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Xxamens concernés et les modalités de conservation
chantillon et son parcours

s points critiques a maitriser

es acteurs (radiologie, chirurgie, pathologie, biologie)
ccreditation et la délégation de tache

us sur UPA/PAI-1 - Ou en sont les pratiques 2




ens se pratfiguent :

sur coupe tissulaire en paraffine (4 microns)

* Immunohistochimie (ACP)
 hybridation in situ (ACP)

it O partir de fragments fissulaires ou de coupes épaisses
(3-4 coupes de 10-15 microns)

Immuno-analyse — ELISA (biochimie)
CR/RT-PCR (biologie moléculaire)




0.00001

0,000001

PCR HERZ, 8 10 L 1.: 168 18 20 2 24 26 28 30 32 34 ¥ 38 a.J _- &4 48 48 20
Cycle



Technigues d’'analyse standard

et modalités de conservation tissulaire selon le biomarqueur

Technique Modalité de Technique Modalité de
Biomarqueur d’analyse conservation du alternative conservation du
standard tissu d’analyse tissu
. congélation ou RNALater *
RO IHC paraffine RT-PCR ou éventuellement paraffine*
_ congélation ou RNALater:
RP IHC paraffine RT-PCR ou éventuellement paraffine*
IHC RT-PCR congélation ou RNALater-
HER2 paraffine
HIS PCR congélation ou paraffine
_ _ congelation ou RNALater-
Ki-67 IHC paraffine RT-PCR ou éventuellement paraffine*
uPA/PAI-1 ELISA congélation - -
Oncotype DX™ | RT-PCR paraffine - -
_ congélation
Mammaprint: RT-PCR ou RNALater: - -

* Aprées validation de la qualité de I'analyse car I’ARN sur tissu paraffiné est en partie dégradé







antilon : portion de fissu tumoral destiné a ['an
gique ou I'examen ACP.

« Se veut représentatif de la fumeur dans sa globalite.

» La préservation de son contenu moléculaire doit faire I'obj
de toutes les attentions.

« Sa qualité dépend des délais avant préservation et du mo
de préservation.

Toutes les étapes du traitement de I'échantillon font I'cbje
cueils d'informations assurant la tfracabilité de I'échantill




tillon subit des modifications physiques tout au lon
rcours allant du prélevement a I'analyse fechnigue.

peut ainsi parler :

« d'échantillon initial, obtenu au moment du prélevemen
(ou dans un délai rapproché du prélevement)

Carotte biopsique ou fragment tissulaire extrait de piece
opératoire

» d'échantillon final qui est celui analysé
ame blanche ou lysat cellulaire (apres broyage)
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Les carottes biopsiques per-cutanées

Le geste de conservation (formol, RNALater®, congélation) est
realise sur place vue la fragilité de ['échantillon sujet a
dessiccation.

Les pieces opératoires
» L'échantillonnage est réalisé par le chirurgien immediatement
apres le prélevement. L'échantillon est tfransmis au laboratoire
fixe, congelé ou stabilisé dans du RNALater®.

» La piece opératoire est acheminée entiere vers le laboratoire
d'ACP pour échantillonnage par le pathologiste. Le temps de
transport doit alors étre court.

T° ambiante, atmosphere froide (4° C), pochettes sous-vide.
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e (IHC) ou ADN (HIS) sur tissu paraffiné :

r les biopsies : fixation immeédiate.
ur les pieces op : délai avant fixation < 2 heures & 20° .

ixation : = é6h pour biopsie et 24-48h pour piece op.

RN (RT-PCR)

chantillonner le plus vite possible apres I'exérese.
ongélation immédiate de I'échantillon dans I'azote liquide «
mersion dans du RNALater®.

onfraintes de qualité pour I'analyse de I'ARN a haut
e du franscriptome sur puces Affymetrix, Agilent...)
la RT-PCR.




/PAI-1 (ELISA)

lai avant la congélation des échantillons ne doit pas ex
4 C.

