN, celui-ci doit être 

conditionné en cryotube de solution mère à -20°C et que la mise en plaque ne doit pas être 

faite trop précocement par rapport au génotypage. La technique de mise en plaque et dilution 

des plaques validée par dosage des concentrations des puits au spectrophotomètre, a permis de 

réaliser le génotypage dans son intégralité. Des expériences préliminaires de test des sondes 

SNP ont permis de définir les conditions de réalisation de la RT-PCR et de mettre au point un 

MOD, mais aussi de souligner la problématique de comportement de chaque sonde SNP et le 

besoin d’adaptabilité du MOD. De plus, il a été démontré que les ADN appartenant aux 

différentes populations étudiées ont pu être génotypés par cette méthode, et que finalement les 

conditions d’extraction et de conservation du sang et des ADN ne sont pas des étapes critiques 

pour le génotypage par la technique des SNP. Néanmoins, il a été démontré que certains 

paramètres concernant la qualité et la quantité de l’ADN doivent être respectés pour assurer la 

faisabilité de l’expérience. 

 

La comparaison des différentes techniques d’extraction pratiquées au sein du CRB lors du 

projet FAST-MI a révélé une variabilité importante parmi la population des ADN extraits sur 

l’automate. En effet, bien que les rendements soient meilleurs qu’avec l’extraction manuelle, 

les concentrations des ADN obtenus sont très hétérogènes. Toutefois, les critères de 

conformité étant respectés, cela n’a pas posé de problème lors du génotypage de la cohorte. 

Effectivement, tous les échantillons ont été analysés et ont fourni un génotypage. Néanmoins, 

il est important de rappeler quelles sont les conditions relatives à l’extraction d’un ADN 

destiné à une utilisation en analyse biomoléculaire.  

Tout d’abord, le sang total est une source répandue d’ADN génomique réputé pour sa qualité 

et sa quantité. Mais pour optimiser l’obtention d’un ADN de qualité afin d’assurer son 

utilisation en analyse moléculaire, les étapes de la phase pré-analytique sont primordiales. Le 

premier niveau réside dans l’acte de prélèvement lui-même. Des règles précises doivent être 

respectées notamment concernant le type de tubes, l’ordre de remplissage de ces tubes et 

l’homogénéisation. Les échantillons de sang à partir desquels seront extraits des acides 
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nucléiques doivent être prélevés sur un anticoagulant dont les éventuelles traces résiduelles 

n’interféreront pas avec les enzymes utilisées en biologie moléculaire. L’anticoagulant 

recommandé est l’EDTA. L’héparine (héparinate de lithium) doit être évitée du fait de son 

pouvoir inhibiteur sur les ADN polymérases utilisées pour la PCR [55]. L’homogénéisation 

des tubes doit se faire avec douceur par retournement, environ 8 à 10 fois. Il est important de 

réaliser correctement cette action car elle permet de bien mélanger le sang et l’anticoagulant 

présent afin d’empêcher tout le sang de coaguler et de favoriser sa conservation (Annexe 5). 

Lorsque le délai d’acheminement du tube de sang est rapide, il est conseillé de l’utiliser 

immédiatement pour l’extraction. Sinon, jusqu’à récemment, la conservation du sang à 

température ambiante ne pouvait excéder 7 jours, sans entrainer une diminution du rendement 

d’ADN [56]. Mais en 2014, une équipe américaine est parvenue à obtenir un ADN de qualité 

à partir de sang total conservé à température ambiante sous conditions protectrices pendant 6 

semaines (technologie de biostabilisation) [57]. En revanche, sans protection le sang peut être 

conservé à +4°C pendant maximum 24h [58], ou être stocké à basse température. L’état de 

l’art impose que la conservation à basse température se fasse à -80°C pour du long terme et à  

-20°C  pour du court terme. 

Dans notre étude, les tubes de sang ont été congelés à -20°C pendant 7 à 9 ans avant d’en 

extraire l’ADN. Nous l’avons vu, les résultats obtenus (que ce soit en extraction automatique 

ou manuelle) présentent une hétérogénéité notable en comparaison avec l’extraction sur sang 

frais. Après avoir exclu la variabilité du prélèvement d’un patient à l’autre et l’extraction 

automatisée comme facteurs responsables de cette disparité, l’autre facteur pouvant 

l’expliquer est la conservation du prélèvement sanguin à -20°C. Effectivement, s’agissant 

d’une conservation longue durée, la température de -20°C n’était pas adaptée. En fait, la 

conservation à long terme est d’autant meilleure que la température est basse. Elle doit se 

faire impérativement en dessous de -70°C pour les cellules et tissus, car les ribonucléases 

(RNAses) sont actives aux températures supérieures à -70°C et dégradent les prélèvements à 

long terme [55]. Cependant cela n’a pas empêché d’obtenir des ADN répondant au double 

critère de conformité (concentration >50 ng/µL et 1,7< DO 260/280 <2) et qui ont pu être 

analysés.   

Les expériences présentées ont donc démontré qu’un génotypage par l’étude de SNP est 

possible avec de l’ADN extrait à partir de sang prélevé sur EDTA et conservé plusieurs 

années à -20°C même si cette condition de conservation n’est pas la plus propice. Pour aller 

même plus loin, les quelques échantillons d’ADN traités dont le sang a subi deux cycles de 

congélation-décongélation à -20°C (population ADN SM 2014) ont permis d’obtenir un 
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génotypage. Il est bien connu que les cycles de congélation-décongélation sont nuisibles à la 

qualité d’un échantillon biologique. Concernant le sang, il a été prouvé que la dégradation de 

l’ADN due aux cycles de congélation-décongélation du sang n’est observable qu’à partir de 4 

cycles [59]. 

Certes, certaines de ces conditions ne sont pas optimales, mais la simple connaissance de ces 

faits permet d’ouvrir la prestation à des utilisateurs fournissant directement des ADN dont 

nous ne connaissons pas forcément les critères de conservation du sang et d’extraction. En 

revanche, au sein de notre structure, pour les projets et prestations nécessitant une extraction 

d’ADN en interne, le sang doit être obligatoirement prélevé sur EDTA et le système qualité 

impose que la conservation du sang suive l’état de l’art, c’est-à-dire -80°C, et quand cela est 

possible l’extraction automatique sur sang frais est privilégiée afin de favoriser le rendement. 

