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EDITORIAL

ROLE DE I’HISTOLOGIE DANS
LES APPROCHES BIOMARQUEURS

Au cours des 20 dernieres années, les marqueurs biologiques ou bio-
marqueurs ont gagné en intérét sur le plan de la compréhension scientifique et clinique des
pathologies et de leurs traitements. Le biomarqueur est défini comme une caractéristique
d’un tissu, d’un ensemble de cellules ou d’un fluide corporel mesurée objectivement et éva-
luée comme un indicateur de tout état physiologique d’un organisme incluant les processus
biologiques normaux, pathogéniques ou pharmaceutiques comme une réponse a une inter-
vention thérapeutique (source National Institute of Health NIH (1) et World Health Orga-
nization WHO (2)). Un biomarqueur a donc des applications dans au moins 5 domaines
comme le criblage, le diagnostic, le pronostic, la prédiction de la récurrence et le monitoring
thérapeutique. Un biomarqueur peut €tre une substance introduite dans I’organisme comme
moyen d’examiner une fonction d’un organe. Un exemple de ce type de biomarqueur est
le chlorure de rubidium utilis€é dans I’évaluation de la perfusion du muscle cardiaque. Un
biomarqueur peut aussi €tre une substance dont la détection indique un état pathologique
particulier comme par exemple la présence d’anticorps pouvant étre le t€émoin d’une in-
fection. Plus spécifiquement un biomarqueur indique un changement dans 1’expression ou
I’état d’une protéine qui correle avec le risque ou la progression d’une pathologie, ou avec
la susceptibilité d’une maladie a un traitement donné. Les biomarqueurs peuvent étre des
cellules spécifiques, des molécules, des modifications de genes, des produits d’expression
de geénes, des enzymes, ou des hormones. Les fonctions d’un organe complexe ou des chan-
gements des caractéristiques générales de structures biologiques peuvent aussi servir de
biomarqueurs.

Bien que le terme de biomarqueur soit relativement récent, les biomarqueurs ont
été utilisés en recherche préclinique comme en diagnostic clinique depuis des décennies.
Depuis le 14°™ siecle, les praticiens examinent la couleur et les sédiments de 1’urine de
leurs patients. La température corporelle est un biomarqueur bien connu de la fievre. Tout
comme la pression artérielle ou la mesure du cholestérol comme marqueur de maladies car-
dio-vasculaires, ou enfin la protéine C-réactive (CRP) comme marqueur d’inflammation. En
1960, les chercheurs ont découvert que les patients atteints de leucémie myéloide chronique
présentaient une version courte du chromosome 22. Cette anormalité appelée chromosome
de Philadelphie est en fait causée par une translocation entre le chromosome 9 et le chro-
mosome 22, résultant en la production d’une protéine a activité tyrosine kinase élevée,
définissant I’oncogene Breakpoint Cluster Region-Abelson murine Leukemia (BCR-ABL).
Le chromosome de Philadelphie fut le premier biomarqueur utilisé pour la sélection des pa-
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tients pouvant bénéficier d’un traitement basé sur I’administration d’inhibiteurs de tyrosine
kinases comme 1’imatinib. Des mutations spécifiques de cet oncogene ont méme pu sélec-
tionner les patients résistant a ce traitement et ont mené au développement de nouveaux
inhibiteurs de tyrosine kinases. Plus tard, dans les années 1980, la charge virale des patients
séropositifs pour le virus de I'immunodéficience acquise (HIV), a défini un biomarqueur
de la progression de la maladie et a permis de développer les thérapies anti-virales utili-
sées encore actuellement. Enfin, dans la méme décennie, le gene Human Epidermal growth
factor Receptor 2 (HER-2) et son récepteur sont devenus les biomarqueurs les plus connus
dans le cadre du cancer du sein, définissant les catégories de patients a haut ou bas risque.
Ce biomarqueur a notamment permis le développement de nouvelles thérapies comme les
anticorps thérapeutiques. C’est ainsi que le trastuzumab également connu sous le nom de
herceptine fut commercialisé en 1998.

