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* Analyse du parcours :
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Identification du parcours du prélevement broncho-pulmonaire (QQOQCP)

Quiz  lowiz _______Jouz ____lguand? _______Jcomment? ________ Jpourquoiz |

Examiner le patient
Prescrire |'imagerie / prélevement

Demande d'analyse

Etablissements Début de la prise en ) . . . .
moléculaire avec fiche de Prise en charge du patient

publics ou privés charge

Prescrire |'analyse de bio mol/FISH prescription
Préléver la tumeur Biopsie sous endoscopie
Préleveur Demander a I'anapath "initial" I'envoi . endobronchique/ Prélever suffisamment de tumeur
’ L Etablissements  Sur demande du L . . . .
(Radiologue du matériel a la PGMC . L, L Biopsie transbronchique / pour pouvoir réaliser le diagnostic
, . publics ou privés clinicien . i .
Pneumologue) Demander I'analyse a la PGMC par le transthoracique/Cytoponct et les analyses moléculaires
biais d'une prescription Demande d'analyse
o Conditionner le prélevement Fixation formol Permettre la bonne fixation de la
Technicien/Cadre de 5 . = e , e s
I'tabli ' Effectuer les tech sur le prélev. Etablissements  Lorsque le prélevement Vérification de la présence du tumeur (délai et quantité)
établissemen
" S'assurer du transport du publics ou privés est fait bon opératoire et de la Respecter les modalités de
réleveur L . . , .
s prélevement au service anapath prescription moléculaire transport
Transporter le préléevement : Etab Rapidement Transport avec le bon Respecter les modalités de
- au labo de pathologie I'intervention ou - aprés le prélév. opératoire + Vérif de la transport d’échantillons humains
-alaPGMC externes - Aprés 'anapath prescription moléculaire (température, emballage)
Effectuer les tech sur le prélev Apres avoir regu le L Avoir une bonne fixation de la
L. Etab de L. Fixation formol o L
o Envoyer le matériel au labo de . . prélevement avec les k tumeur (délai et quantité)
Techniciens du labo I'intervention ou Demande d'analyse

biopath PGMC pour relecture/avis et renseignements Respecter modalités de transport

Laboratoire moléculaire avec une fiche de

anapath « initial »

pour analyse bio mol/FISH L opératoires et la it Faire des coupes fines

rivé rescription
Stocker blocs/lames 2 prescription g 2 Bien conserver les blocs/coupes
Poser le diagnostic (CR) Aprés avoir regu le Fixation formol

Etablissement de

POERELICIREL LR Demander relecture /avis au service . prélevement avec Demande d'analyse . . L
o . . I'intervention ou ] i . i . . Avoir un diagnostic juste
CEL GG RN TE| Y de biopathologie PGMC Labo brivé données opératoires moléculaire avec une fiche de
iv
Demander analyse moléculaire 2 Qd coupes/tech faites  prescription
. . Confirmer la nature du prélév. . , . : .
Biopathologistes ) ; Etablissement de A réception du Selon les procédures mises . . .
Interpréter I'IHC . . Controler et valider le prélevement
PGMC o L. laPGMC:IBou prélevement et dela  en place dans les laboratoires ,
) Vérifier la prescription . pour I'analyse
(étape 1) L CHU prescription PGMC
Sélectionner la zone tumorale
Extraire I'ADN Etablissement de Aprés avoir regu le Selon les procédures mises L ,
o Lo i L i . Réaliser I'analyse dans des
1 RS\ (688 Réaliser coupes pour IHC/FISH laPGMC:IBou prélev. sélectionné par en place dans les laboratoires conditions ootimales
iti i
Réaliser les analyses moléculaires CHU le biopathologiste PGMC >

Biopathologistes Rédiger le CR d'analyses pour le Etablissement de Apres la réalisation de  Envoi par voie postale et/ou  Avoir un résultat interprétable dans
PGMC (étape 2) prescripteur/ pathologiste) la PGMC I'analyse par messagerie sécurisée des délais optimaux



* Pour tous les acteurs de la prise en charge et de
I'analyse de ces prélevements
— Oncologues
— Pneumologues, Chirurgiens, Radiologues
— Cadres, Infirmiers, manipulateurs radio
— Coursiers
— Pathologistes et Techniciens
— Plateforme de génétique moléculaire des cancers

Réseau de Cancérologie d’Aquitaine



Objectifs

« Décrire les difféerentes étapes

— par catégorie professionnelle
* Onglet par profession

— avec des recommandations simples
» basées sur bibliographie et expérience
 Algorythmes
* Photographies...