 

D’autre part, l’hétérogénéité des résultats d’extraction automatisée n’a probablement pas eu 

d’impact sur le génotypage car les extractions réalisées en 2012 avec l’Autopure LS® de 

Qiagen ont généré une grande majorité d’ADN conformes. Ces résultats ont d’ailleurs permis 

de valider la technique d’extraction automatisée au sein de notre structure. Même si 

l’extraction pratiquée manuellement est reconnue comme une technique fiable et efficace 

lorsqu’elle est bien réalisée (elle est même considérée comme la technique de référence),  

dans le cadre d’une biobanque pratiquant une activité d’extraction en routine et qui doit gérer 

des centaines d’échantillons d’ADN, il devient rapidement nécessaire d’envisager 

l’automatisation de la technique. Toutefois, la conformité des ADN n’étant pas systématique 

et pouvant dépendre de la technique utilisée, il parait essentiel de réaliser une validation de 

méthode avant de pouvoir l’appliquer. De plus, il faut tout de même rester vigilant quant à la 

méthode automatique car comme toute machine, l’apparition d’un dysfonctionnement n’est 

pas exclue. Contrairement à la méthode manuelle où c’est assez rare, dans le cas d’un 

dysfonctionnement il est possible d’obtenir un rendement nul. De ce fait, l’utilisation d’un 

automate nécessite obligatoirement une connaissance et une maitrise poussées de l’appareil 

afin de pallier aux éventuels problèmes.  

Cependant, il est clair que l’extraction automatique de sang conservé plusieurs années -20°C 

peut fournir des ADN conformes utilisables pour un génotypage par RT-PCR tout comme un 

ADN extrait manuellement à partir du moment où il est conforme. 

 

Par conséquent, si finalement ni la technique d’extraction, ni la conservation du sang n’ont 

d’impact sur le génotypage des ADN obtenus c’est que les points critiques concernent 
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d’autres paramètres. Ce qui signifie que le fait de ne pas connaître les conditions de stockage 

des tubes de sang ayant servi pour l’extraction d’ADN, ni la technique d’extraction utilisée, 

ne limite pas la réalisation du génotypage. En revanche, les analyses effectuées tendent à 

suggérer que l’assurance de pouvoir réaliser un génotypage est possible si la solution d’ADN 

extrait affiche une concentration minimale de 50 ng/µL et une pureté correcte traduite par un 

rapport de DO à 260 nm et 280 nm compris entre 1,7 et 2. En effet, tous les ADN analysés 

dans cette étude et ayant conduit à l’obtention d’un génotypage respectaient ces conditions, 

les conditions de conformité du CRB. 

Pour cela, il nous est indispensable de réaliser les analyses spectrophotométriques nécessaires 

afin de statuer sur la conformité ou non de l’échantillon. La double exigence citée plus haut 

est le minimum requis pour une utilisation de l’ADN en génotypage. D’ailleurs, il est bien 

connu que la contamination d’un échantillon d’ADN par des protéines (DO<1,7) peut nuire à 

la qualité des séquences.  

Dans le cadre d’une prestation de routine, pour optimiser d’avantage la qualité de l’ADN, il 

est recommandé de considérer également le ratio d’absorbance 260/230 nm. En effet, des 

substances telles que les sels ou les solvants organiques (phénol, trizol, isopropanol, alcool), 

souvent utilisés lors de l’extraction d’ADN, peuvent interférer avec la PCR et diminuer son 

efficacité. Une mesure du rapport d’absorbance 260/230 nm supérieure à 1,8 est acceptable. 

Dans le cas contraire, l’utilisation de l’échantillon peut être compromise ou du moins les 

résultats obtenus pourront être remis en cause.  

D’autre part, la qualité d’un ADN peut aussi être contrôlée par une électrophorèse sur gel 

d’agarose. Cette technique s'est avérée être un moyen efficient et efficace pour séparer des 

acides nucléiques et visualiser la dégradation éventuelle de l’ADN génomique.  Elle permet 

aussi de vérifier l'absence de contaminants pouvant interférer avec la réaction de PCR (les 

échantillons seront retardés lors de l'entrée dans le gel) [60]. Il est d’ailleurs envisagé qu’au 

sein du CRB, la méthode d’électrophorèse devienne un test supplémentaire de contrôle de 

l’intégrité des ADN obtenus après extraction automatisée. Lors de l’extraction, l’automate 

génère des fragments d’ADN de taille connue (400 kb), que l’on pourrait contrôler par 

migration sur gel. L’intégrité des fragments d’ADN générés peut aussi être analysée au 

fluoromètre. En effet cet outil est capable de mesurer la concentration d’ADN double brin 

présent dans l’échantillon. Cela donne une information supplémentaire quant à la qualité de 

l’échantillon et permet également de calculer des rendements. Cependant, l’analyse des 

quelques échantillons de la cohorte FAST-MI mesurés puis testés en génotypage n’a pas 

révélé d’effet particulier ni de tendance en rapport avec la quantité d’ADN non dégradée. 
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Pour cette application précise qu’est le génotypage, la dégradation des fragments générés n’a 

pas systématiquement d’impact si elle ne touche pas la zone ciblée par la sonde SNP et les 

amorces. De plus, la comparaison avec les concentrations mesurées au spectrophotomètre a 

mis en évidence un écart récurrent d’environ 50% en faveur du spectrophotomètre. C’est 

pourquoi il ne semble pas nécessaire d’instaurer les mesures de fluorométrie comme un 

contrôle qualité de routine en interne mais plutôt comme un outil de vérification en cas de 

problème lors du génotypage. En revanche, dans des conditions autres que les nôtres, 

notamment des ADN fournis par l’extérieur, il pourrait être intéressant de vérifier les écarts de 

concentration entre les mesures spectrophotométriques réalisées par les utilisateurs et nos 

dosages au fluoromètre. 

 

Une fois extrait et hydraté, l’ADN n’est pas obligatoirement utilisé dans l’immédiat. Par 

conséquent, même si l’ADN est une macromolécule très stable, il doit pouvoir être conservé 

dans un environnement qui va le protéger de la dégradation et de l’évaporation. La 

conservation de l’ADN est donc considérée comme une étape critique pour l’utilisation des 

ADN en analyse moléculaire. Traditionnellement, l’ADN se conserve en solution à -20°C sur 

du long terme [55]. La plupart du temps il est conditionné en un ou plusieurs cryotubes 

considérés comme la solution mère.  

Les données obtenues le démontrent, pour un stockage longue durée c’est le moyen de 

conservation le plus stable. La concentration et la DO varient peu et l’évaporation est limitée.  

