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Le diagnostic de cancer du poumon est le plus
souvent réalisé par des biopsies tissulaires

chez des patients a un stade inopérable. Les
biopsies broncho-pulmonaires ou transthoraciques
représentent donc un matériel tres précieux
nécessaire au diagnostic anatomopathologique
initial puis la détection de biomarqueurs de réponse
thérapeutique par différentes techniques.

L’ objectif de ce guide est d’optimiser la réalisation
et 'utilisation de ces biopsies et donc
d’améliorer la prise en charge des patients.

Ce travail a été initié avec le réseau régional de
Cancérologie d’Aquitaine. Il est prévu que ce guide
aquitain soit ensuite validé par les professionnels
de la Nouvelle-Aquitaine dans le cadre du Réseau
Onco-Nouvelle-Aquitaine.



Le Groupe de travail qui a participé a la rédaction de
ce guide de bonnes pratiques est constitué par :

- Dr Hugues BEGUERET, anatomopathologiste,
service de pathologie, CHU de Bordeaux

- Mr Grégory BRAS, technicien, service de
pathologie, CHU de Bordeaux

- Mme Nadége BRAZZALOTTO, chargée
d’études, Onco-Nouvelle-Aquitaine

- Dr Frangois CHOMY, pneumo-oncologue
médical, Institut Bergonié, Bordeaux

- Dr Laurence DIGUE, coordinatrice Réseau
Onco-Nouvelle-Aquitaine

- Mme Aurore HOURSIANGOU, technicienne,
service de pathologie, CHU de Bordeaux

- Pr Francois LAURENT, radiologue, service
radiologie et imagerie médicale, CHU de Bordeaux
- Pr Jean-Philippe MERLIO, anatomopathologiste,
service de biologie des tumeurs-tumorotheque,
CHU de Bordeaux, Plateforme de Génétique
Moléculaire des Cancers d’Aquitaine

- Dr Isabelle SOUBEYRAN, anatomopathologiste,
unité de pathologie moléculaire, Institut Bergonié,
Bordeaux, Plateforme de Génétique Moléculaire des
Cancers d’Aquitaine.
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Glossaire

AFAQAP : Association Frangaise d’Assurance Qualité FISH : Hybridation In Situ Fluorescente
en Anatomie et Cytologie Pathologiques ]

HES : Hématoxyline Eosine Safran
AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

IHC : ImmunoHistoChimie
CBNPC : Carcinome Bronchique Non a Petites
Cellules INCa : Institut National du Cancer

CR : Compte-Rendu NGS : Next-Generation Sequencing ou Séquencgage
Nouvelle Génération

EBUS : Echoendoscopie transbronchique
MSSanté : Messagerie Sécurisée de Santé

FFPE : Formalin-Fixed Paraffin-Embedded tissue
PCR : Polymerase Chain Réaction

RIHN : Référentiel des actes Innovants Hors

Nomenclature PGMC : Plateforme de Génétique Moléculaire des Cancers

EDTA : Acide Ethyléne diamine tétraacétique UKNEQAS : United Kingdom National External
Quality Assessment Service
EUS : Echographie endoscopique
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Analyses anatomo-pathologique et moléculaire,

des délais minimum a respecter : , o
» L’examen par biologie moléculaire

permet d’identifier des altérations moléculaires

» L’examen anatomo-pathologique permet : potentiellement ciblables par les inhibiteurs de
tyrosine kinase.

¢ d’identifier le type histologique de carcinome
» En tenant compte des durées de fixation et

* de déterminer par immunohistochimie : des délais d’immunohistochimie et de biologie

- le statut ALK et ROS1 pour tout CBNPC non

- . . ] ) moléculaire :

épidermoide localement avance ou métastatique o . o . =

- le statut PD-L1 pour tout CBNPC localement ¢ un délai de 3 a 7 jours (a réception du prélevement)
avancé ou métastatique est nécessaire en fonction du type de prélevement

o ) ) pour I'obtention du compte-rendu diagnostique
¢ de sélectionner les cas nécessitant une

confirmation ALK ou ROS1 par FISH. En cas de * un délai de 7 a 14 jours (a réoePtion du
score ALK 3+ en immunohistochimie, la FISH n’est ~ Prélevement) est nécessaire pour I'obtention du

plus exigée pour la prescription du traitement. compte-rendu de biologie moléculaire. Les
appels télephoniques ne modifient pas ces délais,

* de sélectionner et transmettre pour tout CBNPC contrairement a la mise en place d’une messagerie
non épidermoide le prelevement adéquat aux MSSanté, qui permet un envoi automatisé et sécurisé
plateformes de biologie moléculaire. dés que le compte-rendu est validé.

