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LISTE DES ABREVIATIONS

ADN : acide désoxyribonucléique

AKT-1 : protéine kinase B ou sérine thréonine kinase 1

APC : adenomatous polyposis coli

ARN : acide ribonucléique

AUC : aire sous la courbe ou area under ROC curve

BRAF : v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B

CA 19-9 : carbohydrate antigéne 19-9

CCA : cholangiocarcinome
iCCA : cholangiocarcinome intra-hépatique
pCCA : cholangiocarcinomes péri-hilaire ou proximal
dCCA : cholangiocarcinomes distal

CDKNZ2 : cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

CECAMBG : carcinoembryonic cell adhesion molecule 6

CHC : carcinome hépato-cellulaire

CK2 : caséine kinase 2

COX-2 : cyclo-oxygénase 2

CPRE : cholangiopancréatographie rétrograde endoscopique

CSAB : cellules souches de 'arbre biliaire

CSH : cellules souches hépatiques

CSP : cholangite sclérosante primitive

CT scan : computed tomography scan

DEB-TACE : drug eluting bead-TACE

EEBP : écho-endoscopie bilio-pancréatique

EGFR : epidermal growth factor receptor



ERBB2 : V-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2
ERCP: Endobiliary brushing during endoscopic retrograde cholangiopancreatography
ERK : extracellular-signal-regulated kinase

FFCD : fédération francophone de cancérologie digestive
FISH : fluorescence in situ hybridization

GEMCIS : gemcitabine-cisplatine

GEMOX : gemcitabine-oxaliplatine

HGF: facteur de croissance hépatocytaire

hMLH1 : human MutL homolog 1

HOXB7 : homeobox B7

H-Ras : Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog

IC95 : intervalle de confiance a 95%

IL-6 : interleukine

IMP3 : insulin-like growth factor I mMRNA-binding protein 3
iINOS : inducible nitric oxyde synthase

IRM : imagerie par résonance magnétique

KRAS : Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
LT-SV40 : large T-simian virus 40

MAP : mitogen-activated protein

MCL-1 : myeloid cell leukemia 1

MEK : mitogen-activated protein kinase/ERK kinase

MMR : mismatch repair

MRI: magnetic resonance imaging

MTOR : mechanistic target of rapamycin

NEK2 : sérine/thréonine kinase 2

NPV : negative predictive value

OMS : organisation mondiale de la santé

P38 : famille des « mitogen activated protein » (MAP)-kinases



PBH : ponction biopsie hépatique

PCR : polymerase chain reaction

PDGFB : platelet-derived growth factor-beta
PPV : positive predictive value

PTEN : phosphatase and TENsin homolog
RCC : radiochimiothérapie concomitante
RFP : radiofréquence percutanée

RNA : ribonucleic acid

SBRT : stereotactic body radiotherapy

Se : sensitivity

SG : survie globale

SIRT : selective intraartierial radiotherapy

SMAD4 : mothers against decapentaplegic homolog 4

SOCS3 : suppressor of cytokine signaling 3
Sp : specificity

SSP : survie sans progression

STAT-3 : signal transducer and activator of transcription 3

TACE : transarterial chemoembolisation

TDM : tomodensitométrie

TEP-FDG : tomographie par émission de positons au 18-fluoro-désoxyglucose

TGF B : transforming growth facteur 3

TNF : tumor necrosis factor

TNM - AJCC - UICC : tumor node metastasis - American Joint Committee on Cancer - Union

for International Cancer Control

TPS53 : tumor protein p53
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RESUME

Le brossage biliaire des sténoses suspectes au cours d’'une cholangiopancréatographie
rétrograde endoscopique (CPRE) est considéré comme spécifique mais tres peu sensible.
L’objectif de cette étude était de comparer I'association du brossage biliaire et de I'aspiration de

bile avant et aprés brossage biliaire par CPRE, au brossage biliaire seul.

Patients et Méthode :

Entre janvier 2007 et décembre 2012, les patients ayant bénéficie d'une CPRE dans le

traitement d’une sténose biliaire ont été inclus. Les sténoses secondaires a une compression
extrinséque ont été exclues, et les sténoses étaient considérées comme indéterminées lorsque
les imageries pré opératoires ne permettaient aucune orientation étiologique. Les résultats des
examens cytologiques étaient confirmés soit par analyse histologique, soit par le suivi du patient.
Au cours de la CPRE, une cytobrosse protégée par un cathéter de 8 Fr était montée sur fil
guide et mise en place au niveau de la sténose. 3 a 10 ml de bile étaient aspirés par le cathéter
avant et aprés le brossage biliaire et les 3 prélévements étaient analysés en cytologie. Le résultat

était considéré comme positif lorsque la présence de cellules malignes était constatée.

Résultats :

111 patients ont été inclus. 51 présentaient une sténose maligne (46%) dont 43
cholangiocarcinomes. 60 sténoses étaient bénignes (54%). La cellularité des aspirations de bile
étaient statistiquement supérieure a celle du brossage (p<0,0001). Tous les prélévements avaient
une spécificité et une valeur prédictive négative de 100%. La sensibilité de I'association des 3
prélévements étaient significativement supérieure au brossage seul : Se=84% vs 67% (p=0,004).
L’incorporation des résultats suspects aux résultats positifs permettait une augmentation de la
sensibilité a 94% pour l'association vs 80% pour le brossage seul (p=0,008). Enfin, I'association
était supérieure au brossage dans les sténoses indéterminées de maniére non significative :
Se=63% vs 44% (p=0,06).

Conclusion :

L’aspiration de bile avant et aprés brossage, associée au brossage biliaire est une
procédure simple et efficace qui permet une augmentation significative des performances
diagnostiques de la cytologie biliaire. Elle doit donc étre ajoutée a la procédure diagnostique

standard pour optimiser le diagnostic des sténoses biliaires malignes.
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PARTIE |

Cholangiocarcinome - Revue de

la littérature
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EPIDEMIOLOGIE

Le cholangiocarcinome (CCA) est la deuxieme cause de tumeur hépatique primitive
dans sa forme intra hépatique, et le deuxiéme cancer bilio-pancréatique dans sa forme extra
hépatique. Cela reste une maladie rare qui représente 3% des cancers digestifs (1) et qui a
une incidence de 1,3 cas pour 100 000 habitants en France (2) (Annexe 1). Cette derniére
est cependant en augmentation (3, 4), est trés variable d’une région a l'autre du monde, et
peut atteindre jusqu’a 80 cas pour 100 000 habitants dans le Nord de la Thailande (2). La
grande majorité des patients présente une maladie non résécable au moment du diagnostic
avec une survie médiane inférieure a 12 mois (1) et une survie a 5 ans inférieure a 5% (5).
Lorsqu’une résection est possible, la survie a 5 ans varie entre 8 et 47% pour les
cholangiocarcinomes proximaux, et entre 20 et 54% pour les tumeurs distales, selon les

séries (1).

FACTEURS DE RISQUE

Les principaux facteurs de risque décrits sont I'age, avec 65% des patients ayant un
age supérieur a 65 ans au diagnostic (1), et la présence d’'une cholangite sclérosante
primitive (CSP) avec une incidence cumulée au cours de la vie de 5 a 10% et un 4ge moyen
au diagnostic de 40 ans (6, 7). Cette derniere est plus fortement associée aux
cholangiocarcinomes périhilaires (pCCA) (7), et dans 30 a 50 % des cas, le CCA se
développe dans les 24 mois qui suivent le diagnostic de CSP (6, 7). Une autre pathologie
semble clairement associée a la survenue de cholangiocarcinome, il s’agit de la maladie de
Caroli avec une incidence cumulée au cours de la vie de 6 a 30% et un 4ge moyen au
diagnostic de 32 ans (7). Il a également été décrit d’autres facteurs de risque tels qu’un

antécédent d’adénome des voies biliaires, ou de sphinctérotomie biliaire, la présence d’'une
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papillomatose des voies biliaires, de lithiases cholédociennes chroniques, de kystes
cholédociens avec un risque de transformation de 5%, et le tabagisme notamment lorsqu’il
est associé ala CSP (1, 4, 8).