L’oncologie est une discipline qui a fortement contribué a étendre 1’utilisation des
biomarqueurs. Elle a utilisé des biomarqueurs génétiques et protéomiques pour prédire la
réponse au traitement, d’abord pour le trastuzumab en 1998 puis I’imatinib (Gleevec) en
2001. Ces développements dans le domaine des biomarqueurs conduisent maintenant vers
le chemin de la médecine personnalisée. La molécule de chimiothérapie qu’est I’irinotecan
(Camptosar) est un exemple de médecine personnalisée. Certains patients présentant une
homozygotie pour une version mutée du gene UGT1A1 (*28) ont ainsi démontré une clai-
rance de I’irinotecan plus lente, les rendant ainsi plus susceptibles a la drogue avec des effets
secondaires importants comme la neutropénie ou des diarrhées importantes. Ce constat a
donc permis de réajuster les doses de la drogue pour certains patients apres utilisation de ce
biomarqueur génétique. De nombreux autres exemples sont disponibles dans le domaine de
I’oncologie : je citerai les biomarqueurs diagnostics Breast Cancer Antigen-1 et -2 (BRCA-
1, BRCA-2) utilisés comme marqueurs prédictifs de la réponse a des agents de chimiothéra-
pie comme les Anthracyclines. L’ antigene tumoral Cancer Antigen 125 (CA125) est le meil-
leur biomarqueur jamais utilisé dans le diagnostic et le pronostic des carcinomes ovariens.
Le Cancer Antigen 15-3 (CA15-3) est un biomarqueur de faible sensibilité pour le cancer
du sein car il est aussi retrouvé dans les cas d’affections bénignes du sein, dans la cirrhose
hépatique et dans I’hépatite chronique. Le Cancer Antigen 19-9 (CA19-9) est utilisé dans le
cancer du pancréas et de la vessie, mais certains patients atteints de pancréatite chronique
ont démontré une augmentation de ce biomarqueur. Enfin je citerai le biomarqueur Prostate
Specific Antigen (PSA) qui en soi, n’est pas un biomarqueur efficace de la détection précoce
du cancer de la prostate, mais qui associé a d’autres techniques, est considéré comme utile
dans I’identification des adénocarcinomes précoces et curables de la prostate (3, 4).

L’intérét des biomarqueurs en oncologie a encore grandi récemment, par la rele-
vance donnée a certains biomarqueurs comme le role de 1I’oncogene Kirsten Rat Sarcoma
(KRAS) muté dans le cancer colorectal ou les autres cancers associés a I’Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR). Chez les patients dont les tumeurs expriment la forme mutée de
KRAS, la protéine KRAS qui entre en jeu dans la voie de signalisation liée a ’'EGFR, est
toujours liée, rendant le signal par EGFR toujours activé. Méme si le signal en amont est
bloqué par un inhibiteur de ’'EGFR comme le cetuximab (Erbitux), le signal en aval de la
voie de signalisation continue et résulte en une prolifération des cellules et une croissance
tumorale continue. Tester les tumeurs pour le gene KRAS sauvage ou muté permet de sélec-
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tionner les patients qui pourront bénéficier du traitement par le cetuximab.

Réalisant I'importance des biomarqueurs notamment en développement de nou-
veaux composés thérapeutiques, la tiche d’identification de nouveaux biomarqueurs reste
un challenge dii aux demandes de plus en plus drastiques imposées par les autorités de
santé. Le développement d’un composé associé au co-développement d’un biomarqueur
compagnon est essentiel pour définir un composé comme sir. Il y a de nombreuses manieres
de conduire des investigations dans la recherche de biomarqueurs, mais la majorité des
études biomarqueurs cliniquement relevantes a utilisé I’immunohistochimie (IHC).