« Mieux utiliser (et économiser) les prélevements

« Améliorer la qualité du parcours

-

.t-
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Oncologues

« Expliquer les principales étapes
— de I'examen anatomo-pathologique
« Diagnostic
« IHC pour ALK, ROS1 (CBNPC NE), PD-L1 (tout CBNPC)
— a la demande d’analyse a la PGMC (fiche prescription)

 Sensibiliser aux délais
« AP:3a 7|
« PGMC:7a14]

* Mettre en place la messagerie MSSanté (pour resultats en
temps réel et sécurisés)

-

.t-
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Pneumologues, Chirurgiens et Radiologues

« ldem oncologues +

« Les prélevements
— Fibroscopie: 5 biopsies tumorales (Guvenc 2015)
— Transthoraciques: aiguille coaxiale et 3 prélevements avec angles de
tirs et zones différents

« La fixation : immédiate dans formol tamponné a 10% (pas de congél
sanitaire)

« La transmission du prélevement
— Identification du patient
— Site de prélevement
— Situation clinique (pathologie métastatique)
— Date et I'neure du prélévement
— ldentification du préleveur

v En cas de rebiopsie, préciser la nature de la pathologie
et les altérations initiales
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Cadres, Infirmiers, Manipulateurs radio

« La transmission du prélevement

* La fixation : immédiate dans formol tamponné a 10% (pas de
congél sanitaire)
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Coursiers

Les bonnes pratiques de transport des prélevements
* Vérifier le bon emballage des prélevements

e« S’assurer :

— que les prélevements sont systématiquement accompagnes du bon
de demande d’examen

— qu’ils sont acheminés le plus rapidement possible

— de leur tracabilité (température, identifiant patient, coordonnées de
I'expéditeur et du destinataire...)
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Pathologistes et techniciens

* Fixation
— Formol tamponné a 10%
— Durée pour biopsies: minimum 6h/maximum 72h

=—> La qualité du diagnostic depend du respect
des conditions de fixation

 Deécalcification si nécessaire

Bain dEDTA a 10% apreés fixation dans le formol tamponné neutre a 10%
(Choi, J Pathol Transl Med. 2015)
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Pathologistes et techniciens : économiser le matériel

 Inclusion des biopsies
— Mettre 2 a 3 biopsies par bloc (si possible 2 blocs)

 Les coupes
— Epaisseur 3-4 microns
— Reéaliser 6 lames blanches (dont une pour HES)

— Economiser le bloc en recueillant 2 niveaux sériés par lame et en
utilisant 'ensemble du ruban

« Conservation des lames
— 2 semaines a température ambiante maximum

— Si besoin de témoin a long terme (ALK...), enrober les lames en
paraffine et conservera 4° C
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Algorithme de prise en charge des petits prélevements

de tumeurs broncho-pulmonaires par le pathologiste

Morphologie grandes cellules SAI Architecture lépidique, Keratlmlsat!on Morphologie neuroendocrine Morpho!ogle neuroendocrine
papillaire ou acineuse Ponts d’union (NE) grandes cellules IHC NE+ (NE) petites cellules IHC
Carcinome non a petites cellules Adénocarcinome Carcinome Carcinome non a petites cellules, Carcinome a petites
SAI épidermoide possible carcinome NE a grandes cellules
cellules

Batterie limitée d’anticorps
TTF1-P40-PD-L1 = bleu alcian

Mucus et/ou TTF1+ Mucus et IHC négatifs Mucus et/ou TTF1+ et P40 + Mucus et TTF1-

P40 - dans des cellules différentes P40 +

Carcinome non a petites Carcinome non a petites Carcinome non a petites Carcinome non a petites

cellules plutot cellules SAI cellules SAI cellules plutot

adénocarcinome Possible adéno-squameux carcinome épidermoide
-

Envoi Plate-forme* pour analyse moléculaire et IHC ALK-ROS1

& ° Les techniques HE, BA, TTF1, P4
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La déetermination du statut PD-L-1 par immunohistochimie

Pour tout CBNPC meétastatique, le test PD-L1 doit étre réalisé
systématiquement des le diagnostic

Merck Bristol-Myers- Merck Roche AstraZeneca
Squibb

Pembrolizumab Nivolumab Avelumab Atezolizumab Durvalumab
(anti-PD-1) (anti-PD-1) (anti-PD-L1) (anti-PD-L1) (anti-PD-L1)
DAKO VENTANA DAKO DAKO VENTANA VENTANA
22C3 ou SP263 28-8 73-10 SP142 SP263
Scoring sur CT Scoring sur CT Scoring sur CT Scoring sur CT + Cl Scoring sur CT
AMM 2eme ligne : PD-L1 AMM en 2éme ligne | Pas d’AMM Pas d’AMM Pas d’AMM
>1% Pas de testing pour
AMM premiere ligne : PD- la prescription
L1 >50%

CT : cellules tumorales Cl : cellules immunitaire
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La determination du statut ALK par immunohistochimie

Pour tout CBNPC non épidermoide, avance ou métastatique,
le test ALK doit étre réalisé systématiquement
des le diagnostic

« Anticorps anti-ALK recommandeés

* Interprétation

— Le marquage est cytoplasmique, en général diffus dans la quasi-
totalité des cellules tumorales

— Marquage plus faible dans les adénok mucineux (risque de faux -)