Un certain nombre de facteurs de risque semblent plus spécifiquement associés au
cholangiocarcinome intra-hépatique (iCCA) tels que le syndrome métabolique, la cirrhose,
I'hépatite B, surtout dans les pays asiatiques et I'hépatite C dans les pays occidentaux (5, 7).
Enfin, les lithiases intra-hépatiques, rares en occident, mais plus fréquentes en Asie,
semblent également étre un facteur de risque puisque 7% des patients qui en sont porteurs,
développeront un iCCA au cours de leur vie (9).

Enfin, certains polymorphismes génétiques semblent associés a un risque augmenté
de cholangiocarcinome. Cela concerne les génes MTHFR, TYMS, GSTO1, et XRCC1
impliqués dans la réparation de 'ADN, les génes ABCC2, CYP1A2, et NAT2 responsables
de la protection cellulaire contre les toxines, et les génes KLRK1, MICA, et PTGS2, acteurs
de 'immunosurveillance anti-tumorale (7).

Toutefois, la plupart des cholangiocarcinomes restent sporadiques, et aucune

étiologie n’est retrouvée dans la majorité des cas.

CLASSIFICATIONS

Les cholangiocarcinomes sont classés en 3 catégories selon leur topographie : les
cholangiocarcinomes péri-hilaires ou proximaux, qui représentent 50 a 70% des cas et qui
correspondent aux tumeurs siégeant au niveau des canaux hépatiques droit et gauche, le
hile et le canal hépatique commun (incluent les tumeurs anciennement appelées Klatskin),
les cholangiocarcinomes distaux (dCCA) qui concernent les tumeurs localisées au niveau de
la voie biliaire principale en aval de l'insertion du canal cystique (20 a 40% des cas), et les

cholangiocarcinomes intra-hépatiques, qui représentent moins de 10% des CCA (1, 7). La
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proportion de iCCA a souvent été surestimée dans les anciennes séries car un certain
nombre d’entre elles incluaient les tumeurs péri-hilaires dans les iCCA.

Le degré d’envahissement loco-régional, ainsi que les extensions ganglionnaire et
métastatique de ces 3 catégories de CCA sont évalués selon 3 classifications TNM-AJCC-
UICC 2010 distinctes détaillées en annexe 2. Il existe également une classification TNM-
AJCC-UICC 2010 pour les cholangiocarcinomes vésiculaires qui ne sont pas traités dans ce
travail. Aussi, les formes mixtes associant iCCA et carcinome hépatocellulaire (CHC) ont été
récemment considérées comme un sous-type a part entiére de cholangiocarcinome et
représentent moins de 1% des tumeurs intra-hépatiques (7).

Enfin, les iCCA sont eux-mémes classés en fonction de leur type de croissance
tumorale, selon qu’il y a formation d’'une véritable masse tumorale bien individualisée
(« mass-forming type »), une infiltration péri-canalaire avec extension longitudinale
(« periductal-infiltrating type »), ou une extension intra-canalaire avec formation d’un
thrombus tumoral intra canalaire (« intraductal growth type ») (10, 11). Le premier sous-type
est le plus fréquent et a le plus mauvais pronostic avec les tumeurs péri-canalaires (7). Les
iCCA correspondent souvent a une association de plusieurs sous-types qui doivent
clairement apparaitre dans leur description radiologique et/ou anatomopathologique. De la
méme maniere, les pCCA sont divisés en 2 catégories : la forme exophytique qui peut soit
prendre l'aspect d’'une masse tumorale bien individualisée (forme la plus fréquente de
pCCA), soit avoir une extension péri-canalaire, et la forme intra-canalaire qui inclut les
formes a croissance intra-canalaire, les formes mucineuses, les formes papillaires et les

formes kystiques (7, 10, 11).
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PHYSIOPATHOLOGIE

Origine cellulaire

L’histoire naturelle du cholangiocarcinome respecte la séquence hyperplasie,
dysplasie de bas a haut grade, néoplasie intra-épithéliale puis carcinome invasif. Dans 90%
des cas il s'agit d’'un adénocarcinome peu a bien différencié, mais il existe de nombreux
autres types histologiques au niveau intra et extra-hépatique détaillés dans la Table 1.
Difféerents modéles tentent de définir I'origine cellulaire des cholangiocarcinomes, or cette

derniére semble multiple, et varie selon les types histologiques de CCA.

CCA intra-hépatiques CCA extra-hépatiques
Adénocarcinome Adénocarcinome
Carcinome adénosquameux ou squameux Adénocarcinome papillaire
Carcinome cholangiolocellulaire Adénocarcinome mucineux
Carcinome mucineux Adénocarcinome de type intestinal
Carcinome a cellules en bague a chaton Adénocarcinome a cellulaires claires
iCCA sarcomateux Carcinome adénosquameux
Carcinome lympho-épithéliomateux Carcinome a cellules en bague a chaton
Carcinome a cellules claires Carcinome a cellules claires
Carcinome muco-épidermoide Carcinome a cellules squameuses
Carcinome indifférencié

Table 1 : Différents types histologiques de cholangiocarcinome selon la classification
histologique de 'OMS 2000 (12)

Les cellules souches semblent fortement impliquées dans la cancérogénése du
cholangiocarcinome. Au niveau hépato-biliaire, 2 types de cellules souches sont présentes :
les cellules souches hépatiques (CSH) et les cellules souches de I'arbre biliaire (CSAB). Les
CSH sont présentes au niveau des canaux de Hering et ont la capacité de se différencier en
hépatocytes ou en cholangiocytes. Etant activées dans la plupart des hépatopathies
chroniques, elles peuvent induire divers processus tumoraux selon les stimuli pathologiques
gu’elles recgoivent. Les CSH semblent étre a l'origine de la formation des formes mixtes de
CHC et de iCCA (13), et lorsqu’elles sont au stade de cholangiocytes immatures, elles sont

impliquées dans la formation des iCCA tels que le carcinome cholangiolocellulaire (14, 15).
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Les CSAB sont situées au niveau des glandes péri-biliaires qui sont des glandes
mucineuses présentes de I'extrémité distale de la voie biliaire principale aux canaux intra-
hépatiques segmentaires. Elles sont particuliérement nombreuses au niveau de la région
péri-hilaire, du canal cystique et de 'ampoule de Vater qui sont des localisations classiques
de CCA extra-hépatique. Les CSAB sont impliquées dans la tumorigénése des CCA extra-
hépatiques, et les ICCA des canaux biliaires de gros calibre (15).

Les cellules épithéliales biliaires matures sont également, via leur transformation, a
l'origine de processus de cancérogénese. En effet, les cholangiocarcinomes extra-
hépatiques proximaux et distaux peuvent étre issus de la transformation de cholangiocytes
matures (11), de méme que les CCA extra-hépatiques et les iCCA de types mucineux
peuvent étre issus de la transformation de cellules cylindriques productrices de mucine
présentes au niveau hilaire et au niveau des canaux biliaires intra-hépatiques de gros
calibre. lls partagent dans ce cas des profils génétiques et immunohistochimiques similaires
(10, 15). Aussi, une étude récente a démontré que quelque soit le degré de maturité des
cellules issues de la lignée des CSH, leur transformation peut induire la formation de iCCA et
de CHC. En effet, sur lignées cellulaires puis dans un modéle murin, la transfection par les
oncogénes « Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog » (H-Ras) et « Large T-Simien
virus 40 » (LT-SV40) d’hépatocytes, d’hépatoblastes, et de CSH aboutissait a une véritable
reprogrammation cellulaire avec la capacité de se différencier en divers types cellulaires, et
l'initiation de processus de tumorigénése a l'origine de différents types histologiques du CHC
jusqu’au iCCA. Ce modele corrobore I'hypothése des multiples origines cellulaires des
cholangiocarcinomes et confirme lintrication probable de plusieurs mécanismes dans la

cancérogéneése des voies biliaires (16).

Inflammation et cancérogénese

Dans les pathologies associées a un risque augmenté de cholangiocarcinome, il
existe souvent un contexte d’inflammation chronique. Cette derniére est a l'origine de la

production de nombreux facteurs tels que des cytokines, et des signaux intra et/ou
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extracellulaires qui peuvent participer a la cancérogénése comme illustré par la Figure 1. Par
exemple, les cytokines pro-inflammatoires vont activer 'oxyde nitrique syntase inductible,
aboutissant a des lésions de I’'ADN et a une inhibition des enzymes réparateurs de 'ADN.