L’immunohistochimie (IHC) est une plateforme technologique essentielle pour
I’analyse d’échantillons tissulaires. Une demande croissante en biomarqueurs tissulaires
basés sur une IHC reproductible et quantitative a ét€ observée dans le domaine de la re-
cherche et développement (R&D) en oncologie clinique. Cependant au cours des dernieres
décennies, I'THC comme plateforme de biomarqueurs a ét€ challengée par des essais molé-
culaires plus quantitatifs utilisant des standards de référence. Pour que I'IHC apparaisse
dans les trois premieres méthodologies utilisables pour la définition de biomarqueurs, il a
fallu qu’elle s’adapte a des criteres de qualité, qu’elle devienne quantitative et qu’elle défi-
nisse des standards de référence. Cependant créer de tels référentiels demande d’optimiser
tous les aspects de la collection des tissus, leur fixation, I’épaisseur de la coupe, les proces-
sus de coloration, la digitalisation de I’image et enfin la quantification (5).

La collecte des échantillons doit étre faite pour minimiser la variabilité pré-analy-
tique. Cependant il a ét€ démontré que les profils d’expression de geénes ou de protéines
changent seulement 5 minutes apres résection de 1’échantillon. Aprés 30 minutes, 20 %
des genes et protéines détectables different de ceux observés au temps 0 (6). Il est donc
nécessaire de connaitre et de standardiser le temps passé entre la résection et le début de
la fixation. La fixation par une solution de formaline a 10 % est la mieux caractérisée. La
fixation complete par la formation de ponts méthylene stables entre les protéines et les
acides nucléiques, de pieces de taille moyenne (1 cm?) prend entre 24 et 48h. La encore, il
est nécessaire d’ajuster le temps de fixation non seulement par rapport a la taille de 1a piece
opératoire mais aussi en fonction de la cible a détecter. Par exemple il a ét€¢ démontré que
la fixation entre 1h et 168h dans une solution de formaline n’entraine aucun changement
dans la détection des récepteurs aux oestrogenes (ER) ou progestérone (PR) (7). Puis les
tissus sont recoupé€s pour une bonne orientation, déshydratés puis inclus en paraffine dans la
plupart des cas. La standardisation passe par la qualité de 1’éthanol utilis€ ou par la paraffine
dont les trois principaux types utilisés ont des points de fusion différents ou une capacité
variable a infiltrer les tissus. De mé&me une mauvaise déshydratation peut engendrer la dé-
gradation de certains antigenes. Ensuite vient la coupe qui doit étre réguliere. Plus la coupe
sera €paisse, plus le marquage sera intense mais moins la résolution de celui-ci sera fine.
Généralement les épaisseurs de coupes varient entre 3 et 5Sum, le test Hercept recomman-
dant d’utiliser des coupes de 4 um (8). Puis vient la méthode d’IHC elle-méme. En théorie,
cette méthode semble simple a réaliser mais elle est en fait un enchainement de réactions
biochimiques que 1’opérateur doit comprendre afin de pouvoir améliorer les protocoles ou
résoudre les problemes. Ce qui n’est pas toujours le cas avec les utilisateurs de machines
automatiques. Elles ne sont donc pas la garantie de la qualité ou de la reproductibilité. D’ou
I’intérét de développer des standards de référence pour une meilleure reproductibilité des
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protocoles entre les laboratoires, étant donné la diversité des réactifs, des machines et finale-
ment des méthodes. Le choix de 1’anticorps spécifique, anticorps secondaires et/ou tertiaire,
le démasquage antigénique, les tampons, les températures et temps d’incubation, les dilu-
tions d’anticorps, les systemes d’amplification, le choix du chromogene ou du fluorophore
sont autant de criteres pouvant influencer la réussite de 1I’expérience et sa reproductibilité.
Que dire de I’étape suivante qui sera d’intégrer la détection d’une protéine dans une voie de
signalisation par le développement d’IHC multiplexées (9). La quantification du signal doit
aussi €tre standardisée par I’utilisation d’algorithmes d’analyse d’images entieres obtenues
par des automates d’acquisition d’images virtuelles, équivalents au microscope optique
conventionnel. La encore I’'THC multiplexée peut étre un grand avantage pour la définition
des régions d’intérét mais ne peut pas toujours résoudre 1’hétérogénéité démontrée par les
tissus, notamment les tumeurs. En résumé, il faut donc établir que le test fonctionne de la
méme maniere dans des échantillons controles précliniques. Puis établir que le test fonc-
tionne comme attendu sur un panel d’échantillons cliniques. Enfin établir que I’évaluation
du test est comparable entre les différents sites expérimentaux.