'opérer les patientes qu’'apres un délai de 15 jours apres
onction, le temps que les effets de la cicatrisation disparais




I'étape pré-analytigue demande une démarche coo
ieurs equipes ne travaillant :

as dans la méme unité;
as dans le méme lieu, le plus souvent.

asse par un renforcement de lI'information, de la formatio
ation de tache.




L'équipe de radiologie

On « capten une biologie tumorale « native ». Mais .
*le préelevement pour la biologie ne doit pas géner le
diagnostic ACP quireste |I'objectif premier,
* |a quantité de tissu a fournir peut s'avérer insuffisante en cas
de fumeur de petite taille.

L'ideéal : une carotte tissulaire fixée et paraffinée autorisant la
recherche de tous les biomarqueurs validés. Ce n'est pas le cas
a ce jour puisque UPA/PAI-1 nécessite non seulement du fissu
congelé mais aussi un volume assez important (50 mg, soit
I'équivalent d'un cylindre fumoral de 2 mm de diametre et 16
mm de long).




L'équipe de chirurgie

Dispose de la fumeur dans sa totalité et dans son cadre. Elle :
 est protégée d’'altérations de dessechement.
« peut étre altérée par un traitement néo-adjuvant ou des
ponctions.
» doit étre échantillonnée (pour examen au microscope ou
analyse de biochimie ou de biologie moléculaire).
« est soumise aux temps d'ischémie (chaude et froide).

Tous ces points font que les conditions d'échantillonnage et de
fransport méritent d’'étre étroitement adaptées et discutées en
concertation avec les pathologistes et les biologistes, en fonction
des situations locales.
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illon de 50 mg minimum pour dosage d’'uPA/PAI-

g correspondent, sur une franche de 1 mm d’'épaisse

Taille de la tumeur

10 mm

20 mm

Prélevement pour
avoir les 50 mg
requis

O,

Tmm

Tranche de 1 mm d’épaisseur
(80 mg)

Vol

Tmm

Quartier de 1 mm d’épaisseur
(80 mg)




L'équipe de pathologie

En charge des diagnostics.
En charge de |la qualification des tissus.

Dans sa structure, le pathologiste met en place les procedures
techniques permettant aux blocs en paraffine et aux lames
paraffinées (lames blanches) de conserver au mieux la qualité
biologique des tissus, et non plus seulement leur qualité
structurale histologique et cytologique.

Lors des étapes préparatoires a la PCR, il s'atftache a éliminer
foute possibilité de « contamination » d'un tissu par un autre.

Accentue la charge de travail a I'intérieur des structures d'ACP.




de biologie
lité des résultats d'analyses biologiques.

plifier la gestion des tissus aux étapes pré-analytiques.




réditation des laboratoires
ligatoire (2013 - 2016) - Ordonnance Ballereau 2010.
rticipation a des contrdles qualité intfernes et externes.

ccent mis sur la maitrise des étapes pré-analyfigues ou
iniciens sont impligués non seulement par les actes méedi
hnigues qu'ils réalisent mais aussi par le recueil de don
entant la fracabilité des prélevements.




gation de taches
jectif : fluidifier et fiabiliser les circuits.
ispensable en raison de la charge de travail des médecins.

ande de la formation et des preuves de compétence p
rcice donné.
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Rapport SFSPM-INCa sur I'état des connaissances relatives a 3
biomarqueurs, dont uPA/PAI-1 (SFSPM 2009, Lyon).

Malgré un LOE |, uPA/PAI-1 est peu Uutilisé en France et dans
d'autres pays au monde en raison de difficultés tfechniques et
organisationnelles (nécessité de tissu congelé, technique d'analyse
non en place dans la plupart des labos, technique d’analyse peu
adaptée aux ftumeurs de tres petite taille).

Quelgues labos étaient opérationnels en 2009.
D'autres le seront début 2010.




e en charge de I'échantillon tumoral entre le prélevem
yse (phase pré-analytique) influence la qualité des résultats.

odalités sont a adapter en fonction des molécules recherch
es fechnigues utilisees.

radiologues, chirurgiens et pathologistes sont co-acteurs p
iser cette phase.

Rigueur accrue dans des actions prédéfinies
- etsujettes a tracabilité.