— Teémoin externe positif sur chaque lame

— Scoring de l'intensité du marquage : 3+; 2+; 1+

— Les cas douteux en IHC (1+ et 2+) doivent étre contrblés par technique
FISH

- Participer régulierement a des programmes d'évaluation externe de qualité
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La determination du statut ROS1 par immunohistochimie

Pour tout CBNPC non épidermoide, avance ou méta, le test
ROS1 doit étre réalisé systématiquement des le diagnostic

 Anticorps anti-ROS1 recommandés

* Interprétation

« Participer réegulierement a des programmes d’évaluation externe de qualité
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Plateforme de génétique moléculaire des cancers

e Conditions d’envoi du matériel :

— Bloc FFPE (riche en cellules tumorales) + Lame HES + CR initial +
Fiche de prescription (courrier inutile)

=) http://www.canceraquitaine.org onglet PGMC

— Indiquer le prescripteur (cf. circulaire de facturation des actes RIHN)

« Conditions d’acceptation d'analyses

— Conformité du matériel, de la prescription, des analyses demandées
— Mateériel suffisant sur la lame et bloc (10%)
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Fiche de prescription

------- J==="" DPRESCRIPTION D'ANALYSE PGMC>. InCa

Partle & ramplir par ls médecin prescripteur 8t & transmestire au pathologiate

Identification MEDECIN PRESCRIFTEUR Identification PATIENT jou atigueme;

fou tampan|

Nom, coordonneéss ; KoM DIUSAGE | | sExE wOFO

HOM DE FARILLE® | |
* 1T i A S TOE S T T gLt

FRENOM DE L'ETAT ChIL. | |

T -
Fax - L1 TS U O (Y N [ O o o |
AORISSE I I
Shgnature ; |
e | | wE | |

Type e tumiur
[ M&anoms O Tumeawr cérdbrals [ Tumewr conjoncive
O Tumewr colorectale O Tumewr puimonalne non &pldermolde non & petiies callules
[ &uire (Pour |es demandes specifiques cancer du gsin, BRCA, ADM circukant ou ACSS

moléculalre, uiliser s iches spEcTiques | W, canceraguitaing ong/platefome-de-genetigue-moleculalre-0eE-cancars)

Indications danalyse : [] prmo-détermination ou [ détecton de muiation de réslsiance
Diate o= 13 prescription {

Type tumoral : sEde avancd ou méEsaique [Joul [Jnon
Rafarencs du prélévemsant : n* dabe :

dnalyse demandés : (JEGFR [JRAS [JBRAF OJKIT ALK OJHERZ [] RERMSI e :
"3l demande pour RER/MEI oolon ou Lynch, oocher ch-dessous simnon of. ewlle de prescripbon ACSE pour aure demande RERSEE] -

[ Rechemte & wisd= dagnostgus O Ag: de moirs de B0 ans sans anbécédent (THC ow B4

O Arstcidenss personnals etou familauxy &yocaleurs dun syndrome de Lymch
gusigue Sof 'Sge | demande des ssnices Toncogénébque (O +BL0

[] Rchemre & wisss mérapautiqus [0 Cokn Stsde 2 nécesskant chimic  [] Stade avancé/métastatique (0 owr B

Réseau de Cancérologie d’Aquitaine



PGMC : études sur lame

« Détermination du statut ALK et ROS1 (+ PDL-1)

— IHC ALK si positif 3+ : suffisant pour thérapie ciblée
— IHC ALK positive 1+ ou 2+ : faire FISH
— IHC ROS1+ : faire FISH

 Alternative: détection des transcrits de fusion par
NGS

— En cours de validation sur petit matériel
— Neécessite une extraction ARN supplémentaire

« Délai de réalisation: 3 a 7 jours (si IHC puis FISH)
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Conclusions

» Guide en cours de finalisation
* 500 exemplaires prevus
 Distribution gratuite
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Conclusions

@ Coursiers

. Les bonnes pratiques de transpon
des prelevements

= Pathologistes et techniciens
« 1. Analyse HER2, des délais minimums A respecter

« 2. La fixation

B Ao - ‘<o -
B oL ey ¥ T'oation

- 3. La préparation des lames
A Nombre de blocs de paraffine necessanes

¥

P. 32

P.36

P.37
P. 37
P. 41
P. &)

P. 42
P. 42
P. 42
P. 42

D. Le prétraitement
a. Le déparatfinage
b. Le déemasquage
- E. La dilution des anticorps
4. La problématique des prélevements
de fin de semaine
5. Lutilisation de témoins
6. La détermination du statut HER2

7. Les sources d’erreur d'interprétation

v v Vo9o
588

. 43

P. 44

- P.&5
. p.“
. P.48




Conclusions

» Guide en cours de finalisation
* 500 exemplaires prévus
 Distribution gratuite

* Ne pas hésiter a étre relecteur
» 2¢ phase : Dimension Nouvelle-Aquitaine ?
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