Mais sur du court terme, pour faciliter l’analyse génotypique, il est possible d’aliquoter les 

échantillons en plaque multipuits dans un volume adapté, avec un scellage de plaque 

thermocollant plutôt qu’adhésif pour augmenter l’étanchéité de la plaque et mieux isoler 

chaque puits. Le conditionnement en 96 tubes de type Tube plate n’est pas recommandé dans 

la mesure où nous avons démontré une éventuelle perte de matériel. Le conditionnement en 

culots secs n’a pas été testé sur du court terme mais au vu des données analysées suite à un 

stockage à long terme, il n’est pas recommandé pour envisager une analyse en PCR. Ces 

remarques suggèrent donc qu’il est préférable de conserver au maximum l’ADN en cryotube 

de solution mère et de procéder à l’aliquotage en plaque multipuits uniquement au moment où 

l’analyse génotypique est prête à être démarrée. Pour préserver d’autant plus les échantillons 

d’ADN, il serait même envisageable de réaliser directement les plaques filles à 10 ng/µL (plus 

précisément entre 3 et 50 ng/µL) sans passer par une plaque mère de façon à conserver le 

maximum d’ADN en cryotube de solution mère et à limiter la durée du stockage en plaque. 
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D’après ces résultats, il n’est donc plus nécessaire de considérer le temps entre l’extraction et 

le génotypage comme une phase critique puisque nous venons d’affirmer que l’ADN se 

conserve très bien à -20°C en cryotube de solution mère. En revanche, il faut éviter de 

multiplier les cycles de congélation – décongélation qui dégradent l’ADN, c’est d’ailleurs 

pour cette raison que l’ADN est généralement aliquoté.  

Bien évidemment dans une structure telle qu’un CRB, la conservation des échantillons à basse 

température fait tout de même partie des méthodes critiques dans la mesure où il s’agit de leur 

principale mission et que celle-ci dépend entièrement du bon fonctionnement du matériel 

utilisé. C’est pourquoi il est indispensable de mettre en place un suivi des températures et 

d’effectuer une surveillance étroite du système électrique, de la climatisation et des 

conteneurs. 

Sinon, pour contrecarrer le problème des cycles de congélation – décongélation et alléger le 

système de conservation, des recherches ont abouti à une solution alternative qui permet de 

conserver les acides nucléiques à température ambiante. Après la mise en évidence des 

facteurs responsables de la dégradation de l’ADN stocké à température ambiante [61], un 

système de conservation a été mis au point par la société IMAGENE afin de protéger l’ADN 

des effets néfastes de l’eau et de l’oxygène. Il s’agit d’une technique novatrice 

d’encapsulation de l’ADN (et de l’ARN) purifié et déshydraté à l’aide d’un support en acier 

inoxydable, anhydre, anoxique et étanche (DNAshell). Cette technique a d’ailleurs été évaluée 

par une équipe chinoise qui confirme l’efficacité de la capsule [62]. Selon les dires de la 

société IMAGENE, «  les capsules DNAshell apportent les avantages décisifs attendus par 

rapport aux méthodes conventionnelles de conservation par le froid, en termes de stabilité, de 

sécurité, de traçabilité, d’espace requis, de coûts de fonctionnement et de maintenance, de 

transport et de distribution». Proposée aux biobanques comme une alternative à la 

congélation, cette méthode reste pour le moment très onéreuse et devra encore convaincre 

quant à l’utilisation « quotidienne » avant d’être adoptée par la communauté des CRB.  

 

La mise au point et la mise en place du MOD de génotypage par l’étude de SNP impliquaient 

beaucoup d’aspects tels que la mise en place des locaux (détermination des zones), la 

technique de préparation de la P384 avec le choix du nombre d’échantillons et de SNP par 

plaque, les concentrations et critères de qualité de l’ADN pour la PCR et la méthode 

d’analyse des résultats. Tous ces aspects sont indispensables au bon déroulement de la PCR 

permettant le génotypage des échantillons.  
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Il est vrai que la délimitation des zones est importante mais pas toujours réalisable dans son 

intégralité. Concernant les flux, en biologie moléculaire il est important de ne pas revenir en 

arrière au risque de contaminer les différentes zones. Lorsque plusieurs zones sont situées 

dans la même pièce, il est conseillé de les répartir de manière chronologique avec une 

progression en sens unique. C’est une condition assez difficile à mettre en place dans un 

laboratoire ou plusieurs activités sont pratiquées mais il faut savoir s’adapter et optimiser les 

locaux afin de garantir la réalisation des expériences dans les meilleures conditions possibles. 

Une réflexion plus poussée devra être réalisée dans l’avenir en fonction de l’évolution 

possible des locaux afin d’assurer une meilleure répartition des zones de manipulation pour 

garantir une gestion de flux plus efficace. Cela peut également apparaitre comme un atout 

face à des utilisateurs potentiellement intéressés par une prestation de génotypage. Je pense 

que l’essentiel est de montrer que tout est mis en œuvre pour assurer une prestation de qualité, 

et cela commence par une organisation des locaux.  

Concernant la technique de préparation de la plaque de PCR, dans notre cas ici, les PCR ont 

été réalisées uniquement en P384 car cela nous paraissait plus judicieux du fait du nombre 

important d’échantillons, du nombre de SNP et des volumes de réactifs nécessaires.  Mais il 

faut savoir qu’un génotypage peut aussi être envisagé en P96 et notamment en mode FAST 

avec le Viia7. Le mode FAST, à la différence du mode P96 standard, consomme moins de 

réactifs (du fait d’un volume de puits plus petit) et réalise une réaction de RT-PCR en trois 

fois moins de temps (40 min versus 2 heures). L’inconvénient étant que ce mode nécessite ses 

propres outils et consommables [63]. En comparaison avec la méthode P384 standard, la 

technique de préparation de la plaque serait identique. En revanche le temps de préparation 

pour une réaction serait bien inférieur mais le nombre d’échantillon analysés aussi. La limite 

majeure du mode FAST est selon moi le fait que le nombre d’échantillons analysé par plaque 

est au maximum égal à 96. Dans le cas de cohorte imposante, il est recommandé de privilégier 

un nombre important d’échantillons analysés en même temps pour favoriser la précision et la 

qualité de la discrimination allélique. L’identification des clusters est facilitée et plus précise, 

et les échantillons posant problème sont plus facilement identifiables. De plus, la 

reproductibilité intra-plaque et inter-plaque est renforcée. Les volumes de réactifs sont tout de 

même plus importants en mode P96 FAST mais du fait du temps gagné dans la préparation et 

lors de la réaction, plusieurs analyses peuvent être réalisées dans la même journée. 

D’autre part, nous avons également souligné l’importance de valider les sondes SNP choisies. 