Les biomarqueurs sont une partie essentielle du développement clinique. La possi-
bilit¢ de I’industrie pharmaceutique a prédire précocement la performance d’une drogue
candidate avec un fort degré de confiance est tres faible, ce qui peut expliquer le plus faible
nombre d’enregistrement de nouveaux médicaments par la Food and Drug Administration
(FDA) depuis 1983. Cet effort de développement de biomarqueurs compagnons a induit une
forte augmentation du cott de développement d’un produit, de plus de 50% entre 2002 et
2007. D’ou la nécessité de développer des tests fiables et reproductibles pour accélérer le
développement et I’approbation des médicaments de demain. Malgré toutes ces difficultés,
le développement de 130 biomarqueurs basés sur I'IHC, supportant un nombre important de
projets en oncologie, a permis de définir une approche pratique pour le développement de ce
type de biomarqueurs. Ainsi une grille matricielle a été créée pour permettre aux chercheurs
de développer leur biomarqueur, incorporant 16 points de décision qui relient 1’anticorps
et la spécificité, sensibilité et performance du test sur des échantillons précliniques et cli-
niques, a différents stades de développement du produit thérapeutique. Cette matrice est un
moyen d’assurer que les informations pertinentes sur un test IHC en développement sont
bien enregistrées et communiquées afin de minimiser les efforts de revalidation (10).
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Je ne voudrais pas finir cet éditorial sans rendre hommage a tous ceux qui quotidien-
nement contribuent a ces avancées technologiques notamment dans le domaine de 1’histo-
logie et I'immunohistochimie appliquées au développement de nouveaux biomarqueurs.
Je pense aussi a ceux qui nous ont quittés cette année. Je joindrai ainsi a cet éditorial les
mots de Monique Lemesle en hommage a Brigitte Arbeille, qui fut une pionnicre dans ces
domaines et qui apporta sa contribution a I’ Association Frangaise d’Histotechnologie :

« Quelques mots en accord avec ceux qui ont travaillé pendant des dizaines d’années
a tes cotés. Nous étions ton équipe mais aussi tres proches de Toi, et finalement tes amis.
Bien siir depuis 3 ans tu avais un peu décroché puisqu’a la retraite, mais tu suivais néan-
moins toujours le devenir du laboratoire. C’est peu dire que tu nous manques !

Admettre que ton enthousiasme, ton aura, ton sourire et ta joie de vivre ne sont plus
désormais que des souvenirs, est vraiment difficile a supporter. Ta famille micro, mais aussi
tous ceux avec lesquels tu as partagé des moments si riches ont le sentiment d’étre un peu
orphelins. Pas facile de dire en quelques mots comment tu as toujours soutenu ton équipe
technique pour adhérer et participer a I’AFH. Tes multiples tdches de responsable du la-
boratoire, d’enseignante, de membre actif des instances hospitalo-universitaires, ne t’ont
jamais empéchée de nous consacrer un temps précieux pour nous guider et nous inciter d
participer aux échanges dans le cadre de I’AFH. Des sa création, c’est avec enthousiasme
que tu nous as encouragés a adhérer et a participer aux premiers congres. Pour avoir pen-
dant toute ma carriére travaillé a tes cotés, j’ai pu apprécier ta passion, ton engagement,
ta détermination a nous faire partager ton savoir, ton expérience, ta foi en ce métier. Mor-
phologiste convaincue, tu te réjouissais toujours quand nous partagions des techniques,
des trucs avec nos collegues techniciens de divers horizons. Et quand on nous a proposé
d’organiser les 10 ans puis les 20 ans de I’AFH, a la faculté de médecine de Tours, c’est
sans hésiter que tu nous as encouragés puis aidés a mettre en place ces congres marquants
pour I’Association.

Tous ceux qui t’ont rencontrée, gardent a l’évidence le souvenir d’un étre lumineux,
ouvert aux autres, et qui avait encore beaucoup d’amour, d’amitié et d’affection a donner.
Merci Brigitte, nous te devons tant !!! »

Nathalie ACCART
Présidente de I’Association Frangaise d’Histotechnologie
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