/\ Sensibiliser le patient a ces délais «incompressibles»
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1- Analyses anatomopathologique et moléculaire,
des délais minimum a respecter

» L'examen anatomopathologique permet : » L'examen par biologie moléculaire permet
d’identifier des altérations moléculaires potentiellement

¢ d’identifier le type histologique de carcinome
! " ype i giau I ciblables par les inhibiteurs de tyrosine kinase.

e de déterminer par immunohistochimie :

- le statut ALK et ROS1 pour tout CBNPC non » En tenant compte des durées de fixation et des
épidermoide localement avancé ou métastatique délais d’immunohistochimie et de biologie moléculaire :
- le statut PD-L1 pour tout CBNPC localement * un délai de 3 a7 jours (a réception du prélevement)
avancé ou métastatique est nécessaire en fonction du type de prélévement

pour I'obtention du compte-rendu diagnostique
e un délai de 7 a 14 jours (a réception du
prélevement) est nécessaire pour I'obtention du
compte-rendu de biologie moléculaire

Les appels téléphoniques ne modifient pas ces

¢ de sélectionner les cas nécessitant une
confirmation ALK ou ROS1 par FISH. En cas de
score ALK 3+ en immunohistochimie, la FISH n’est
plus exigée pour la prescription du traitement.

¢ de sélectionner et transmettre pour tout CBNPC délais, contrairement a la mise en place d’une
non épidermoide le prélevement adéquat aux messagerie MSSanté, qui permet un envoi automatisé
plateformes de biologie moléculaire. et sécurisé des que le compte-rendu est validé.

/\ Sensibiliser le patient a ces délais «incompressibles»
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Pneumologues, chirurgiens
et radiologues

2- Prélevement

¢ | e prélevement par fibroscopie ou par voie
transthoracique sous contréle scannographique doit
étre organisé des que possible.

¢ Un minimum de 5 biopsies tumorales doit étre, si
possible, réalisé /1.

¢ | e prélevement est effectué au moyen d’une aiguille
coupante coaxiale.

¢ | a taille du prélevement varie selon le diamétre
de la tumeur et les avancées possibles de I'aiguille
choisie.

¢ Dans la mesure du possible, effectuer 3
prélevements avec des angles de tirs différents
pour prélever des échantillons dans des zones
différentes.

13
3- Fixation

» Elle doit étre réalisée immédiatement (temps
d’ischémie froide le plus court possible).

/\ Ne pas adresser de biopsie a I'état frais ou dans
le BRNA later (absence de recommandation nationale
de cryoconservation des cancers pulmonaires) sauf
protocole thérapeutique.

» Type de fixateur : formol tamponné neutre 2 10 %

e | es prélevements sont placés immédiatement
dans le formol tamponné neutre a 10% et envoyés
le plus vite possible au laboratoire. Si aucune biopsie
n’est obtenue, un étalement sur lame du matériel de
cytoponction est effectué.

e Un délai de 3 a 7 jours est nécessaire pour le
résultat histologique.

/\ La qualité du diagnostic dépend du respect des conditions de fixation




4-Transmission du prélevement

¢ \eiller a la présence de renseignements indiquant :

- I'identification du patient

- le site de prélevement

- la situation clinique (pathologie métastatique, statut tabagique)
- la date et I'heure du prélevement

- I'identification du préleveur

¢ En cas de rebiopsie, préciser la nature de la pathologie et les
altérations initiales.

