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LES BIOMARQUEURS PREDICTIFS A LERE DE LIMMUNOTHERAPIE

LA PHASE PRE-ANALYTIQUE

La phase pré-analytique commence a la résection du prélévement tumoral et
se termine par le montage des lames qui serviront a I’analyse (coloration,
IHC,...). Les différentes étapes de cette phase peuvent impacter I'expression de
biomarqueurs évalués par IHC, comme PD-L1. Des recommandations, permettant
de minimiser ces impacts, ont été publiées. -3

PRELEVEMENT & ACHEMINEMENT

Délai d'ischémie froide e Idéalement inférieur a 30 min
Taille de I'échantillon e Surface > 3 mm? et longueur < 3-5 mm?

FIXATION & IMPREGNATION EN PARAFFINE

Type de fixateur ® Formol Neutre Tamponné a 10 %, pH 7,0-7,4, a température ambiante
Temps de fixation e 6 h a 48 h (biopsies) ou 24 h a 72 h (résections)
Température de la paraffine ® < 60°C

COUPE & MONTAGE

Epaisseur des coupes ® 3-5 um
Respect de la température ® < 60°C

CONSERVATION

Blocs de paraffine ® 3 ans maximum
Lames « blanches » ® 2 mois maximum entre 2 et 8°C

www.pilote-biomarqueurs.com



PRELEVEMENT & ACHEMINEMENT (8! ¢
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e Réaliser des prélevements représentatifs de la zone tumorale @E

e Pour préserver les structures, limiter le temps d’ischémie froide correspondant
O > au délai séparant la réalisation du prélevement et le début de la fixation

Le prélévement doit étre suffisamment volumineux pour contenir un minimum de 100 cellules .
tumorales. Sa nature (biopsie, piece opératoire ou cytologique) et sa taille vont influencer les étapes IDENTIFICATION DU PRELEVEMENT
qui suivront, notamment la qualité de la fixation et de I'analyse.

* Type de demande d’examen * |dentité du patient * Contexte clinique
Prendre note de I'heure de prélevement permet de contrdler les durées d’ischémie TEMPS D’ISCHEMIE FROIDE
froide et de fixation. Les prélevements doivent étre déposés rapidement dans ) . . .
le fixateur, dés le bloc opératoire lorsque possible, notamment pour les biopsies, * Optimal < 30 min * Ne doit pas exceder 1 heure
afin de stopper I'effet de I'ischémie froide. TAILLE DE PECHANTILLON

Les prélevements cytologiques ne doivent pas étre utilisés pour réaliser un test « Surface minimum > 0.3 mm2  Lonaueur maximum < 3-5 mm
PD-L1 associé au CPS. 2y, g <

- -y
Arréter les processus de dégradation cellulaire et stabiliser les interactions moléculaires -

Remplacer le fixateur par de la paraffine pour donner une structure solide a I'échantillon
[ > permettant de le couper

FIXATION & IMPREGNATION EN PARAFFINE [':268121 =

La fixation est une étape décisive puisquelle stabilise les structures cellulaires et les interactions )
moléculaires de maniére irréversible dans un état proche de I'état physiologique. Une mauvaise fixation FIXATION DES ECHANTILLONS

ne pourra pas étre corrigée. Le standard a utiliser est le Formol Neutre Tamponné 10 % (NBF 10 %). o Utiliser des réactifs récents

Le fixateur doit diffuser jusqu’au centre de I'échantillon. ‘ V9Iume de f‘ixateur 24-10 ff’is Ie.volume fje Féchantillon
Le nettoyage des excédents de fixateur limite le risque de sur-fixation et permet * Biopsie : 6 a 48 heures / Résection : 24 a 72 heures
de maximiser I'accés des anticorps a leur épitope. °*pH=70-74

. e R .  Température ambiante
Le passage du NBF 10 % a I'alcool doit &tre réalisé dans une fenétre de temps controlée.

Pendant 'imprégnation, réaliser au moins deux bains de paraffine pure, sans traces de » Décalcification : si nécessaire, privilégier un agent faiblement acide tel que 'EDTA
xylene. ,
y IMPEGNATION & INCLUSION

* La température de la paraffine ne doit pas dépasser 60°C

- >4
Réaliser des coupes permettant de conserver suffisamment de matériel (épaisseur) -

afin de visualiser les structures d’intérét au microscope et d’évaluer correctement
les niveaux d’expression protéique

COUPE & MONTAGE "53]

Ces étapes sont essentielles pour réaliser des marquages homogenes, reproductibles et fiables.

MODALITES DE COUPE & MONTAGE
Il est préconisé de rléaliselr Ie;I coupes peL;f.de temps avant I'HC, avec tulne lame « Epaisseur optimale des coupes 3-5 um (épaisseur d'une cellule)
de coupe neuve, de placer les oc’s de para mE a_basse tempergture _ayan a coupe « Respect de la température (< 60°C) et de la durée du séchage
et de monter les lames avec de I'eau seule. L'épaisseur et la régularité des coupes T , ]
au microtome doivent étre controlées régulierement. * Controle régulier de 'ensemble des outils
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CONSERVATION ['6:8:141

e Préserver les échantillons
de la dégradation

Les échantillons tissulaires non utilisés doivent étre ~ BLOCS
préférentiellement stockés en bloc de paraffine. Ces o 3 ans au maximum
blocs ou les lames blanches non colorées doivent étre

conservés a I'abri de la lumiére, de la chaleur et de

Phumidité pour éviter le séchage et la photo-oxydation ~ LAMES «BLANCHES»

responsables de la perte d’antigénicité. ° 2 mois au maximum

0 Le stockage en rubans doit étre évité. *De2°Ca8°C

CPS : Combined Positive Score ; EDTA : acide Ethyléne Diamine Tétra-Acétique ; IHC : ImmunoHistoChimie ; NBF : Neutral
Buffered Formalin (formol neutre tamponné) ; PD-L1 : Programmed Death-Ligand 1.
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