L’interleukine (IL)-6, de son cété, va stimuler la survie et la prolifération cellulaires par
des mécanismes autocrines ou paracrines, et va amplifier 'expression du géne « myeloid
cell leukemia » (MCL)-1, qui va induire une résistance a I'apoptose médiée par le « tumor
necrosis factor » (TNF). L’amplification de MCL-1 est secondaire a I'activation du « signal
transducer and activator of transcription » (STAT)-3 et de la protéine kinase B ou sérine
thréonine kinase (AKT)-1 par I'lL-6 (17, 18). STAT-3 est impliquée dans la différenciation
cellulaire, 'apoptose et la prolifération cellulaire (11). AKT-1 est un acteur majeur de la voie
de signalisation « mechanistic target of rapamycin » (mMTOR)/AKT ; il va induire des signaux
de survie, de prolifération, d’angiogénése, et de migration cellulaire avec la production de
métastases (19, 20). Par conséquent, les cytokines pro-inflammatoires ont un effet
mutagéne via des Iésions de 'ADN, un effet anti-apoptotique, et un effet prolifératif favorisant
ainsi la transformation cellulaire et la tumorigénése.

Le récepteur au facteur de croissance épidermique ou « epidermal growth
factor receptor » (EGFR) a également un rble pivotal dans la cancérogénése du CCA, car
comme illustré dans la Figure 1, il active la voie Ras/Raf/« Mitogen-activated protein
kinase/ERK kinase » (MEK)/« extracellular-signal-regulated kinase » (ERK) induisant ainsi
des signaux de survie cellulaire, de prolifération et d’angiogénése. L’EGFR stimule
également la voie mTOR/AKT (11, 21), et son activation est souvent associée a
'amplification d’un autre récepteur tyrosine-kinase de la méme famille, le récepteur de la
protéine erbB-2 également appelé « V-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene
homolog 2 » (ERBB2). Ce dernier est amplifié dans 30% des CCA et est associé a un
mauvais pronostic (22). Dans le contexte d’'inflammation, 'lEGFR est a la fois activé par
I'hyper-expression d’'IL6, mais également par la surexpression du facteur de croissance
hépatocytaire (HGF) et de son récepteur, le proto-oncogéene MET. Par ailleurs, la

surexpression de HGF et MET est associée a une augmentation de l'invasivité tumorale et

19



du potentiel métastatique des CCA, ainsi qua l'activation de différentes voies de
signalisation telles que mTOR-AKT, STATS3, et la voie des « mitogen-activated protein »
(MAP) kinases (23).

Enfin, la cholestase, est également impliquée dans la tumorigénése du
cholangiocarcinome par I'activation de 'lEGFR via I'accumulation des acides biliaires, et par

I'activation de la cyclo-oxygénase (COX)-2 qui entretient I'inflammation (11) (Figure 1).

Inflammation chroni

A Cytokines pro-inflammatoires

Cholgstase.ghronigue : 5 A cox2: / \

A Acides biliaires Inflammation
ﬂ
-6 2 iNOS :
- Lesions ADN
- Inhibition réparation d’ADN
7 ERBB2: »
Prolifération cellulaire STAT3 : . L
- Survie cellulaire, Prolifération cellulaire
ﬂ AKT-1 - Différenciation cellulaire
Activation voie Ras :
A Ras/Raf/Mek/Erk
- Survie cellulaire
- Angiogenese \
- Autophagie
Activation voie mTOR/PI3K/AKT ; A MCL-1:
- Survie cellulaire Effet anti-apoptotique

- Prolifération cellulaire
- Angiogénese

- Migration cellulaire (Métastases)

Figure 1 : Implication de I'inflammation et de la cholestase dans la cancérogénése du
cholangiocarcinome

iNOS : « inducible nitric oxyde synthase »

IL6 : interleukine 6

STAT3 : « signal transducer and activator of transcription »

AKT-1 : sérine-thréonine kinase 1 ou protéine kinase B

P38 : famille des « mitogen activated protein » (MAP)-kinases

MCL-1 : « myeloid cell leukemia sequence » 1

EGFR : « epidermal growth factor receptor»

COX2 : cyclo oxygénase 2

ERBB2 : « V-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2
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Génétique et cancérogénese

Dans la cancérogénése du cholangiocarcinome, de multiples voies de signalisation
telles que les voies mTOR/AKT ou Ras/Raf/MEK/ERK comme précédemment décrit, sont
dérégulées par divers stimuli ou situations pathologiques. Par ailleurs, un certain nombre
d’aberrations chromosomiques, de mutations génétiques et de modifications épigénétiques
ont également été retrouvées au niveau des tumeurs de CCA. Ces modifications sont autant
de voies d’échappement potentielles aux différentes thérapies ciblées, pouvant expliquer les
échecs thérapeutiques et le développement rapide de résistances.

Au niveau des tumeurs de CCA, de nombreuses aberrations chromosomiques sont
observées, et sont responsables d’'un polymorphisme du nombre de copies de certains
genes d’intérét a l'origine d’'une dysrégulation probable des voies de signalisation. En effet,
une étude récente portant sur 32 CCA dont 7 iCCA et 25 CCA extra-hépatiques, a mis en
évidence des duplications au niveau des régions codant pour le récepteur ERBB2, la
protéine « mitogen-activated protein kinase kinase 2 » (MEK2) de la voie Ras/Raf/MEK/ERK,
le facteur de croissance « platelet-derived growth factor-beta » (PDGFB), dans la totalité des
échantillons. Par ailleurs, des duplications ont aussi été retrouvées au niveau du géne
MTOR dans 88% des cas, et au niveau des génes « vascular endothelial growth factor »
(VEGF)-A et EGFR dans respectivement 38 et 31% des cas (24).

De multiples mutations génétiques sont impliquées dans la cancérogénése du CCA.
Ainsi linactivation du géne suppresseur de tumeur « tumor protein p53 » (TP53) est
retrouvée dans 44% des CCA (7), et l'activation de I'oncogeéne « Kirsten rat sarcoma viral
oncogene Homolog » (KRAS), dans 53% des pCCA et dans 17% des iCCA. Par ailleurs,
linactivation du géne « mothers against decapentaplegic homolog » (SMAD)4 est présente
dans 17% des CCA et est a l'origine d’'une dérégulation du « transforming growth facteur 8 »
(TGFB). Ce dernier perd alors ses fonctions normales (induction de I'apoptose, régulation de
la différenciation cellulaire, inhibition de la prolifération et de la migration cellulaires), et va a
linverse augmenter linvasivité tumorale et la formation de métastases en induisant une

immunotolérance de I'environnement péri-tumoral, et une inhibition des enzymes dégradant
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les composants de matrice extra-cellulaire. Il va de plus stimuler 'angiogénése (25). Enfin,
une mutation activatrice du proto-oncogéne « v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog
B » (BRAF) est retrouvée dans 0-20% des cas selon les séries, et aucune mutation de
ERBB2 ne semble impliquée dans la cancérogénese du CCA (26)

Sur le plan épigénétique, un certain nombre de modifications post-traductionnelles
ont été mises en évidence dans la cancérogénése du CCA. Ainsi, 'hyperméthylation est un
processus épigénétique responsable de I'extinction de génes suppresseurs de tumeur tels
que le géne « cyclin-dependent kinase inhibitor 2A » (CDKN2) codant pour la protéine
p16™¥*? qui a un role essentiel dans la régulation du cycle cellulaire, le géne « human MutL
homolog 1 » (hMLH1) qui code pour le systéeme de réparation de 'ADN « mismatch repair »
(MMR), ou encore le géne « adenomatous polyposis coli » (APC) dans respectivement 17 a
83%, 19 a 45% et 27 a 47% des iCCA (26). Le géne « suppressor of cytokine signaling 3 »
(SOCS3) est également éteint dans 63% des iCCA, ce qui aboutit a une hyperactivation de
la voie IL6-STAT3 décrite précédemment, notamment chez les patients porteurs de CSP.
Enfin, lactivation de I'EGFR par I'lL6 (Figure 1) semble également secondaire a un
mécanisme épigénétique puisque I'hyper-expression d’IL6 est responsable d’une diminution
de la méthylation du promoteur de 'EGFR, ce qui aboutit a une augmentation de son
expression (21).