14
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Pneumologues, chirurgiens

et radiologues
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1-Transmission du prélevement

¢ \eiller a la présence de renseignements sur le pot
et le bon de demande d’examens indiquant :

- I'identification du patient

- le site de prélevement

- la situation clinique (pathologie métastatique)

- la date et I'heure du prélevement

- l'identification du préleveur

‘|I|l %, et
EXAMER l..l-:, JLOGIQUE
A 4
P o = PO = WULLAEINE
Brescripteut n tates ttwo) an

pata du présbvament: ~2H-OF .1 & weure du prélvement ;

Prdleves s totes it |
Type de prétévement  [pdBicpsie ! [lutat frais B e

i ire : [Clucat frals [ Finé e
Shiat iR Weure de mise du prélevement dans be Haokmut L.

[ Jexamen extempurané Numére de téléphone a joindre pour le résultot

organe:  ootnen chri [loouche [EdBroit

pate de lo prochaine consultetion prévue pour Ie rendu de résultat @

Opnp-&a /Qg&a.-& n olte
Fabart plywetes lﬁﬁw

(Cliché issu de la collection personnelle du Dr Isabelle Soubeyran,
Institut Bergonié, Bordeaux)
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2- Analyses anatomopathologique et moléculaire,

des délais minimum a respecter

» L'examen anatomopathologique permet :
¢ d’identifier le type histologique de carcinome

e de déterminer par immunohistochimie :

- le statut ALK et ROS1 pour tout CBNPC non
épidermoide localement avancé ou métastatique
- le statut PD-L1 pour tout CBNPC localement
avancé ou métastatique

¢ de sélectionner les cas nécessitant une
confirmation ALK ou ROS1 par FISH. En cas de
score ALK 3+ en immunohistochimie, la FISH n’est
plus exigée pour la prescription du traitement.

¢ de sélectionner et transmettre pour tout CBNPC
non épidermoide le prélevement adéquat aux
plateformes de biologie moléculaire.

» L’examen par biologie moléculaire permet
d’identifier des altérations moléculaires potentiellement
ciblables par les inhibiteurs de tyrosine kinase.

» En tenant compte des durées de fixation et

des délais d’immunohistochimie et de biologie
moléculaire :

e un délai de 3 a 7 jours (a réception du
prélevement) est nécessaire en fonction du type de
prélevement pour I'obtention du compte-rendu
diagnostique

¢ un délai de 7 a 14 jours (a réception du
prélevement) est nécessaire pour I'obtention du
compte-rendu de biologie moléculaire.

Les appels téléphoniques ne modifient pas ces délais,
contrairement a la mise en place d’une messagerie
MSSanté, qui permet un envoi automatisé et sécurisé
dés que le compte-rendu est validé.

/\ Sensibiliser le patient a ces délais «<incompressibles»

Cadres, infirmiers,
manipulateurs radio
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3- Fixation

» Elle doit étre réalisée immédiatement
(temps d’ischémie froide le plus court possible).

/\ Ne pas adresser de biopsie & I'état frais (absence
de recommandation nationale de cryoconservation
des cancers pulmonaires) sauf si précisé dans le
cadre d’essais cliniques.

» Type de fixateur : formol tamponné neutre 210 %

/\ La qualité du diagnostic dépend du respect des conditions de fixation

20
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Les bonnes pratiques de
transport des prélevements

> Vérifier le bon emballage des prélévements.

» S’assurer :

® que les prélevements étiquetés sont systématiquement
accompagnés du bon de demande d’examens

® que les prélevements sont acheminés le plus

rapidement possible
¢ de leur tragabilité (identifiant patient, coordonnées de

I’'expéditeur et du destinataire...).

24
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1. Fixation

A. Délais de fixation

» Temps d’ischémie froide le plus court possible
(fixation immédiate)

» Durée de fixation pour les biopsies : minimum
6 h/ maximum 72 h

La sous-fixation est délétére et rend I'examen
non interprétable

Le calcul du temps de fixation exact n’est
possible que si I’heure du début de la fixation
est renseignée

B. Volume de fixateur
Volume de fixateur = 10 fois celui du prélevement

C. Choix du fixateur

» Formol tamponné neutre a 10 %
Les anticorps, sondes et techniques ont été mis au
point et validés avec ce fixateur qui est le standard.

