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VALIDATION DES CONTROLES NEGATIFS -3

Tissu amygdalien Lignees cellulaires négatives

x20 x20

e Absence de marquage de I'endothéelium, e Absence de marquage membranaire des
des fibroblastes et de I'épithélium de surface. lignées cellulaires négatives.



D>

VALIDATION DES CONTROLES POSITIFS (-3

Tissu amygdalien Lignées cellulaires

x20 x20

B ° de differentes
(selon le type cellulaire) intensités.
et de différentes intensités.

e Forte coloration de I'epithelium cryptique.

e Coloration faible a modérée des macrophages
folliculaires des centres germinatifs.

Dans les deux cas : faible bruit de fond.
Le tissu placentaire n‘est pas adapte car il ne permet pas de visualiser les faibles niveaux d’expression.
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JHC PD-L1 ET TPS “

Les cellules tumorales marquees a integrer au numérateur sont uniquement celles présentant
un marquage membranaire, complet ou incomplet, quelle que soit son intensite.

Tumor Proportion Score
(Score de Proportion Tumorale)

» Cellules tumorales +

TPPS= ———— X100

Le TPS est exprimé en % Ve Cellules tumorales viables

Toutes les cellules tumorales viables (marquées ou non), présentes sur la lame,
doivent étre intégrées au dénominateur.
Un minimum de 100 cellules tumorales viables est recommandé.
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IHC PD-L1 ET TPS EN IMAGES !4 5

Marquage membranaire linéaire,
complet ou non et quelle qu’en soit l'intensité

A NE PAS PRENDRE EN COMPTE

x40 Cellules immunitaires

TwPrPS=————————-———X100
x40
Q Cellules tumorales -
Zone tumorale nécrotique
+
x20

x40 x40




EN PRATIQUE | METHODE 1 &
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FAIBLE GROSS'SSEMENT Ensemble de I’échantillon tumoral
Evaluer la superficie de la A
zone contenant les cellules
positives
~" 90 %
non marqués
FORT GROSSISSEMENT @)  Zones

Dans cette zone

e Compter le nombre
de CT positives

e Déterminer le nombre
de CT viables

\/
POSITIVITE GLOBALE

Rapporter |la positivité
a 'ensemble de I'échantillon

CT : Cellules Tumorales

50 % de cellules tumorales +

e tumorale +
e tumorale —
e immunitaire
10 %
marques
/one B
50 CT PD-L1 +
TPS = - _ X 100 = 50 %
Zone B 100 CT viables

TPS = 10 % (zone marquée) x 50 % =5 %

total




EN PRATIQUE | METHODE 2 @
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L es cellules positives sont distribuées de maniere hétérogene dans lI'echantillon

t  FAIBLE GROSSISSEMENT

Diviser I'échantillon en
plusieurs zones de talille
égale

~N~

t  ForT GROSSISSEMENT ()

Déterminer le TPS au sein
de chague zone

\/
¢  POSITIVITE GLOBALE

Calculer la moyenne
de toutes les zones

METHODE ALTERNATIVE :

1) Diviser la tumeur en zones présentant une expression tumorale homogene et évaluer leur superficie
2) Déterminer le TPS de chaque zone puis le rapporter a la taille globale de I'’échantillon tumoral

380 % 25%
de cellules + de cellules +
55 % 100%
de cellules + de cellules +

3) Additionner le tout pour obtenir le TPS global

Ce
® (e
e (e

ule tumorale +
ule tumorale —
ule Immunitaire
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IHC PD-L1 ET CPS “

L es cellules tumorales et les cellules iImmunitaires mononucléées

associées a la tumeur sont concernées

Les présentant un marquage membranaire, complet ou incomplet, quelle que soit son
intensité, et les associées a la tumeur (lymphocytes et macrophages),
présentant un membranaire et/ou cytoplasmique, doivent étre intégrées au numerateur.