Ces différentes modifications génétiques et épigénétiques sont essentielles dans la
compréhension de la physiopathologie du CCA, et ont souvent un intérét pronostique. Ainsi,
une activation ou une augmentation d’expression de KRAS, BRAF, EGFR, ERBB2, TGF@
ou encore MET sont associées a un mauvais pronostic, de méme qu’une inhibition de p53
ou du géne suppresseur de tumeur « phosphatase and TENsin homolog » (PTEN) (7, 22,

26).
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DIAGNOSTIC

Le principal symptéme inaugural du cholangiocarcinome est lictere plus ou moins
associé a une angiocholite, et survenant dans un contexte d’asthénie, d’amaigrissement, et
plus rarement, de douleurs abdominales. Le diagnostic est souvent tardif du fait d’'une longue
phase initiale asymptomatique de développement du cancer. Cette phase de latence clinique
est particulierement fréquente dans les iCCA et, est en partie responsable du mauvais

pronostic de cette pathologie.

Examens radiologiques

La réalisation d’examens morphologiques est indispensable a la fois pour les
diagnostics positif et différentiel, mais aussi dans I'’évaluation de I'extension loco-régionale et

a distance, ainsi que dans le bilan de résécabilité.

Tomodensitométrie (TDM) avec injection de produit de contraste

La TDM avec injection de produit de contraste reste 'examen de référence. Elle est
trés performante dans la détection des Iésions intra-hépatiques de plus de 1 cm (1) et dans
I'évaluation de la résécabilité des iCCA (10, 11). A linverse du CHC, les caractéristiques
radiologiques typiques du iCCA consistent en une hypodensité spontanée, et une prise de
contraste progressive d’abord périphérique au temps artériel, puis étendue a la totalité de la
Iésion au temps portal, sans lavage tardif (2, 7). Une récente étude rétrospective de 32
patients cirrhotiques avec iCCA prouvé histologiquement a démontré que si la détection des
nodules intra-hépatiques était bonne, évaluée a 95%, le diagnostic différentiel entre iCCA, et
CHC reste difficile, car seulement 70% des iCCA avaient des caractéristiques radiologiques
typiques (27). Enfin, la TDM est nettement moins performante dans I'évaluation de la
résécabilité des Iésions périhilaires avec une précision diagnostique de 60-88%, et dans

I'évaluation de I'envahissement ganglionnaire avec une sensibilité de seulement 54% (10).
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IRM hépatique et cholangio-IRM

L’IRM est également un examen de choix dans le diagnostic du cholangiocarcinome,
et elle doit associer des séquences de cholangio-IRM pour une bonne visualisation de 'arbre
biliaire, et d’'IRM hépatique avec injection de gadolinium pour une analyse optimale du
parenchyme hépatique. Elle présente des performances comparables a la TDM dans le
diagnostic des iICCA, et semble supérieure dans I'évaluation de la résécabilité et de
I'extension intra-canalaire des cholangiocarcinomes extra-hépatiques avec une précision

diagnostique supérieure a 95% grace aux séquences de cholangio-IRM (11).

Tomographie par émission de positons au 18-Fluoro-désoxyglucose (TEP-FDG)

La TEP-FDG n’est pas considérée comme une référence dans le bilan diagnostic
systématique, qu'il s’agisse du diagnostic positif ou du bilan d’extension, car elle présente
des performances diagnostiques inférieures. C’est dans les formes intra-hépatiques, qu’elle
est la plus intéressante avec une sensibilité dans la détection des nodules intra-hépatiques
de plus de 1 cm, lorsqu’ils sont bien individualisés, de 80 a 95% selon les études et une
spécificité proche de 100% (2, 7, 10). Dans les formes hilaires et distales, sa sensibilité et sa
spécificité sont proches de 70% (10). Par ailleurs, les performances de la TEP-FDG restent
trés hétérogénes dans la littérature, et elle est moins performante dans les formes infiltrantes
de CCA. Enfin, son utilité est discutée car sa réalisation modifie la conduite a tenir dans

seulement 20 &4 30% des cas (1, 2, 28).

Les examens morphologiques sont donc une aide indispensable au diagnostic positif
du cholangiocarcinome intra ou extra hépatique, mais ils ne sont pas suffisants pour faire le
diagnostic de certitude. Lorsque la tumeur est considérée comme résécable, et que la
suspicion de cholangiocarcinome apres le bilan radiologique est trés forte, alors une exérése
chirurgicale peut étre envisagée sans examen anatomopathologique préalable. En dehors de

cette situation, une preuve anatomopathologique est requise.
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Diagnostic anatomopathologique

Ponction Biopsie Hépatique (PBH) percutanée

Lorsqu’il s’agit d’'une lésion intra-hépatique, la PBH percutanée échoguidée est
indiquée pour confirmation histologique et immunohistochimique avec recherche des
cytokératines 7 et 20 dont la positivité permettra d’exclure un CHC (2, 10) ou une forme
mixte de iCCA-CHC, et orientera vers un iCCA, sans exclure cependant une métastase d’un

cancer primitif bilio-pancréatique ou gastrique (10).

Cytoponction guidée par écho-endoscopie bilio-pancréatique (EEBP).

Cette technique permet a la fois d’aider au diagnostic positif, d’évaluer I'extension
loco-régionale et notamment ganglionnaire, et de réaliser un prélévement cytologique pour
obtention d’'un diagnostic de certitude. Ses performances dans I'étude de I'envahissement
ganglionnaire sont excellentes (10), comparables a celles de la cholangio-IRM, mais elle est
plus invasive, et la réalisation d’'une cytoponction peut-étre responsable d’'un essaimage
métastatique (10, 11). Une étude récente a en effet montré dans une série de patients en
cours de bilan pré-transplantation aprés chimiothérapie néo-adjuvante dans le traitement
d’'un cholangiocarcinome, que lorsqu’une cytoponction était réalisée, un envahissement
péritonéal métastatique était retrouvé dans 83% des cas au moment du staging chirurgical,
versus 8% chez les patients non ponctionnés (29). D’autres part, pour les iCCA, la PBH est
plus facilement réalisable avec un meilleur rendement, et concernant les pCCA, et les dCCA,
une cholangiopancréatographie rétrograde endoscopique est souvent réalisée en premiere
intention afin d’effectuer un drainage biliaire. Si TEEBP est réalisée dans le cadre du bilan

d’extension loco-régionale, la cytoponction n’est justifiée qu’en I'absence de résécabilité.

Brossage biliaire par cholangiopancréatographie rétrograde endoscopique (CPRE)

La CPRE ne doit étre réalisée que lorsqu’elle présente un intérét thérapeutique, du fait de
son caractere invasif. Elle permet en effet la réalisation d'un drainage biliaire par

sphinctérotomie et pose d’endoprothése biliaire plastique ou métallique en regard de la
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sténose. Cette étape est souvent nécessaire de maniére précoce dans la prise en charge
des patients du fait de la fréquence de l'ictére et de I'angiocholite au moment du diagnostic
de cholangiocarcinome, notamment lorsqu’il est péri-hilaire ou distal. La CPRE est
également trés performante sur le plan diagnostique car elle permet une visualisation et une
caractérisation optimales de la sténose,, et offre une cartographie de I'arbre biliaire, trés utile
dans la recherche d’éventuelles localisations tumorales biliaires secondaires.

Par ailleurs, au cours de cette CPRE, des prélévements endobiliaires peuvent étre
réalisés afin d’obtenir un diagnostic cytologique de la sténose, notamment par brossage. En
effet, le brossage endobiliaire est la technique de référence, décrite en 1975 par Osnes et al
(30). Elle permet I'obtention de prélevements cytologiques sans augmenter l'invasivité du
geste, mais malgré une excellente spécificité proche de 100%, sa sensibilité reste médiocre,
variant entre 41 et 45% dans la littérature (31-33).

D’autres prélevements sont classiquement réalisés au cours de la CPRE, tels que les
biopsies intra-canalaires, mais souffrent également d’'un rendement modeste avec une

sensibilité inférieure & 50% (33).