A La qualité du diagnostic dépend du respect
des conditions de fixation

D. Décalcification

Pour toute biopsie nécessitant une décalcification,
elle ne doit étre réalisée que par bains d’EDTA
(0,5 M, pHS8) apres fixation dans le formol
tamponné neutre a 10% /27 ou dans une solution
de décalcification a base d’acide formique
(Décalcifiant Shandon TBD-2™, Thermo Fisher
Scientific - Décalcifiant Q Path® DC1, VWR) /3.

28



29

2. Analyses anatomopathologique et moléculaire,

des délais minimums a respecter

» L'examen anatomopathologique permet :
¢ d’identifier le type histologique de carcinome

e de déterminer par immunohistochimie :

- le statut ALK et ROS1 pour tout CBNPC non
épidermoide localement avancé ou métastatique
- le statut PD-L1 pour tout CBNPC localement
avancé ou métastatique

¢ de sélectionner les cas nécessitant une confirmation
ALK ou ROS1 par FISH. En cas de score ALK 3+ en
immunohistochimie, la FISH n’est plus exigée pour
la prescription du traitement contrairement a ROS1
pour lesquels les cas positifs en IHC doivent étre
contrdlés en FISH.

e de sélectionner et transmettre pour tout CBNPC
non épidermoide le prélevement adéquat aux
plateformes de biologie moléculaire.

Pathologistes et
techniciens



» L’examen par biologie moléculaire
permet d’identifier des altérations moléculaires
potentiellement ciblables par les inhibiteurs de
tyrosine kinase.

» En tenant compte des durées de fixation et
des délais d’immunohistochimie et de biologie
moléculaire :

e un délai de 3 a 7 jours (a réception du

prélevement) est nécessaire en fonction du type de
prélevement pour I'obtention du compte-rendu

diagnostique

e un délai de 7 a 14 jours (a réception du
prélevement) est nécessaire pour I’'obtention du
compte-rendu de biologie moléculaire.

Les appels téléphoniques ne modifient pas ces délais,
contrairement a la mise en place d’'une messagerie
MSSanté, qui permet un envoi automatisé et sécurisé
des que le compte-rendu est validé.

/\ Sensibiliser le clinicien a ces délais «incompressibles»

30
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3- Gestion technique des petits prélevements : économiser le matériel

A. Inclusion des biopsies Procédure pour la réalisation des lames de

/\ Ne pas inclure toutes les biopsies dans le prélevements biopsiques :

méme bloc dans un souci d’économie du matériel - réaliser 6 ou 7 lames blanches sériées apres I'HES

tumoral (1 a 3 biopsies / bloc). (1 niveau / lame) pour éviter I'entame répétée du

Lutilisation d’'une paraffine a point de fusion bas bloc, épaisseur 2 a 4 um selon les pratiques

(< 60°C) est recommandée. - Le premier et le dernier niveau de coupe, encadrant
ainsi les 6 niveaux utilisés pour les lames blanches

B. Cytoponctions EBUS, EUS et liquides seront colorés en HES.

d’épanchement des séreuses

Réaliser systématiquement un cytobloc pour D. Conservation

immunohistochimie et éventuel génotypage. » La durée de conservation des lames blanches est :
¢ de 2 semaines maximum a température ambiante

C. Coupe avant la technique d’IHC pour les témoins 4/

» La qualité des coupes impose : o il est conseille de faire les coupes au moment ou la

e un microtome réguliérement entretenu veille de la technique.

» Pour le stockage des lames blanches a
température ambiante, il est recommandé de les
enrober de paraffine (éviter le stockage dans I'étuve).

Pathologistes et
techniciens

e un personnel entrainé et sensibilisé.



4- Algorithme de prise en charge des petits prélevements de tumeurs
broncho-pulmonaires par le pathologiste

;. Archi [P, 0 . ¢ X % Morphologie neurcendocrine (NE) Merphologie neurcendocrine (NE)
"""'”"’b“"“gm'“’“. colluteg SA) | pidique, papillaire ou | | Kératinisation, ponts d'unien | grandes callules IHC NE+ l petites cellules IHC

(Sans
| I ] I
- Adénocarcinome Carci épis ’ j Carci rion A petites callules, I Carcinome & petites cellules ]
Garcinome non a petites cellules SAl | o possible carcinome NE a grandes cellules

Batterie limitée d’anticorps

Mucus et/ou TTF1+ P40 - Mucus et IHC négatifs Mucus et/ou TTF1+ et P40 + Mucus et TTF1- P40 +
dans des cellules différentes.