Dans cette étude, les tests préliminaires ont été réalisés sur des ADN autres que ceux à 

génotyper pour d’une part valider les conditions de PCR, et d’autre part vérifier la 
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performance des sondes SNP. Cependant, en premier lieu nous n’avons pas remis en cause la 

sonde SNP mais plutôt les échantillons (il s’agissait d’ADN extraits en 2005), et nous nous 

sommes rendu compte des réelles différences de comportement des sondes SNP qu’une fois le 

génotypage de la cohorte démarré (pour les rs11552708 et rs3803800).  Effectivement, nous 

avons mis en évidence que malgré l’utilisation des mêmes fluorochromes (VIC et FAM), les 

différentes sondes SNP peuvent ne pas avoir forcément la même performance en terme 

d’intensité de fluorescence. Cela peut rendre difficile voire incohérente la discrimination 

allélique par le logiciel. Nous avons d’ailleurs tenté, pour le rs3803800 dont les intensités sont 

les plus faibles, une réaction en doublant les volumes de réactifs et d’échantillons mais tout en 

conservant les proportions en supposant que doubler la quantité de sondes (entre autre) 

doublerait l’intensité du signal. Cependant les résultats obtenus n’allaient pas dans ce sens. Il 

semblerait probable que le dysfonctionnement provienne du fluorochrome mais nous n’avons 

pas eu de retour du fabriquant. Cela dit, nous avons tout de même adapté les conditions de 

PCR en augmentant le nombre de cycles et inclus également une contre analyse avec un autre 

logiciel ; ce qui a permis d’obtenir un résultat exploitable. Afin d’éviter ce genre d’obstacle, il 

faut obligatoirement prévoir une période de tests de validation de n’importe quelle sonde 

SNP, même dans le cas de sonde SNP déjà designées et vérifiées et/ou validées par le 

fabriquant. En effet, nous devons nous assurer que dans nos conditions préétablies de MOD, 

les sondes SNP sont performantes ou bien s’il est nécessaire soit d’adapter les conditions 

d’origine, soit de remettre en cause le lot de sondes. Pour cela, il suffit de réaliser des gammes 

de concentration d’ADN, et d’analyser les résultats de discrimination allélique et leur 

cohérence avec les signaux de fluorescence. L’idéal serait d’utiliser pour ces tests 

préliminaires des ADN dont le génotype est connu pour le SNP considéré. Cependant, ce type 

d’échantillon n’étant pas toujours à notre portée, la validation peut être faite sur d’autres 

échantillons d’ADN conformes (par exemple des exclus). De plus, cette étape de validation de 

sondes SNP pourrait permettre de s’affranchir d’un contrôle positif lors des réactions de 

génotypage notamment lorsque celui-ci n’est pas disponible. Egalement, la validation des 

sondes SNP permettrait d’identifier un couple ADN + sonde SNP fiable qui donnerait 

toujours le même génotype pour chaque analyse réalisée et que l’on qualifierait de référent. Il 

semble effectivement intéressant d’avoir un contrôle interne que l’on pourrait suivre afin de 

visualiser une éventuelle déviation de la technique en observant la répétabilité. 

 

D’autre part, les différents tests pratiqués lors de la mise au point du MOD ont permis de 

définir les conditions minimum requises concernant l’ADN dans le but d’assurer l’obtention 
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d’un résultat de génotypage exploitable et fiable. De ce fait, l’échantillon d’ADN à analyser 

(qu’il soit extrait en interne ou fournis par l’extérieur) conditionné en tube doit avoir une 

concentration minimale de 50 ng/µl et un rapport de DO à 260/280 nm compris entre 1,7 et 2. 

Il est également recommandé de vérifier que le rapport d’absorbance 260/230 nm soit 

supérieur à 1,8. Pour un conditionnement en plaque, les ADN doivent être aliquotés 

préférentiellement en plaques 96 puits et leur concentration doit être comprise entre 3 et       

50 ng/µL dans un volume minimal de 20 µL. Si possible, les plaques doivent être scellées 

avec des films thermocollants. 

Concernant les sondes SNP, il est préférable que l’utilisateur nous les fournisse lui-même, de 

cette façon nous nous affranchissons de toutes responsabilités relatives à des problèmes liés 

aux sondes. Eventuellement, plus tard nous pourront envisager d’enrichir notre service de 

génotypage avec une  prestation de design de sondes SNP. 

 

Suite à l’analyse de tous les résultats et conditions de réalisation, un dossier de validation de 

méthode sera établi selon les critères du CRB HUEP-UPMC répondant aux exigences de la 

norme NF S96-900.  

D’autre part, une fois validée, cette nouvelle technique sera intégrée à la cartographie des 

processus du CRB HUEP-UPMC. Il faudra donc définir des indicateurs afin d’effectuer un 

suivi permettant de statuer sur les performances et résultats de la méthode et de l’appareil 

utilisés. Par exemple, nous pourrions chiffrer le nombre d’échantillons génotypés par rapport 

au nombre d’échantillons analysés, le nombre de contrôles négatifs amplifiés (suggérant une 

contamination) et/ou le nombre de messages d’erreurs générés par l’automate. Un score est 

alors calculé permettant d’effectuer un constat sur la récurrence des éventuels soucis et 

envisager la mise en place d’actions correctives. 

Après validation du MOD par le COPIL, celui-ci doit être mise en place tout d’abord en tant 

que nouvelle technique d’analyse en interne. La mise en place d’une nouvelle technique 

d’analyse au sein du CRB HUEP-UPMC implique systématiquement la rédaction de 

documents associés et la formation du personnel technique. Outre le MOD déjà cité, cette 

documentation comprend le MOD d’utilisation de l’automate Viia7 (Annexe 11), le MOD 

d’utilisation du scelleur de plaque semi-automatique (Annexe 12), les formulaires d’entretien 

et de maintenance du Viia7 (Annexe 15), l’inventaire des consommables relatifs à la PCR 

(Annexe 16), les feuilles d’enregistrements de dosages des plaques P96 (Annexe 13) ainsi que 

la feuille d’enregistrement support à la PCR (Annexe 14). Tous ces documents ont été créés 

par moi-même en respectant les normes qualités de gestion documentaire du CRB. Les 
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formulaires sont indispensables à la traçabilité de traitement des échantillons et d’utilisation 

des appareils.  

D’autre part, la technique sera transmise aux techniciens par le biais d’un tutorat interne puis 

d’une évaluation à 3 mois comme le recommande la norme NF S96-900. Il est important que 

plusieurs techniciens soient habilités à réaliser cette technique avant de la proposer comme 

prestation. D’ailleurs le CRB HUEP-UPMC tient à mettre en avant l’interopérabilité de son 

personnel. Toutes ces démarches sont le début de la mise en place de la prestation en routine. 

En effet, si l’on propose ensuite cette prestation aux utilisateurs, la qualité et la traçabilité sont 

de rigueur.  