Marqueurs sériques :

Le marqueur sérique carbohydrate antigéne (CA) 19.9 a une sensibilité et une
spécificité de 60% dans les iCCA, et dans les formes extra-hépatiques (2, 11). Il semble
légerement plus performant dans un contexte de cholangite sclérosante primitive avec une
sensibilité et une spécificité de 80%. Malgré ses faibles performances diagnostiques, il est
encore classiquement utilisé car il peut avoir un intérét pronostique et dans le suivi des

patients (2, 10).
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TRAITEMENT

Résection chirurgicale et transplantation hépatique

Cholangiocarcinome intra-hépatique

Lorsque la maladie est considérée comme résécable sur les imageries pré-opératoires, si la
suspicion de cholangiocarcinome est forte, une exérése chirurgicale doit étre envisagée
d’emblée (2, 7, 10, 11). Cette résection doit respecter des marges d’exérése d’au moins 1
cm en zone saine pour étre considérée comme RO, ce qui n'est possible que dans 30% des
cas (7). Elle requiert la réalisation d’'une hépatectomie majeure et/ou d’une résection de la
convergence biliaire dans respectivement 78% et 29% des cas (2), mais ces derniéres ne
doivent en aucun cas étre systématiques. Le curage ganglionnaire n’est pas un standard et
son intérét est controversé, mais il semble apporter des informations pronostiques
intéressantes (2). En effet, dans une étude récente, 30% des patients bénéficiant de
'analyse anatomopathologique d’au moins un ganglion, présentaient un envahissement
ganglionnaire, ce qui était associé a une baisse significative de la survie globale (SG) (34).
Aprés résection chirurgicale, le pronostic reste mauvais, avec 60 a 65% de récidive, une
survie sans progression (SSP) médiane de 26 mois, et une survie globale a 5 ans de 15 a
40% (2). Ce pronostic est particulierement sombre en cas d’envahissement vasculaire et
d’envahissement ganglionnaire macroscopique avec une survie a 5 ans inférieure a 20%,
c’est pourquoi leur présence doit contre-indiquer la résection (2).

La transplantation hépatique n’est pour l'instant pas recommandée dans la prise en
charge du iCCA du fait de ses résultats décevants (2, 7, 11). En effet, 70% des patients
bénéficiant d’'une transplantation hépatique dans cette indication vont récidiver dans les 5
ans, avec une survie médiane sans progression de 8 mois (11), et les études rapportent des
survies globales a 3 ans variant entre 30 et 50% (2). Ces résultats sont donc bien inférieurs
aux 73% de survie a 5 ans obtenus lorsque l'indication de la transplantation hépatique est la

cirrhose (2). Seuls les iCCA inférieurs a 2 cm, survenus dans un contexte de cirrhose
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semblent bénéficier de la transplantation hépatique avec des résultats comparables a ceux

obtenus dans le traitement du CHC (11).

Cholangiocarcinome extra-hépatique proximal

Il s’agit d’'une chirurgie complexe et standardisée dont la réalisation dépend de la
classification de Bismuth-Corlette, basée sur la localisation et I'extension canalaire de la
tumeur, ainsi que son extension vasculaire veineuse et artérielle (35). Cette chirurgie associe
une lobectomie hépatique, une résection monobloc de la voie biliaire principale, un curage
ganglionnaire régional, et une dérivation biliaire hépatico-jéjunale avec un montage de type
anse en Y (7, 11). En cas de volume hépatique post-opératoire insuffisant, une embolisation
portale pré-opératoire du futur lobe réséqué peut étre réalisée, afin de créer une
hypertrophie controlérale compensatoire (11). Les envahissements vasculaires et/ou
ganglionnaires sont des facteurs de mauvais pronostic qui doivent sérieusement remettre en
question la réalisation d’une chirurgie car cette derniére s’avere souvent futile. Lorsque
I'envahissement vasculaire est contro-latéral ou bilatéral, ou lorsque I'extension canalaire est
bilatérale et va au-dela des canaux hépatiques droit et gauche, la chirurgie est formellement
contre-indiquée (11).

Enfin, si un ictére important, ou une angiocholite sont présents, un drainage avec
pose d’endoprothése biliaire doit étre effectué dans un premier temps, afin de lever
I'obstruction biliaire et le sepsis, permettant ainsi d’améliorer I'état général du patient et de
réaliser un traitement chirurgical dans de meilleures conditions (7). Lorsqu’une résection
chirurgicale est considérée comme RO, le pronostic reste péjoratif avec une survie a 5 ans
variant entre 11 et 41% (11).

En cas de maladie localisée avec une tumeur inférieure a 3 cm et considérée comme
non résécable, I'association d’'un traitement néo-adjuvant et de la transplantation hépatique
semble donner des résultats intéressants. En effet, une étude rétrospective récente rapporte
une survie a 5 ans de 65%, et une survie a 10 ans de 59% dans une série de patient ayant

bénéficié d’'une radiochimiothérapie, et/ou d’'une curithérapie, et/ou d’une chimiothérapie
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d’entretien, avant transplantation hépatique (36). Ces résultats sont comparables aux autres
indications de transplantation, sous réserve que cette analyse de survie n’inclut pas les
patients ayant échappé aux traitements adjuvants réalisés dans [Iattente de Ia
transplantation hépatique. En effet, en analyse en intention de traiter, la survie a 5 ans était
abaissée a 53% (36).

La transplantation est toujours en cours d’évaluation, elle ne constitue donc pas un
standard thérapeutique, et sa réalisation ne peut avoir lieu que dans le cadre de protocoles

de recherche clinique.

Cholangiocarcinome extra-hépatique distal

Le traitement chirurgical du dCCA consiste en une résection de la voie biliaire
principale avec une duodénopancréatectomie céphalique et un curage ganglionnaire
régional. Lorsque la résection est considérée comme RO, la survie a 5 ans est de 27% (11).

Il n’y a pas d’indication de transplantation hépatique dans le traitement des dCCA.

Traitements loco-régionaux

Seulement 30% des patients sont résécables au moment du diagnostic, or
l'apparition de meétastases est tardive dans la physiopathologie du cholangiocarcinome.
Ainsi, de nouvelles techniques thérapeutiques se sont développées afin d’améliorer le
pronostic des patients ne pouvant bénéficier d’'une chirurgie a visée curative malgré une

maladie considérée comme localisée.

Radiofréquence percutanée

La radiofréquence percutanée (RFP) ne constitue pas un standard thérapeutique,
mais peut étre discutée dans des iCCA non résécables inférieurs a 5 cm et notamment de
moins de 3 cm. La proximité de la lésion tumorale avec des axes vasculaires, ou une taille
supérieure a 5 cm doivent cependant favoriser une autre technique thérapeutique (37). Une

étude de 17 patients avec une grande majorité de Iésions inférieures a 5 cm et de patients
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non opérables du fait d’'un volume hépatique résiduel insuffisant, rapporte une survie sans
progression médiane de 32,2 mois, et une survie globale médiane de 38,5 mois (38), avec
un faible nombre de complications en dehors d’'un déces par abcés hépatique. Une autre
étude de 7 patients avec une taille tumorale médiane de 2,4 cm rapporte une SSP et une SG
de respectivement 21,8 et 38,5 mois (39). Ainsi, le niveau de preuve en faveur de I'efficacité
de la radiofréquence percutanée dans le traitement des iCCA reste trés faible car ces
données sont basées sur des études rétrospectives non contrélées avec des effectifs trés

réduits.

Chimioembolisation artérielle

La chimioembolisation artérielle ou « transarterial chemoembolisation » (TACE) est
un standard thérapeutique dans le traitement des CHC localement avancés, qui sont des
tumeurs trés vascularisées, permettant ainsi une bonne efficacité anti-tumorale. La
vascularisation des cholangiocarcinomes intra-hépatiques est moins riche, I'efficacité de la
TACE est donc moins évidente dans cette indication. L’étude de Park et al, incluant 155
patients et comparant de maniére rétrospective, une TACE a base de cisplatine, aux soins
de support exclusifs, montre une survie globale médiane de 12,2 mois chez les 72 patients
traités par TACE, versus 3,3 mois de SG dans le groupe contréle (p<0,001) (40). Kiefer et al,
dans une série rétrospective de 62 patients avec iICCA (n=37) ou adénocarcinome
indéterminé (n=25) rapporte une survie globale médiane de 15 mois en réalisant une
chimioembolisation associant mitomycine C, doxorubicine, et cisplatine (41). Il s’agissait
cependant d’'une étude non contrblée, avec une population hétérogéne, car les patients
pouvaient avoir été traités par chirurgie, chimiothérapie systémique, ou RFP au préalable.
Enfin, Shen et al a évalué l'intérét d’'une chimioembolisation adjuvante aprés une résection a
visée curative, et cette derniére ne permettait pas d’améliorer la survie sans récidive de
maniére significative, lorsque comparée a la surveillance seule (42).