- 3
Carcinome non a petites cellules. Carcinome non a petites Carcinome non & petites cellules SAI Carcinoma non & petites cellules
plutét adénocarcinome cellules SAl Possible adéno-squameux plutdt carcinome épidermaide

]

[ Envoi Plateforme pour analyse moleculaire ‘

* cancer localement avancé ou métastatique

D’apres les recommandations de la classification OMS 2015 [5] [6] 32



5 - Détermination du statut PD-L1 par immunohistochimie

/\ Test systématique, pour tout CBNPC localement avancé ou métastatique, a réaliser systématiquement

des le diagnostic.

Immunothérapies dont la prescription nécessite un test PD-L1 (octobre 2018) :

Laboratoire

Industrie

MSD

DAKO VENTANA

Bristol-Myers-Squibb

DAKO

AstraZeneca

VENTANA

Roche

VENTANA

Merck/Pfizer

DAKO

Anticorps

22C3 ou SP263

28-8

SP263

SP142

73-10

Score sur CT

Score sur CT

Score sur CT

Score sur CT

Score sur CT + Cl

Score sur CT

AMM dépendante
du score PD-L1

Seconde ligne : PD-L1 >1%
Premiére ligne : PD-L1 250%

Seconde ligne : pas de

testing pour la prescription

AMM :
PD-L1 21%

Pathologistes et
techniciens

CT : cellules tumorales ClI : cellules immunitaires

* Patients EGFR et ALK négatifs

33



» Les anticorps recommandés

Les études d’harmonisation /77 ont montré pour
I'évaluation des cellules tumorales (CT) une bonne
concordance entre les tests standardisés 28-8
(Agilent/Dako), 22C3 (Agilent/Dako) et SP263
(Ventana), mais également entre les anticorps primaires
concentrés 28-8 (Agilent/Dako), 22C3 (Agilent/Dako),
SP263 (Ventana) et E1L3N (Cell Signaling) sur les
plateformes Dako, Leica et Ventana. L’anticorps
SP263 ressort comme I'anticorps ayant le taux de
concordance le plus élevé sur toutes les plateformes.

Il existe également d’autres anticorps plus
récemment développés (ex : QR1, Diagomics®,
marqué CE-IVD). Leur utilisation en pratique nécessite
une étude préalable de concordance avec I'un des
clones mentionnés ci-dessus.

» Linterprétation de 'immunomarquage /s /9]

¢ Un témoin externe positif (amygdale, placenta,
lignée cellulaire) doit étre déposé sur chaque lame.
¢ Seules les CT doivent étre évaluées a ce

jour. Un minimum de 100 CT analysables est
recommandeé.

e Exclure les zones de nécrose.

e | e score correspond au pourcentage de CT
marquées sur I’ensemble de la tumeur présente
sur la lame.

¢ Seul le marquage membranaire linéaire doit étre
considéré, qu’il soit complet ou incomplet, quelle
qu’en soit I'intensité /).

» Nécessité de participer régulierement a des
programmes d’évaluation externe de qualité
(AFAQAP - www.afagap.fr, UKNEQAS -
uknegas.org.uk...).

34



Témoin positif - Amygdale Marquage PD-L1 d’un CBNPC 35

Marquage des cellules épithéliales des cryptes et Marquage hétérogéne au sein de la tumeur
des macrophages notamment au niveau des centres
germinatifs

(Clichés issus de la collection personnelle du Dr Hugues Bégueret, CHU de Bordeaux)

Pathologistes et

techniciens




Marquage PD-L1 d’'un CBNPC
Fort expresseur (PD-L1 > 50%)

Marquage PD-L1 d’un CBNPC

Faible expresseur

(PD-L1 de 1 a 49%)