 

Mais une prestation de qualité implique généralement la standardisation de la méthode afin de 

limiter la variabilité et de tendre vers la professionnalisation, une des exigences de la norme et 

un des objectifs stratégiques du CRB HUEP-UPMC.  Dans une telle structure, bien que tout le 

personnel soit formé à la même technique, la standardisation passe très souvent par 

l’automatisation. L’extraction automatisée étant déjà pratiquée, les autres étapes 

automatisables concernent les mises en plaque et la préparation des plaques de PCR. Cette 

solution pourra être envisagée puisque le CRB possède un aliquoteur automatique (Epmotion, 

Eppendorf). Cependant, si l’on respecte la délimitation des zones, seules une des deux étapes 

entre la distribution des réactifs et la distribution des ADN sera possible avec l’automate. Et si 

l’automatisation des mises en plaque d’ADN est envisagée, la distribution des réactifs ne 

pourra pas être automatisée à moins d’investir dans un autre aliquoteur. De ce fait, une mise 

au point rigoureuse doit être menée pour évaluer si l’automatisation totale ou partielle de ces 

étapes peut réellement améliorer la technique déjà validée (gain de temps, de coût et d’erreur 

humaine ?). A priori, l’avantage premier de l’automatisation de la préparation des plaques 

serait de permettre de doubler le nombre d’échantillons à analyser par P384. En effet, une 

plaque P384 équivaut à 4P96 mais dans notre MOD nous avons décidé d’analyser que deux 

P96 dans une P384 pour les raisons exposées précédemment. Le nombre d’échantillons 

analysés par plaque pourrait ainsi passer de 192 (2P96) à 384 échantillons (4P96). Toutefois, 

même si la consommation en plaques multipuits et films serait réduite, l’automate exige des 

volumes de réactifs et d’échantillons plus importants. Egalement, l’analyse serait plus efficace 

et plus précise avec un nombre plus élevé d’échantillons par plaque. Enfin, la reproductibilité 

intra-plaque et inter-plaque serait d’avantage respectée. Mais tout cela implique que 

l’automate et la technique soient bien maitrisés afin de garantir le bon déroulement du 

programme, et de parer aux éventuels problèmes. 



-DISCUSSION- 

- 85 - 
 

Finalement, pour mener à bien cette prestation en routine, il faut établir des conditions de 

réalisation du génotypage selon les différents cas possibles. Tout d’abord,  la prestation peut 

être inclue dès le début dans un projet où intervient le CRB et dans ce cas le CRB gère 

l’extraction d’ADN et le génotypage. D’autre part, la prestation de génotypage peut être  

proposée à des utilisateurs extérieurs fournissant les ADN à analyser.  

Dans un premier temps, de manière générale, la prestation que l’on souhaite proposer n’a été 

validée que sur des ADN extraits à partir de sang. Toutefois, a priori il n’y a pas de raison 

particulière pour que des ADN issus d’autres tissus ne soient pas analysables s’ils respectent 

les conditions définies. Un bémol tout de même concernant la salive, car avec le recul que 

nous avons sur l’extraction d’ADN à partir de salive (que nous pratiquons quotidiennement), 

il nous semble judicieux de réaliser des tests afin de valider la méthode et les conditions de 

génotypage du fait de la possibilité d’extraire aussi de l’ADN non humain. 

Ensuite, l’analyse des travaux réalisés permet de suggérer que dans le cas d’une prestation sur 

projet, l’ADN étant extrait au sein du CRB, le sang doit être prélevé sur EDTA et si 

nécessaire conservé à -80°C avant extraction automatisée. La qualité de l’ADN est 

systématiquement contrôlée par mesure au spectrophotomètre juste après l’extraction 

(concentration, DO 260/280 nm et DO 260/230 nm). Pour éventuellement compléter ce 

contrôle qualité, il faudra évaluer si l’électrophorèse apporte une information supplémentaire 

qui renforcerait l’assurance d’un résultat de génotypage sûr. Une période de validation des 

sondes SNP sera imposée (environ une semaine). Les ADN seront directement aliquotés en 

plaque P96 à une concentration finale comprise entre 3 et 50 ng/µL. Les concentrations des 

plaques pourront être vérifiées au spectrophotomètre en cas de problème lors de la réaction de 

PCR (absence d’amplification notamment).  

Pour les utilisateurs extérieurs, le fait de ne pas connaître les conditions d’extraction ni les 

paramètres de conservation du sang et des ADN n’empêche pas d’effectuer le génotypage. En 

revanche, les ADN fournis devront respecter la concentration minimum de 50 ng/µL pour un 

conditionnement en tube ou une concentration comprise entre 3 et 50 ng/µL pour un 

conditionnement en plaque, dans un volume minimal de 20µL.  Les données des rapports de 

DO 260/280 nm et 260/230 nm mesurées par l’utilisateur nous seront transmis dans un fichier 

accompagnant les échantillons. Les solutions de sondes SNP et amorces seront également 

fournies. 

 

La proposition d’une prestation doit aussi s’accompagner d’une tarification étudiée. Pour 

estimer le coût d’une telle prestation, j’ai calculé le montant que représentait le génotypage en 
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plaque 384 puits de notre cohorte de 1954 ADN pour un SNP en évaluant la consommation de 

consommables et réactifs utilisés (Annexe 17, Tableau I).  A cela, il faut ajouter l’usure des 

appareils utilisés (amortissements), à savoir l’automate de RT-PCR, le scelleur de plaque, le 

spectrophotomètre, la station de travail et la base de données (Annexe 17, Tableau III).  Enfin, 

dans une prestation, le temps du technicien est toujours pris en compte. Selon la manière dont 

est réalisé la prestation à ce stade, il faut compter 7 heures (réparties sur plusieurs jours) pour 

le génotypage de 192 échantillons (2P96), toutes étapes confondues (mise en plaque, dosages, 

préparation plaque, PCR, analyse et fichier résultats), soit 72 heures pour l’analyse de 1954 

ADN (Annexe 17, Tableau II).  

La tarification totale pour le génotypage de 1954 patients par la méthode des SNP s’élève 

donc à 13780 € HT pour un SNP. 

Cette estimation donne une idée du prix de revient d’une réaction (7€ HT) lorsque les 

conditions demandées relatives aux échantillons sont respectées. Dans le cas contraire, une 

tarification à façon pourra être appliquée qui donnera suite à un accords sur la réalisation ou 

non de la prestation. 

Pour se positionner, un exemple de coût est donné par la Plate-forme de génotypage de 

Clermont-Ferrand. En 2010, leur tarification d’un point de génotypage par SNP en TaqMan® 

(pour un minimum de 1500 points) hors amortissements était de 2€ HT. En ce qui nous 

concerne, le montant calculé hors amortissement revient à 3€ HT le point. En considérant une 

augmentation des tarifs de 5% par an, l’estimation réalisée est relativement proche des prix 

pratiqués pour une prestation de service en externe.  
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Au final, en confrontant les conditions définies à travers ce travail avec les pratiques actuelles 

du CRB HUEP-UPMC, des décisions vont être prises concernant la gestion des prélèvements 

sanguins et des échantillons d’ADN en interne en vue d’une analyse génotypique. Sachant 

que les prélèvements réceptionnés au CRB proviennent généralement d’études cliniques 

pouvant durer de 3 à 5 ans, les prélèvements sanguins seront prélevés sur EDTA et conservés 

à -80°C jusqu’à l’obtention d’un nombre suffisant de tubes pour la réalisation d’une 

extraction automatisée  (16 échantillons). La conservation du sang à basse température n’est 

donc que de courte durée mais par précaution il a été décidé de les conserver à -80°C plutôt 

qu’à -20°C. Après l’extraction, les ADN sont contrôlés au spectrophotomètre et il est 

envisagé de mettre en place un contrôle de l’intégrité par électrophorèse. Pour une question de 

coût, les analyses au fluoromètre ne seront pas pratiquées sur l’ensemble des échantillons 

mais sur un nombre d’échantillons pris au hasard ou en fonction d’une périodicité à définir. 