Une autre technique en cours d’évaluation est la chimioembolisation par billes

chargées ou «drug eluting bead-TACE » (DEB-TACE). Une étude récente compare
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rétrospectivement 3 études prospectives non contrélées non randomisées évaluant
respectivement une TACE a base de mitomycine, une chimioembolisation par des
microsphéres d’irinotécan, et une chimiothérapie systémique par gemcitabine-oxaliplatine.
L’analyse suggére que la chimiothérapie par billes chargées est supérieure a la TACE
conventionnelle (SG = 11,7 vs 5,7 mois), et donne des résultats comparables a la
chimiothérapie systémique (SG = 11,0 mois) (43) sous réserve d'une méthodologie
discutable, et d’un index de Karnofsky significativement inférieur dans le groupe traité par
TACE conventionnelle.

La plupart des études évaluant la chimioembolisation sont également rétrospectives,
avec des schémas de chimiothérapie non standardisés, n’offrant ainsi qu’un faible niveau de
preuve (7). Cette technique semble intéressante mais il est indispensable que essais
randomisés contrdlés soient réalisés afin de pouvoir la considérer comme une option

thérapeutique sérieuse.

Radiothérapie externe et radiochimiothérapie concomitante

La radiothérapie conformationnelle classique, du fait de la radiosensibilit¢ du
parenchyme hépatique, ne permet une irradiation qu’a des doses limitées et sur un volume
hépatique réduit car la dose totale hépatique ne doit pas excéder 30 Gy. Ainsi la
radiothérapie stéréotaxique ou « stereotactic body radiotherapy » (SBRT) se développe pour
permettre une escalade de dose au niveau tumoral, tout en limitant la dose délivrée au
parenchyme non tumoral. Une étude récente non contrélée incluant seulement 10 sujets,
dont 6 étaient porteurs d’'un iCCA et 3 d'un pCCA, a démontré que I'on pouvait délivrer
jusqu’a 60 Gy sur la tumeur selon un schéma hypofractionné. Cela permettait un contrdle
tumoral dans 25% des cas, la SSP médiane était de seulement 6,1 mois et la SG a 1 an, de
73% au prix d'une toxicité non négligeable puisqu’un sujet est décédé des suites d'une
insuffisance hépato-cellulaire secondaire a lirradiation, et un autre a présenté une sténose
biliaire post-radique (44). Une autre étude rétrospective non contrblée de 58 patients

porteurs d’un iCCA nouvellement diagnostiqué (n=28) ou récidivant (n=30), traités par SBRT
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a une dose médiane de 45 Gy selon un schéma hypofractionné rapporte une SG médiane
de 5 mois dans le premier groupe, et de 13 mois dans le groupe de récidives dont la grande
majorité étaient tardives, préjugeant de maladies moins agressives. La SG et la SSP a 1 an
n’étaient que de respectivement 45 et 26% (45). Ces résultats restent donc modestes et le
niveau de preuve de l'efficacité de la SBRT dans le CCA est trés faible.

Certaines équipes ont donc évalué I'association d’'une chimiothérapie systémique a
cette irradiation externe afin de potentialiser son efficacité. Ainsi, une étude prospective de
10 patients porteurs d’'un pCCA, a évalué I'association gemcitabine et SBRT (30 Gy en 3
fractions) avec des résultats prometteurs. La SSP et la SG étaient en effet respectivement
de 30,0 et 35,5 mois (46). Néanmoins, il s’agissait exclusivement de CCA péri-hiliaires qui
sont de meilleur pronostic que les ICCA et cette étude n’était pas contrélée.

Enfin, I'essai de phase Il FFCD 9902 a comparé une radiochimiothérapie
concomitante (RCC) a base de 5-Fluorouracile et cisplatine avec une irradiation de 50 Gy en
25 fractions, au schéma GEMOX. Cette étude a été arrétée prématurément en 2011 du fait
d’un rythme d’inclusion trop lent, mais elle a montré que la chimiothérapie seule (n=16) était
supérieure a la RCC (n=18), tant en survie sans progression (SSP médiane = 11,0 vs 5,8
mois), qu’en survie globale (SG = 19,9 vs 13,5 mois) (47). De méme que la radiothérapie
seule, le niveau de preuve d’'un bénéfice de la radiochimiothérapie concomitante reste trés
faible avec la nécessité d’études cliniques complémentaires. Ces traitements doivent donc

étre discuter au cas par cas et dans un cadre pluridisciplinaire.

Radioembolisation artérielle a I'yttrium 90

La radioembolisation artérielle ou « selective intraartierial radiotherapy » (SIRT) utilise
des microsphéres d’yttrium 90 qui est un émetteur § pur qui se dégrade en zirconium 90
libérant ainsi une énergie moyenne de 0,94 megaélectron volt avec une demi-vie de 2,67
jours et une pénétration moyenne de 2,5 mm, jusqua 11 mm au maximum (37). Cette
nouvelle technique semble efficace dans le cholangiocarcinome intra-hépatique, notamment

du fait de sa radiosensibilité. Une étude pilote a évalué l'efficacité de la SIRT dans le
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traitement des iCCA non résécables chez 58 patients et a rapporté une SG médiane de 14,9
mois dans I'ensemble de la cohorte, et de 31,8 mois chez les patients OMS 0 (n=12).
Lorsqu’il s’agissait de tumeurs périphériques, la SG était de 31,8 mois versus 5,7 mois dans
les formes tumorales infiltrantes, et les patients naifs de chimiothérapie présentaient
également une SG médiane de 31,8 mois versus 4,4 mois chez les patients déja traités par
chimiothérapie (48). Récemment, une autre étude rétrospective, non contrélée, évaluant la
SIRT dans une cohorte de 33 patients avec iCCA non résécables, ayant déja recu divers
traitements préalables (chirurgie, RFP, TACE, chimiothérapie systémique) a rapporté une
SSP et une SG médianes de respectivement 9,8 et 22,0 mois dans I'ensemble de la
population étudiée. Elle a par ailleurs confirmé le bénéfice supérieur de la SIRT chez les
patients OMS 0 avec une SSP et une SG médianes de 17,5 et 29,4 mois, et chez les
patients naifs de chimiothérapie avec une SG médiane de 22,7 versus 11,9 mois chez les
patients ayant déja recu de la chimiothérapie (49). La SIRT semble donc étre une option
prometteuse dans le traitement des iCCA non résécables, notamment chez les patients en
bon état général et naifs de chimiothérapie. Ces résultats doivent cependant étre confirmés

par des études prospectives randomisées contrdlées dont certaines sont en cours.

L’ensemble des stratégies thérapeutiques loco-régionales sont donc en cours
d’évaluation avec un niveau de preuve insuffisant a I'heure actuelle pour en faire des
standards thérapeutiques. Par ailleurs, il est difficile de favoriser une technique plutdt qu'une
autre comme I'a démontré Hyder et al dans une analyse rétrospective incluant 198 patients
porteurs d’'un iCCA, ayant été traités par TACE, DEB-TACE, embolisation seule, ou
radioembolisation a I'yttrium 90. Cette étude rapporte en effet une survie globale de 13,2
mois sans différence significative entre ces différentes techniques (50). Il est donc
indispensable de réaliser des essais prospectifs, randomisés et contrblés avec une
standardisation des schémas, afin d’évaluer plus rigoureusement ces techniques, et de

definir différentes stratégies thérapeutiques selon les types de cholangiocarcinome.
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Chimiothérapie

Traitement adjuvant

Aucun traitement adjuvant n’est a I'heure actuelle validé. Une récente méta-analyse
incluant 6712 patients présentant un cholangiocarcinome extra-hépatique ou vésiculaire, a
comparé chirurgie seule versus chirurgie associée a un traitement adjuvant (chimiothérapie
ou radiothérapie ou radiochimiothérapie concomitante). Elle a démontré que la réalisation
d’'un traitement adjuvant n’augmentait pas de maniére significative la survie. Cependant, les
sous-groupes présentant un envahissement ganglionnaire, et/ou des marges envahies R1
semblaient bénéficier de maniére significative de la chimiothérapie adjuvante (51). Il parait
donc raisonnable d’envisager une chimiothérapie adjuvante dans ces conditions, c’est
pourquoi un certain nombre d’essais ont été réalisés dans ce sens. L'essai frangais de phase
Il PRODIGE 12-ACCORD 18 dont les résultats sont en attente, compare ainsi I'association
gemcitabine-oxaliplatine (GEMOX) en situation adjuvante, a la surveillance seule. Par
ailleurs, l'essai allemand ACTICCA-1 compare [Iassociation gemcitabine-cisplatine
(GEMCIS) a la surveillance seule, et est encore en cours d’inclusion.