(marquage non spécifique par la
nécrose tumorale)

b TSP SR TR
TP

L =
o ey ‘5\1_‘} 33

N P T o
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-yl 5 e w7
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ot

Marquage PD-L1 d’un CBNPC

Absence d’expression de PD-L1
par les CT
(Cellules Immunitaires marquées)

(Clichés issus de la collection personnelle du Dr Hugues Bégueret, CHU de Bordeaux)
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6- Détermination du statut ALK par immunohistochimie

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

» Les anticorps anti-ALK recommandés :

e anticorps concentrés clones 5A4 (Novocastra,
Leica Biosystems), D5F3 (Cell Signaling Technology)
ou de nouveaux clones comme 1A4 (Origene,
Diagomics marqué CE-IVD) ou OTI1A4

e test standardisé (Kit D5F3-Optiview Ventana IVD)
sur automate Ventana 0.

NB : Lutilisation du clone ALK1 (ou SP8) est a
proscrire dans cette indication a cause de son
manque de sensibilité.

» Linterprétation de 'immunomarquage :
¢ |le marquage est cytoplasmique, en général diffus
dans la quasi-totalité des cellules tumorales

* le marquage peut étre plus faible dans les
adénocarcinomes mucineux (risque de faux négatif)
¢ un témoin externe positif (appendice (plexus
nerveux) ou lignée cellulaire H3122-variant 1 et
H2228-variant 3) doit étre déposé sur chaque lame
e score de l'intensité du marquage : 3+ (visible au
grossissement x2 ou x4) ; 2+ (visible au x10 ou x20) ;
1+ (visible au x40) ; 0 (absence de marquage)

¢ les cas douteux en IHC (intensité de marquage
faible ou modérée -score 1+ ou 2+) doivent étre
contrdlés par technique FISH. En cas de score
3+, la FISH n’est plus exigée pour la prescription du
traitement

e participer régulierement a des programmes
d’évaluation externe de qualité

(AFAQAP - www.afagap.fr, UKNEQAS -
uknegas.org.uk...).

Pathologistes et
techniciens



Témoin positif - Appendice Adénocarcinome pulmonaire

Appendice : témoin positif externe par les cellules des  Expression cytoplasmique diffuse de ALK par les
plexus myentériques cellules tumorales (score 3+)

(Clichés issus de la collection personnelle du Dr Hugues Bégueret, CHU de Bordeaux)
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Adénocarcinome pulmonaire Adénocarcinome pulmonaire Adénocarcinome pulmonaire 39

Expression cytoplasmique Expression modérée Expression cytoplasmique
diffuse forte 3+ de ALK par les hétérogene 2+ de ALK par les diffuse faible 1+ de ALK par
cellules tumorales visible au cellules tumorales visible au les cellules tumorales visible au

grossissement x200 (FISH ALK+) grossissement x400 (FISH ALK-) grossissement x400 (FISH ALK-)

(Clichés issus de la collection personnelle du Dr Isabelle Soubeyran, Institut Bergonié, Bordeaux)

Pathologistes et

techniciens




7- Détermination du statut ROS1 par immunohistochimie

Pour tout CBNPC non épidermoide, localement
avancé ou métastatique, le test ROS1 doit étre réalisé
systématiquement dés le diagnostic.

» Anticorps anti-ROS1 recommandé :
e anticorps concentré clone D4D6 (Cell Signaling
Technology) /71].

» L'interprétation de 'immunomarquage :

¢ |le marquage est cytoplasmique, en général diffus
dans la quasi-totalité des cellules tumorales

¢ possibilité d’un marquage non spécifique des
pneumocytes de type 2

¢ un témoin externe positif (tumeur positive ou
lignée cellulaire HCC78...) doit étre déposé sur
chaque lame

e score de l'intensité du marquage : 3+ (visible au
grossissement x2 ou x4) ; 2+ (visible au x10 ou x20) ;
1+ (visible au x40) ; O (absence de marquage).

/\ Les cas positifs en IHC doivent étre
systématiquement contrélés par technique FISH.