De plus, ces tests pourront être pratiqués pour vérification des ADN en cas de besoin, à moins 

qu’ils ne soient exigés de manière systématique par l’investigateur du projet. Le 

conditionnement original des ADN extraits sera composé de deux aliquotes en cryotubes dits                              

« solutions mères », et le stockage se fera à -20°C avec des lieux de stockages différents pour 

chaque aliquote. Au fur et à mesure des extractions, les ADN conformes seront aliquotés en 

plaque 96 puits à concentration fixe dans un volume multiple de la concentration d’utilisation. 

Lorsque l’ensemble des ADN de la cohorte sera obtenu et que les conditions de génotypage 

seront définies, les plaques 96 seront diluées à une concentration moyenne de 10 ng/µL. Ces 

plaques serviront ensuite pour la distribution des échantillons dans la plaque 384 puits pour la 

RT-PCR. Ces deux étapes, pour le moment réalisées manuellement, pourront être 

automatisées si cela représente un réel avantage. 

A propos des décisions concernant les échantillons d’ADN provenant de l’extérieur, des tests 

de vérification de la conformité des ADN par rapport aux critères de qualité demandés seront 

réalisés au spectrophotomètre et au fluoromètre, mais seulement sur une partie des 

d’échantillons pris au hasard (10%) (concentration de la solution mère >50 ng/µL,                

1,7< DO 260/280 nm <2, DO 260/230 nm >1,8) En cas de respect des conditions, le 

génotypage pourra être effectué au prix établi au départ. Dans le cas contraire, une tarification 

à façon pourra être envisagée d’un commun accord avec l’utilisateur. 

 

La mission de génotypage de 1929 patients du projet FAST-MI 2005 aura permis de mettre au 

point cette nouvelle technique d’analyse par l’étude de SNP. Suite aux résultats obtenus, le 

CRB doit transmettre le fichier des génotypes à l’URC afin de faire le lien avec les données 
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cliniques du patient et tenter de mettre en évidence un effet du polymorphisme du gène 

APRIL sur la morbi-mortalité des patients atteints de CSA, un des objectifs secondaires de ce 

projet. De plus, la validation de la méthode d’analyse de SNP par RT-PCR en TaqMan® au 

CRB va permettre de l’envisager comme prestation de routine auprès des collaborateurs du 

CRB HUEP-UPMC. Elle pourra venir compléter l’activité déjà prise en charge par le CRB au 

sein des différents projets de recherche clinique. Par la suite, lorsque l’aspect routinier de la 

prestation sera maîtrisé, cette dernière pourra être proposée comme prestation de service aux 

utilisateurs. 

Avec cette méthode et grâce à la miniaturisation des volumes de réactifs (utilisation des 

plaques 384 puits), les facteurs de réduction de coût ne sont pas négligeables par rapport aux 

autres techniques de génotypage. De plus, une fois la validation des sondes effectuée, le 

volume de données est faible et l’analyse des résultats est relativement simple. C’est 

pourquoi, en terme de délais, avec la méthode actuelle, il faut compter 3 semaines plus ou 

moins 2 semaines si la mise en plaque doit être réalisée, pour obtenir le génotypage de 2000 

échantillons avec un SNP. Evidemment, pour se faire, et ce dans les meilleures conditions 

d’assurance d’un résultat fiable, les échantillons doivent respecter des critères qui ont été 

définis lors de cette phase de mise au point.  

Toutefois, le choix de cette méthode s’avère être adapté à un nombre limité de marqueurs et 

de sujets (3000 sujets maximum et 100 SNP maximum). En effet, pour des approches de 

génétique d’association dont l’ambition vise à scanner le génome entier à la recherche de 

polymorphismes associés avec les phénotypes d’intérêt et où il est nécessaire de génotyper un 

très grand nombre de marqueurs, les récents progrès biotechnologiques tels que les NGS sont 

des compétiteurs sérieux pour les années à venir. 

Après évaluation de la standardisation de la méthode actuelle, et dans l’optique de toujours 

enrichir notre activité et nos objectifs stratégiques, nous pourrions envisager d’étendre la 

méthode de génotypage à d’autres sources d’ADN comme la salive, à partir de laquelle nous 

pratiquons déjà des extractions d’ADN de façon automatisée. Cependant une mise au point 

serait également nécessaire car les quantités d’ADN sont plus faibles que dans le sang et la 

présence possible d’ADN d’origine non humaine pourrait fausser les résultats. Dans ce cas, 

l’amplification par PCR avec des amorces spécifiques d’une séquence humaine pourrait 

s’avérer un bon moyen de contrôler la présence d’ADN indésirable. Enfin, pour la prochaine 

cohorte prévue dans quelques mois (FAST-MI 2015), forts des observations et conclusions 

réalisées suite à ce travail, la pratique des extractions d’ADN sera envisagée de façon 

automatisée et préférentiellement sur sang frais afin de garantir les meilleurs rendements. 
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 Annexe 4 : Formulaire d’information aux patients et consentement 
 

Formulaire d’information aux patients 

Registre Français des syndromes coronaires Aigus avec ou sans sus-décalage du segment 
ST (FAST-MI) 

Madame, Monsieur, 

L’objectif de ce document est de vous fournir toutes les informations qui vous 

permettront de comprendre le but de cette étude, ainsi que ses contraintes et l’intérêt 

qu’elle peut présenter pour vous. N’hésitez pas à demander à votre médecin l’explication 

des mots ou expressions que vous ne comprendriez pas.  

 

Vous venez d’être hospitalisé dans une unité de soins intensifs pour une maladie de votre 

cœur. Votre médecin, le Docteur ……………..….. vous propose de participer à une enquête 

épidémiologique appelée FAST-MI dont l’objectif est de recenser le nombre de patients 

qui sont hospitalisés en France comme vous pour la même maladie, et d’étudier la 

manière dont ils sont traités.  

 

Cette enquête n’a pas d’influence sur la prescription médicale et la prise en charge de 

votre maladie au cours de votre hospitalisation ni dans le suivi à plus long terme. Votre 

médecin est libre de modifier ou non les traitements que vous recevez. Aucune visite 

particulière n’est exigée dans le cadre de cette étude.  Après la sortie de l’hôpital et si 

vous êtes d’accord, vous serez contacté annuellement par un médecin pour avoir des 

nouvelles de votre santé. 