A I'heure actuelle, la chimiothérapie adjuvante doit donc se discuter au cas par cas,
en fonction notamment de la présence ou non de critéres anatomopathologiques de mauvais

pronostic, mais elle ne constitue en aucun cas un standard thérapeutique.

Traitement métastatique

Lorsque les patients présentent une maladie qui n’est ni accessible a un traitement
chirurgical, ni a un traitement local ou loco-régional, une chimiothérapie palliative est
indiquée. Le schéma de référence actuel est le GEMCIS. En effet, I'essai ABC-02 a
démontré la supériorité de cette association a la gemcitabine seule, tant sur la survie globale
(11,7 vs 8,1 mois ; p<0,001) qui était I'objectif principal, que sur la survie sans progression
(8,0 vs 5,0 mois ; p<0,001) lorsque I'analyse incluait 'ensemble des sujets (52). Ce bénéfice

était indépendant du stade tumoral et de la localisation du cholangiocarcinome intra ou extra-

34



hépatique, en dehors du sous-groupe des cholangiocarcinomes hilaires dans lequel il n’était
pas significatif. La toxicité n’était par ailleurs pas significativement majorée.

Une autre option envisageable en cas d’intolérance au cisplatine, est I'association
gemcitabine-oxaliplatine ou GEMOX, qui semble intéressante en terme de survie et de
tolérance. Elle n’a fait 'objet que d’essais non randomisés non controlés de phase Il (53, 54),
mais est classiquement utilisée notamment dans certains essais de phase 3 évaluant des
thérapies ciblées associées au GEMOX (55, 56). Un de ces essais de phase Il a analysé
I'efficacité et la tolérance du GEMOX dans deux groupes de patients selon leur statut de
performance OMS inférieur ou supérieur a 2. Ces deux groupes présentaient, une survie
globale de respectivement 15,4 et de 7,6 mois mais ils n’étaient comparé a aucun groupe
controle (54).

Aucune thérapie ciblée n’a pour l'instant montré un bénéfice dans le traitement du
cholangiocarcinome localement avancé ou métastatique. L’étude récente de phase Il BINGO
comparant le GEMOX seul au GEMOX-cetuximab n’a pas montré de supériorité de
I'association en survie globale et sans progression (56), de méme, que I'étude de phase Il
comparant le GEMOX seul au GEMOX-erlotinib (55). De nombreux autres essais sont en
cours, évaluant ainsi le sunitinib (inhibiteur des récepteurs PDGF-R et VEGF-R, et du proto-
oncogéne c-Kit), le vemurafenib (inhibiteur de BRAF), le RAD0O0O1 ou everolimus (inhibiteur
de mTOR), le Nab-paclitaxel, le cabozantinib (inhibiteur de cMET et VEGFR2), le CX-4945
(inhibiteur de la caséine kinase (CK)2 impliquée dans la production de métastases), etc.

En deuxiéme ligne, aucun schéma de chimiothérapie n’est validé dans le
cholangiocarcinome. Cependant, une revue systématique de 104 essais de chimiothérapie
de premiere ligne réalisés entre 1985 et 2006 dont seulement deux essais randomisés de
phase Il et un de phase lll, et incluant 2810 patients au total, suggére que les
fluoropyrimidines, la gemcitabine et les sels de platines sont les trois candidats les plus
efficaces. Leurs performances restent cependant limitées avec un taux de réponse médian
de 23%, et des survies sans progression et globale médianes de respectivement 4,1 et 8,2

mois (57). Ainsi, si les schémas GEMCIS ou GEMOX ont été réalisés en premiére ligne, un
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schéma de deuxiéme ligne a base de fluoropyrimidine pourrait donc étre envisagé. Des

essais randomisés contrdlés doivent cependant confirmer cette stratégie.

Le cholangiocarcinome est une maladie de trés mauvais pronostic avec une survie a
5 ans inférieure a 5 %. L’'unique situation ou un prélevement a visée anatomopathologique
n’est pas indispensable est lorsque le CCA est considéré comme résécable d’emblée sur les
examens radiologiques, ce qui représente moins de 30% des cas. Ainsi, une preuve
anatomopathologique devra étre obtenue chez plus de 70% des patients afin de déterminer
la suite de la prise en charge. Par ailleurs, les pCCA et dCCA sont majoritairement révélés
par un ictere obstructif et nécessitent par conséquent, un drainage dans les premiers temps
de la prise en charge.

Ainsi, 'objectif de notre étude était d’évaluer une nouvelle méthode de prélévement
cytologique endobiliaire associant aspiration de bile et brossage biliaire au cours de la CPRE
dans le but d’améliorer les performances diagnostiques de la cytologie biliaire dans le

diagnostic du cholangiocarcinome.
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Abstract

Background and Aim: Endobiliary brushing during endoscopic retrograde
cholangiopancreatography (ERCP) is the main technique used to diagnose a malignant
stricture, but has very poor sensitivity.

This prospective study evaluated the diagnostic performance of bile aspiration associated
with biliary brushing during ERCP to diagnose a malignant stricture, compared with brushing
alone.

Patients and Methods: Between January 2007 and December 2012, patients undergoing
ERCP to treat a biliary stricture were included. After a biliary sphincterotomy, 3—10 mL of bile
was aspirated into the brush catheter and collected in a dry sterile tube before and after
brushing (to yield three samples). Brushing was performed as commonly recommended.
Results: 111 consecutive patients (68 males, 43 females) were included; mean age 67+15.4
years. A final diagnosis of a malignant stricture was established in 51 patients, including 43
cholangiocarcinomas; 60 patients had benign strictures. Specificity and positive predictive
values were 100% for all samples. The diagnostic performance of the three-sample
combination of bile aspiration + brushing + bile aspiration was significantly greater than
brushing alone (p=0.004): sensitivity (Se)=84.3% vs. Se=66.7%. The three combined
samples gave a negative predictive value of 88.2%, with 92.8% of patients correctly
classified. When the cytology in the three combined samples was considered normal, the
negative predictive value was 94.7%.

Conclusion: In cases of biliary stricture, conducting bile aspiration before and after brushing
significantly increased the ability to diagnose a malignant stricture with a sensitivity of 84.3%
(p=0.004).

(Abstract words: 236)

Key words: biliary stricture; endoscopic retrograde cholangiopancreatography; bile

aspiration; cholangiocarcinoma; sensitivity
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Introduction

Cholangiocarcinoma is the second most common primary malignancy of the liver; incidence
and mortality rates are increasing worldwide V. This disease is often revealed by an icterus
or a cholangitis caused by a biliary stenosis in the context of asthenia, weight loss or, rarely,
abdominal pain % ?. One of the difficulties in its diagnosis resides in an often silent initial
tumor-growth phase, with late symptomatic presentation. Consequently, most patients have
an unresectable disease at the time of diagnosis and die within 12 months, whereas the 5-
year overall survival rates of resected patients vary from 8-47% for proximal
cholangiocarcinomas and 20-54% for distal tumors .

About 70% of cholangiocarcinomas arise at the bifurcation of the hepatic ducts and are
called peri-hilar cholangiocarcinomas: >90% are adenocarcinomas .

Some risk factors have been well defined for the development of cholangiocarcinoma as
primary sclerosing cholangitis, with a reported life-time incidence of between 5 and 10% ©©:
i.e., age (65% of patients are aged >65 years) 2, bile-duct adenoma, biliary papillomatosis,
chronic choledocholithiasis, Caroli disease (cystic dilatation of ducts, lifetime risk 7%),
choledochal cysts (~5% will transform, risk increases with age), Thorotrast, and smoking

(increased risk associated with primary sclerosing cholangitis) % 7

Other recently identified
risk factors are cirrhosis and viral hepatitis B or C, with a stronger association with
intrahepatic cholangiocarcinoma © ®. Nevertheless, most cases occur sporadically .