» Participer régulierement a des programmes
d’évaluation externe de qualité

(AFAQAP - www.afagap.fr, UKNEQAS -
uknegas.org.uk...).
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. . . . . 41
Témoin positif Adénocarcinome pulmonaire

Lignée cellulaire HCC78 Expression cytoplasmique diffuse de ROS1 par les
cellules tumorales (score 3+)

(Clichés issus de la collection personnelle du Dr Hugues Bégueret, CHU de Bordeaux)

Pathologistes et

techniciens




Adénocarcinome pulmonaire Adénocarcinome pulmonaire Adénocarcinome pulmonaire

Score 3+ - marquage Score 2+ - marquage Score 1+ - marquage
cytoplasmique diffus d’intensité cytoplasmique diffus d’intensité cytoplasmique d’intensité faible
forte visible dés le grossissement modérée visible au grossissement  visible au grossissement x400
x40 x100

(Clichés issus de la collection personnelle du Dr Hugues Bégueret, CHU de Bordeaux)
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Pathologistes et
techniciens
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Guide multidisciplinaire
de bonnes pratiques

& PLATEFORME

DE GENETIQUE
8L . MOLECULAIRE DES
S CANCERS

Plateforme de génétique
moléculaire des cancers



1. Conditions d’envoi et de sélection
du matériel par le pathologiste

» Bloc FFPE + lame HES, a envoyer :
¢ a température ambiante
® par voie postale

¢ dans un triple emballage (sachet plastique +
enveloppe a bulles + enveloppe d’envoi)

e accompagné du CR du pathologiste et de la
feuille de prescription de la PGMC (disponible

et mise a jour annuellement sur le site Internet du
Réseau de Cancérologie d’Aquitaine :
http.//www.canceraquitaine.org/).

Un courrier d’accompagnement est inutile. Il convient
d’identifier sur la feuille de prescription le prescripteur
clinicien et I'établissement du prescripteur (selon
les modalités de facturation RIHN) et le pathologiste,
a qui les résultats seront adressés. (cf p.50)

» Choisir le bloc le plus riche en cellules tumorales.

2. Conditions d’acceptation de
I'analyse

> A réception du prélevement, la plateforme vérifie :

¢ |a conformité du matériel (identité entre le bloc, la
lame, le CR et la feuille de prescription)

¢ la conformité de la prescription (stade avancé ou
métastatique, type histologique)

¢ |a conformité des analyses demandées en
fonction des recommandations nationales ou
régionales

e qu’il reste du matériel tumoral sur le bloc.
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3. Comment évaluer la 4. Analyses effectuées

cellularité tumorale

P Si cela n’a pas été fait par le pathologiste initial,

IHC
le pourcentage de cellules tumorales (CT) est ALK. ROS1. PD-L1
déterminé dans la zone ou fragment le plus riche en CT :

Bloc Coupes

Nombre de noyaux de cellules tumorales
% CT = Lames pour FISH

Nombre total de noyaux de cellules

Cette zone sera soumise a I'analyse de biologie

moléculaire .sc?it par forage du bloc soit par grattage. HES cerclé Extraction
Si la cellularité globale le permet (>10%) on peut - cellularité » ADN Séquengage
recueillir 2 a 5 coupes dans un tube pour I'extraction. tumorale (voire ARN)

P> La quantité de matériel restant et le nombre de
fragments contenant des cellules tumorales permettront
de hiérarchiser extraction puis coupe ou l'inverse.

Plateforme de génétique
moléculaire des cancers



5. Analyses anatomopathologique et moléculaire,
des délais minimums a respecter

» L’examen anatomopathologique permet : e de sélectionner les cas nécessitant une confirmation
¢ d’identifier le type histologique de carcinome ALK ou ROS1 par FISH. En cas de score ALK 3+ en
e de déterminer par immunohistochimie : immunohistochimie, la FISH n’est plus exigée pour
- le statut ALK et ROS1 pour tout CBNPC non la prescription du traitement contrairement 3 ROS1
épidermoide localement avanceé ou métastatique pour lesquels les cas positifs en IHC doivent étre

- le statut PD-L1 pour tout CBNPC localement contrdlés en FISH.

avancé ou metastatique e de sélectionner et transmettre pour tout CBNPC

non épidermoide le prélevement adéquat aux
plateformes de biologie moléculaire.
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» L’examen par biologie moléculaire e un délai de 7 a 14 jours (a réception du

permet d’identifier des altérations moléculaires prélevement) est nécessaire pour I'obtention du
potentiellement ciblables par les inhibiteurs de compte-rendu de biologie moléculaire.

tyrosine kinase. Les appels téléphoniques ne modifient pas ces délais,

contrairement a la mise en place d’une messagerie
MSSanté, qui permet un envoi automatisé et sécurisé
des que le compte-rendu est validé.