 

Si vous acceptez de participer à cette enquête, une quantité additionnelle de 60 ml au 

maximum de sang sera prélevée, au cours du prélèvement sanguin que l’on effectue dans 

le cadre habituel des soins, lors de votre admission dans le service des unités de soins 

intensifs. Cet échantillon sanguin contient les éléments permettant de caractériser un 

certain nombre de gènes ou de marqueurs biologiques qui peuvent être en rapport avec 

votre maladie. Parce que les gènes de chacun sont différents, l’information scientifique 

recueillie, ainsi que celle obtenue chez les autres patients participant à cette étude, 

pourra aider les chercheurs à mieux comprendre votre maladie. Il ne s’agit en aucun cas 

de votre identification génétique complète. Préalablement à l’analyse génétique de 

l’échantillon, la possibilité de relier la numérotation du tube avec votre identité sera 

supprimée. Cela signifie que votre identité ne pourra plus être reliée ou associée à 

l’information génétique obtenue à partir de votre échantillon sanguin et ne pourra jamais 

être révélée à personne. En conséquence il ne sera pas possible de communiquer à vous ni 

à personne d’autre les résultats des tests génétiques pratiqués sur votre échantillon.  

Cette enquête est effectuée conformément à la législation française. Tous les résultats 

obtenus dans cette recherche resteront confidentiels, en accord avec les règles de la 

loi du 1er juillet 1994 relative au traitement automatisé des données de santé. Vous avez 

bien noté que votre droit d’accès et de rectification prévu conformément à la loi 

Informatique et Libertés (article 40 de la LOI 78.17 en date du 6 Janvier 1978 modifiée) 
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pourra s’exercer à tout moment auprès du médecin qui vous suit dans le cadre de cette 

étude. 

 
CONSENTEMENT DE PARTICIPATION  

 

Registre Français des syndromes coronaires Aigus avec ou sans sus-décalage du segment 
ST : FAST-MI 

 

Le Docteur ......................................... m’a proposé de participer à l’enquête sus citée. J'ai 

pris connaissance des informations ci-dessus et les ai parfaitement comprises. Il m’a été 

laissé le temps et le loisir de poser toutes les questions que je souhaitais au sujet de 

l’enquête, et une réponse a été fournie à toutes mes questions. La teneur et la 

signification de ces informations m’ont été expliquées avec précision. Il m’a été précisé 

que je suis libre d’accepter ou de refuser cette enquête. Cela ne change en rien mes 

relations avec mon médecin pour mon traitement et mon suivi médical. 

J’accepte librement de participer à cette enquête dans les conditions précisées 

dans ce document. 

Mon consentement ne décharge pas les médecins de leurs responsabilités. Je conserve 

tous mes droits garantis par la Loi. J’accepte que les données enregistrées à l’occasion 

de cette recherche, puissent faire l’objet d’un traitement informatisé. J’ai bien noté 

que le droit d’accès et de rectification prévu par la Loi ‘Informatique et Libertés’ 

(article 40) s’exerce à tout moment. Ces données qui me concernent resteront 

STRICTEMENT CONFIDENTIELLES. Je pourrai, à tout moment, demander toute 

information complémentaire au Docteur ............................ . J'ai bien noté qu’il me sera 

remis un exemplaire du présent formulaire de consentement signé. 

 

 

_________________________________ ________________________  

 

Nom / prénom du patient en lettres capitales Signature du patient :   Date 

 

 

___________________________________ ________________________  

Nom / prénom du médecin en lettres capitales   Signature du médecin    Date 
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Annexe 4bis : Formulaire d’information à un membre de la famille ou à la 

personne  de confiance et confirmation du consentement 
 

Formulaire d’information à un membre de la famille ou à la personne de confiance 

désignée par le patient 

Registre Français des syndromes coronaires Aigus avec ou sans sus-décalage du segment 
ST (FAST-MI) 

Madame, Monsieur, 

L’objectif de ce document est de vous fournir toutes les informations qui vous 

permettront de comprendre le but de cette étude, ainsi que ses contraintes et l’intérêt 

qu’elle peut présenter pour la personne de votre famille qui a été hospitalisée. N’hésitez 

pas à demander au médecin l’explication des mots ou expressions que vous ne 

comprendriez pas.  

 

Un membre de votre famille ou celui pour lequel vous avez été désigné comme étant la 

personne de confiance vient d’être hospitalisé dans une unité de soins intensifs pour une 

maladie de son cœur. Son médecin, le Docteur ………….. lui propose de participer à une 

enquête épidémiologique appelée FAST-MI dont l’objectif est de recenser le nombre de 

patients qui sont hospitalisés en France comme lui pour la même maladie, et d’étudier la 

manière dont ils sont traités. 

Comme son état de santé actuel ne permet pas de demander son consentement, votre 

consentement est demandé. Le consentement du patient lui sera demandé dès que son 

état le permettra. En cas de refus, les données le concernant ne pourront être utilisées 

pour cette enquête. 

 

Cette enquête n’a pas d’influence sur la prescription médicale et la prise en charge de la 

maladie du patient au cours de son hospitalisation ni dans le suivi à plus long terme. Son 

médecin est libre de modifier ou non les traitements qu’il reçoit. Aucune visite 

particulière n’est exigée dans le cadre de cette étude. Après la sortie de l’hôpital et s’il 

est d’accord, il sera contacté annuellement par un médecin pour avoir de ses nouvelles. 

 

En cas de participation à cette enquête, une quantité additionnelle de 60 ml de sang sera 

prélevée, au cours du prélèvement sanguin  que l’on effectue dans le cadre habituel des 

soins, lors de son admission dans le service des unités de soins intensifs. Cet échantillon 

sanguin contient les éléments permettant de caractériser un certain nombre de gènes 

ou de marqueurs biologiques qui peuvent être en rapport avec sa maladie. Il ne s’agit en 

aucun cas de son identification génétique complète. Parce que les gènes de chacun sont 

différents, l’information scientifique recueillie, ainsi que celle obtenue chez les autres 

patients participant à cette étude, pourra aider les chercheurs à mieux comprendre sa 

maladie. Préalablement à l’analyse génétique de l’échantillon, la possibilité de relier la 

numérotation du tube avec son identité sera supprimée. Cela signifie que son identité ne 

pourra plus être reliée ou associée à l’information génétique obtenue à partir de son 

échantillon sanguin et ne pourra jamais être révélée à personne. En conséquence il ne 
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sera pas possible de lui communiquer ni à personne d’autre les résultats des tests 

génétiques pratiqués sur son échantillon.  

Cette enquête est effectuée conformément à la législation française.  Tous les résultats 

obtenus dans cette recherche resteront confidentiels, en accord avec les règles de la 

loi du 1er juillet 1994 relative au traitement automatisé des données de santé. Vous avez 

bien noté que son droit d’accès et de rectification prévu conformément à la loi 

Informatique et Libertés (article 40 de la LOI 78.17 en date du 6 Janvier 1978 modifiée) 

pourra s’exercer à tout moment auprès du médecin qui le suit dans le cadre de cette étude. 