Combined Positive Score
(Score Positif Combiné)

— 0.+ + (e}

cP,rS= ——M —— 0000000000 X100

Score de 0 a 100

bien que sa valeur absolue
|(ouissg dépasser 100) 4 '-°:-° Cellules tumorales viables

Toutes les cellules tumorales viables (marquées ou non), présentes sur la lame,
doivent étre integrées au dénominateur.
Un minimum de 100 cellules tumorales viables est recommandé.
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IHC PD-L1 ET CPS EN IMAGES *! 5

CPS =

Marquage membranaire linéaire, complet ou non et
quelle gu’en soit l'intensité

Marquage membranaire (complet ou partiel) et/ou
cytoplasmique, quelle gu’en soit I'intensité

Les cellules immunitaires marquees, situees dans la
tumeur ou en périphérie de celle-ci (a une distance
maximum correspondant a la moitié d’'un champs x20,

+ soit 0,5 mm), doivent étre intégrées au CPS

0 A NE PAS PRENDRE EN COMPTE

x20 x20 Zone de nécrose
X 100
x20
Cellules tumorales -
g Cellules immunitaires non marquées ou distantes
et neutrophiles, éosinophiles, plasmocytes
+

x20

x20 x20

®
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EN PRATIQUE | METHODE 1 &!

Les cellules positives sont regroupées dans une zone delimitée de lI'echantillon

? FAIBLE GROSSISSEMENT Ensemble de I'échantillon tumoral

Evaluer la superficie de la A
zone contenant des cellules
positives

~ 90 %

non marques

{  FORT GROSSISSEMENT @&  7invi

Dans cette zone

e Compter le nombre e tumorale +
de CT et Cl positives e tgmoralgf
e Déterminer le nombre gﬁr;mmﬂ:?tg?erei "
de CT viables ity
\/ /one B ¢
? : 40 CT et 40 CI PD-L1 +
POSITIVITE GLO!BIAIL!E CPS _ _ X 100 =
Rapporter la positivité Zone B 100 CT viables

a 'ensemble de I’échantillon

CT : Cellules Tumorales ; Cl : Cellules Immunitaires
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EN PRATIQUE | METHODE 2 &

Les cellules positives sont distribuées de maniere hétérogene dans I'échantillon

? FAIBLE GROSSISSEMENT ool (0
(]

Diviser I’échantillon en %,

plusieurs zones de taille

égale o

~~
$e

t  ForT cRossissement @) %0 T2 - crs- 40

Déterminer le CPS au sein cPs = 60 e t cps - 100

de chaque zone ¢ . 3‘3.

N~ 4
® o

¢ POSITIVITE GLOBALE $ . celle tmorale

Calculer la moyenne @ Cellule tumorale —

de toutes les zones Cellules immunitaires +

e Cellule immunitaire —

METHODE ALTERNATIVE :

1) Diviser la tumeur en zones présentant une expression tumorale homogene et évaluer leur superficie
2) Déterminer le CPS de chaque zone puis le rapporter a la taille globale de I'’échantillon tumoral
3) Additionner le tout pour obtenir le CPS global
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EN PRATIQUE | METHODE 3 &

Les cellules positives sont rares au sein de I'échantillon

t  FAIBLE GROSSISSEMENT

e Reperer les cellules positives
e Déterminer le nombre de CT
viables

~

t  FORT GROSSISSEMENT (&)

Compter le nombre
de CT et Cl positives

\/ Cellule tumorale +
® Cellule tumorale —
! POSITIVITE GLOBALE oS IMmUnales =
e Cellule immunitaire —

Calculer le CPS pour
'’ensemble de 'echantillon

CT : Cellules Tumorales ; Cl : Cellules Immunitaires



COMPTE RENDU ™ o

Etude de ’expression de PD-L1

Informations patient

= reference de [echantilon INFORMATIONS IMPORTANTES
’ A INTEGRER
Nom

e | es éventuels parametres

Cachet pouvant influencer I'expression de PD-L1
(stade de la maladie, tumeur primitive,
récidive ou métastase, traitements
antérieurs, altérations génomiques...),

Indication

Notes : Traitements :

Prélevement

Type : : , :
Siege du prélévement e | a confirmation du marguage des temoins
Date positifs,

Fixation

e Des réserves si le nombre de cellules
tumorales analysables est < 100,

Conditions de marquage
Anticorps primaire

Automate
Biomarqueur  PD-LTIHC ¢ | es éventuelles réserves concernant
Score TPS = % ouCPS = o ] i . .
Observations Interprétation les conditions de manipulation (fixation,
Nombre de CT évaluables Commentaires deécalcification, stockage...).

Témoins positifs
Autre

CT : Cellules Tumorales
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