» En tenant compte des durées de fixation et

des délais d’immunohistochimie et de biologie
moléculaire :

e un délai de 3 a 7 jours (a réception du
prélevement) est nécessaire en fonction du type de
prélevement pour I'obtention du compte-rendu
diagnostique

/\ Sensibiliser le clinicien a ces délais «incompressibles»

Plateforme de génétique
moléculaire des cancers



6. Techniques de biologie moléculaire

La recherche des principales mutations actionnables
peut se faire par plusieurs techniques en biologie
moléculaire (séquencage ciblé, PCR en temps réel
pour la détection de mutations...).

Elles permettent de déterminer rapidement le statut
d’un seul géne généralement (EGFR)

» Le séquencage nouvelle génération (NGS) :

¢ actuellement, la plupart des centres utilisent le NGS
apres amplification ou capture des exons hotspots de
mutations des genes a analyser (EGFR, KRAS, ALK,
BRAF, HER2, MET...) selon une liste minimale définie
par 'INCa.

¢ le NGS permet la détermination des mutations
ponctuelles, insertions-délétions, anomalies du
nombre de copies (amplification de MET ...).
L'utilisation de panels plus larges ou le séquencage
d’exome (partie codante du génome) permet I'étude
d’autres cibles et éventuellement le calcul de la
charge mutationnelle. ls sont réservés a des patients
entrant dans des protocoles de recherche et doivent
étre prescrits en RCP.
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» Technique d’hybridation in situ fluorescente Présence d’un réarrangement de ALK >

(FISH) : démontré par FISH
e La détection de réarrangements
chromosomiques impliquant les genes ALK et ROST
se fait généralement apres immunohistochimie.

En cas de positivité, elle est réalisée par FISH avec des
sondes encadrant le point de cassure, ce qui permet
de démontrer que I'anomalie est portée par les cellules
tumorales au-dessus d’un seuil spécifique.

¢ La détection des transcrits de fusion issus

de ces réarrangements est désormais possible

par NGS mais nécessite une extraction spécifique
d’ARN supplémentaire. Elle a été validée pour les
pieces opératoires et son application a des petits
prélevements dépend de la quantité de matériel
initial (nombre de biopsies en zone tumorale) et
restant apres la réalisation des autres techniques /72).
C’est pourquoi 'immunohistochimie (suffisante pour
la prescription d’inhibiteurs de ALK en cas de signal
3+) et la FISH sont encore utilisées et adaptées a
I’étude des petits prélevements.

Plateforme de génétique
moléculaire des cancers

(Cliché issu de la collection personnelle du Pr Jean-Philippe Merlio,
CHU de Bordeaux)



Fréquence des altérations génétiques 73 Procédure de demande d’analyse moléculaire
a la Plateforme de Génétique Moléculaire des
Cancers (PGMC) de Bordeaux

—»{ Clinicien rrneeeeee N
!\ Remplirlafichede !

A Overall B Adenocarcinoma
Full WT 15% % FullWT15%

: prescription
: ® par . : http://www.cancer
i messagerie ! : aquitaine.org/documents-
| sécurisée ! : :
Unkrown - A Pathologiste
5% ! e par courrier !

Compléter la fiche de

SR . prescription
ALKS% 3

L . - ® ‘ i
| Double d
C Women D Never smokers Compte rendu 3 ouble du
de génétique PGMC ; compte-rendu
: 4 . : anapath
moléculaire | b

Bloc et lame colorée
(HE ou autre)

Facturation a I'établissement du prescripteur prenant
en charge le patient

(Instruction DGOS/PF4/DSS/1A/2018/101 du 16/04/2018)
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