 

_________________________________ ________________________  

 

Nom / prénom de la personne de confiance Signature du patient :   Date 

           (en lettres capitales) 

 
CONFIRMATION DU CONSENTEMENT DE PARTICIPATION  

Registre Français des syndromes coronaires Aigus avec ou sans sus-décalage du segment 

ST : FAST-MI 
Le Docteur ......................................... m’a proposé de participer à l’enquête sus citée. J'ai 

pris connaissance des informations ci-dessus et les ai parfaitement comprises. Il m’a été 

laissé le temps et le loisir de poser toutes les questions que je souhaitais au sujet de 

l’enquête, et une réponse a été fournie à toutes mes questions. La teneur et la 

signification de ces informations m’ont été expliquées avec précision. Il m’a été précisé 

que je suis libre d’accepter ou de refuser cette enquête. Cela ne change en rien mes 

relations avec mon médecin pour mon traitement et mon suivi médical. 

J’accepte librement de participer à cette enquête dans les conditions précisées 

dans ce document. 

Mon consentement ne décharge pas les médecins de leurs responsabilités. Je conserve 

tous mes droits garantis par la Loi. J’accepte que les données enregistrées à l’occasion 

de cette recherche, puissent faire l’objet d’un traitement informatisé. J’ai bien noté 

que le droit d’accès et de rectification prévu par la Loi ‘Informatique et Libertés’ 

(article 40) s’exerce à tout moment. Ces données qui me concernent resteront 

STRICTEMENT CONFIDENTIELLES.  Je pourrai, à tout moment, demander toute 

information complémentaire au Docteur ............................ J'ai bien noté qu’il me sera 

remis un exemplaire du présent formulaire de consentement signé. 

 

 

_________________________________ ________________________  

 

Nom / prénom du patient en lettres capitales Signature du patient :   Date 

 

 

___________________________________ ________________________  

Nom / prénom du médecin en lettres capitales   Signature du médecin    Date 
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Annexe 5 : Plaquettes informatives pour les prélèvements sanguins 

 

 Identification des additifs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Recommandations pour le prélèvement sanguin 
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Annexe 6 : Feuille de route des prélèvements 
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Annexe 7 : MOD d’extraction d’ADN sur Autopure LS 
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Annexe 8 : MOD d’extraction manuelle d’ADN 
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Annexe 9 : MOD de dosage des AN 
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Annexe 10 : MOD de génotypage par l’étude de SNP en RT-PCR 
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Annexe 11 : MOD d’utilisation du ViiA 7 
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Annexe 12 : MOD d’utilisation du scelleur de plaque 
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Annexe 13 : Feuille d’enregistrement de dosage des ADN en plaque 96 puits 
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Annexe 14 : Feuille d’enregistrement d’un RUN de génotypage 
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Annexe 15 : Formulaire d’entretien du Viia7  
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Annexe 16 : Inventaire des consommables de biologie moléculaire 
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Annexe 17 : Estimation de coût du génotypage de 1954 ADN (1 SNP en P384) 

Tableau I 

Consommable / réactifs Prix de base Quantité Prix total 

Equipement de protection 

individuelle (Gants) 
3.62 les 100 100 3,62 € 

Microtubes  1,5 ml (Eppendorf) 38,40 € les 1000 15 0,58 € 

Microtubes  0,5 ml (Eppendorf) 41 € les 500 50 4,10 € 

Plaques 384 (4titude) 179 € les 50 15 53,7 € 

Plaques 96 (4titude)  157 € les 50 25 78,5 € 

Films optiques pour PCR  62 € les 100 15 9,3 € 

Films pour stockage 55 € les 100 50 27,5 € 

Pointes à filtres low retention 

(Eppendorf) 
150 € les 960 5000 781 € 

TaqMan® SNP Genotyping 

Assays (sondes SNP + primers) 
700 € les 1250 µl 500 µl 280 € 

TaqMan® Genotyping Master 

Mix 
2900 € les 50 ml 6 ml 348 € 

H20 Nuclease Free 114 € les 10x50 ml 3 ml 0,68 € 

TOTAL : 1586,98 € 

 

Tableau II 
 

 

 

Tableau III 
Appareil Amortissement Utilisation Prix total 

Viia7 17,8 € / jour 7,5 jours 133 € 

Scelleur de plaque 1,14 € le scellage 65 scellages 74,1 € 

Base de données 0,76 € / jour 35 jours 26,6 € 

Spectrophotomètre 1,95 € /  dosage 1954*2 = 3908 dosages 7620,6 € 

Station de travail 4,9 € / jour 3,75 jours 18,4 € 

TOTAL : 7872,7 € 

Main d’œuvre Prix de base Temps (min)  Prix total  

Technicien 15 € les 15 min 4320 4320 € 



 

 

 

RESUME 

Les Centres de Ressources Biologiques (CRB) ou biobanques ont été créés et définis afin 

d’assurer l’accès de la recherche et de l’industrie à des ressources de qualité dans des 

conditions de traçabilité garanties. Ces structures s’inscrivent dans une démarche qualité 

rigoureuse exigée par les normes NF S96-900 et ISO 9001. Dans ce contexte, le CRB HUEP-

UPMC a mis en collection des prélèvements sanguins issus d’un protocole de recherche 

clinique. L’un des objectifs de ce projet est la mise en évidence d’un lien entre le 

polymorphisme d’un gène spécifique et la morbi-mortalité des patients inclus dans ce 

protocole.  

La validation d’une méthode de génotypage est donc envisagée pour répondre aux objectifs 

du projet. C’est la technique des « Single Nucléotide Polymorphisms » (SNP) qui a été 

sélectionnée. Ce nouveau procédé d’analyse étant envisagé comme une prestation en routine, 

des conditions requises concernant les échantillons d’ADN à analyser doivent être définies, à 

la fois dans le cas d’ADN extraits en interne et d’ADN extraits et fournis par les utilisateurs.  

La mise au point de la technique a permis de génotyper 1929 patients validant ainsi la 

méthode utilisée. Diverses conditions de conservation des prélèvements sanguins et 

d’extraction et de conservation des ADN ont été testées puis analysées par des contrôles de la 

qualité des ADN. Ces résultats ont permis de mettre en évidence que l’assurance d’un 

génotypage fiable est obtenue si l’ADN est jugé conforme (concentration >50 ng/µL,            

1,7< DO 260/280 nm <2, DO 260/230 nm >1,8) quelles que soient les méthodes de 

conservation du sang et d’extraction d’ADN. En revanche, la méthode de conservation de 

l’ADN est une étape plus critique qui nécessite un conditionnement en cryotube et une 

température de -20°C sur le long terme.  

Ces informations sont capitales pour proposer une prestation de qualité à des utilisateurs 

extérieurs pour lesquels nous n’avons aucun regard sur la phase pré-analytique. 

Mots clés : CRB, recherche clinique, ADN, génotypage, SNP, contrôle qualité, prestation. 

 

 

 