Non-invasive techniques, such as magnetic-resonance cholangiopancreatography, have
shown great sensitivity and specificity in detecting malignant biliary strictures @ particularly
contrast-enhanced magnetic resonance imaging (MRI) % Magnetic-resonance
cholangiopancreatography is also very efficient at evaluating the resectability of a biliary
tumor, but has no therapeutic action and does not provide an anatomopathological
examination. Indeed, because only <20% of cholangiocarcinomas are suitable for surgical

4)

resection ¥, in cases of symptomatic biliary stenosis, biliary drainage using endoscopic

retrograde cholangiopancreatography (ERCP) is often needed. Also, because of the severity
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and poor prognosis of this disease, with a global 5-year survival rate of <5% @, an
anatomopathological diagnosis has to be looked for to obtain a positive diagnosis and to
guide a therapeutic approach.

ERCP was firstly described in 1968 . Osnes et al. ", in 1975, were the first to report the
possibility of using ERCP and brushing to diagnose malignant stenoses. Nowadays, it is the
most commonly used diagnostic technique in cases of symptomatic biliary stricture to provide
both a diagnosis as well as being a first-line therapy. It is a safe and simple diagnostic

13, 14

technique ) but its diagnostic performance is considered insufficient, as reported in three

recent meta-analyses, with sensitivities between 41% and 45% (>,

With the aim of increasing diagnostic yield from biliary cytology, many studies have also
evaluated the new-generation cytobrush, but with disappointing results '®, or have found a
better rate of diagnosis '® but only for small series of patients. This increase in diagnostic
accuracy may be due to improvements in cellular yields, which seem to be key in cytological
diagnoses.

The aim of our study was to evaluate the diagnostic accuracy of bile aspiration in association

with biliary brushing used during ERCP. This combination was compared with brushing alone

in a large prospective cohort of patients with a biliary stricture.

Patients and Methods

Patients

This prospective study was realized at the University Hospital of Grenoble, France, from
January 1%, 2007 to December 31%, 2012. Every patient that underwent ERCP to treat a
biliary stricture with an undetermined diagnosis was analyzed. Every stenosis was confirmed
from preoperative imaging studies. If no etiology was suspected after these preoperative

examinations, the stenoses were considered to be undetermined.
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Patients with a previous diagnosis of bile-duct malignancy were excluded. Stenoses caused
by an extrinsic compression identified by pre-operative imaging were excluded. The different
types of compressive lesions were the following: pancreatic adenocarcinomas, and other
tumors like ampullary nodules, hepatocellular carcinoma, hepatic or pancreatic metastasis,
lymph node, pancreatic cyst, or pseudocyst. In cases of lithiasis extraction, patients were
included if a stenosis was revealed by post-extraction opacification; these stenoses were
called post-lithiasis stenoses if no other diagnosis was found.

Groups of patients were defined according to the undetermined character or not of the
stenosis, the necessity or not to perform a dilatation before the sampling procedure, and the
presence or not of an intraductal prosthesis placed during a previous procedure.

Results of a second ERCP were considered only if the first procedure did not give a clear
diagnosis i.e., normal cytology with suspicious imaging or suspicious cytology without clear
malignant cells. These ERCPs were analyzed separately.

Every patient gave their informed written consent. Our study was approved by an institutional

review board and respected the principles of the Declaration of Helsinki.

Sampling technique

After a biliary sphincterotomy, a guide wire was placed through the stenosis. A single-use
cytology brush protected by an 8-Fr catheter (ref. FS-CB-1.5-S Cook®) was slipped onto the
guide wire and positioned above the stricture. Initially, 3—10 mL of bile was aspirated into the
brush catheter using a connected syringe. The bile was collected in a dry sterile tube.
Brushing was then conducted using 10 passages in a to-and-fro motion across the stricture,
before this underwent classical cytological analyses (May Grumwald Griemsa, Papanicolaou
staining) and thin-layer cytology (PreservCyt®) ?°). If the stenosis was considered too narrow,
it was dilated using a biliary dilatation balloon before brushing.

After brushing, a second bile aspiration was conducted according to the same criteria as that

used for the first. After centrifugation of the two bile samples, classical cytological analyses
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were performed (May Grumwald Griemsa, Papanicolaou). Thus, three samples were
obtained from each patient: two aspirates and one from brushing.

Six endoscopists participated in the study: their minimal experience to obtain the three-
sample combination was the same as that to perform an usual ERCP brushing.

For each sample, the cytologist determined cellularity according to four categories
(insufficient; poor; medium; rich) and the types of cells found (malignant; atypical or
suspicious; inflammatory; normal; uninterpretable). When possible, the type of malignant cell
was described. One cytologist analyzed all three samples from each patient, and had access
to their clinical data. Three cytologists with a minimum of 5 years experience participated in
the study.

For each sample, a positive result was defined as the presence of malignant cells: all other
results were considered negative. At least one of the three samples had to have evidence of
malignant cells for the three-sample combination to be considered positive. In addition, we
analyzed the diagnostic accuracy of each sample if suspicious results were included with a
positive result.

A diagnosis of malignancy was confirmed by histopathological analysis or using evidence of
clinical and radiological progression during the follow-up period. A benign stricture was
defined as a stricture without suggestive evolution of a malignancy during a 1-year minimum
follow-up, which included clinical, radiological, and biological surveillance, or
histopathological analyses. Histological confirmation was obtained using different
complementary procedures: ultrasound-guided fine-needle aspiration was performed if a
pancreatic nodule or a compressive node appeared during the follow-up period, ampullary
biopsy if there was suspicion of an ampulloma, or per cholangioscopy biopsy was conducted
in cases of undetermined stenoses. Confirmation could also be obtained from a post-
operative histopathological examination in cases of a resectable lesion or by a biopsy of a

supposed metastatic site.
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Statistical analyses

We used the non-parametric Wilcoxon paired tests to compare the cellularity of the different
samples from each patient. The sensitivity/specificity (Se/Sp) balance, according to the
diagnosis obtained from each sampling method, was represented by area under ROC curves
(AUC) (with 95% CI), and paired analyses were used to compare the AUCs between the
three combined samples and brushing alone (Stata's roccomp command for correlated data),
with a Bonferroni correction for multiple tests when required. AUCs were also used to
compare the diagnostic performances of each sample between the different groups of
patients, as described in “Patients and methods” (Stata's roccomp command for independent
data). When the AUC comparison was not adapted to assess if sensitivity was significantly
increased or not for important variations in specificity, both sensitivity and specificity were
compared on their respective sides, between different sampling techniques, using the
McNemar test.

All statistical tests were two-sided, and a p-value of <0.05 was regarded as statistically
significant. Statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics software, version

20.0 (IBM Corp., Armonk, NY), and Stata 13 (Stata Corp., College Station, TX).

Results

Characteristics of the patients

From January 1%, 2007 to December 31%, 2012, 295 patients with a biliary stricture
underwent an ERCP. As shown in Figure 1, 127 patients were excluded because of a
compressive pancreatic adenocarcinoma, 38 patients because of other compressive lesions,
15 patients because of a too short follow-up, and four patients because a histological
diagnosis had been obtained before the ERCP. Thus, a total of 111 consecutive patients

were included in the analyses.
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The patients' main characteristics are summarized in Table 1. There were 68 males and 43
females, with a mean age of 66.8 + 15.4 years. Only 55 patients had a history of biliary
disease. Biliary stenoses were located in the common bile duct in 77 cases (69.4%), on the
bile-duct bifurcation in 27 cases (24.3%), and 7 had intrahepatic strictures (6.3%).

Eighteen patients already had an endobiliary prosthesis before the ERCP, from a previous
procedure. These patients were included only if they presented with a true undetermined
stenosis and had not benefited from our new technique during the first ERCP, when
performed in another center or during an emergency. Twenty-four patients had a dilatation
before brushing because the stenosis was too narrow.

Seventy-six patients (68%) presented with an undetermined stenosis because the
preoperative imaging could not determine a diagnosis. Sixteen of these were later diagnosed
as being malignant (22%). In contrast, 35 (32%) diagnoses of a tumoral stenosis were
already suspected from preoperative imaging because of the presence of an intraductal
process or metastasis.

A final diagnosis of a malignant stricture was established in 51 patients (Table 2): i.e., 7
pancreatic adenocarcinomas without any nodules, 43 cholangiocarcinomas (24 peri-hilar
tumors, 18 of the common bile duct, and 1 intrahepatic cholangiocarcinoma), and 1
ampulloma. Sixteen malignant stenoses were confirmed after a histological examination.

In 60 cases, the stenosis was considered benign (Table 2): 16 stenoses were caused by
pancreatitis (13 chronic pancreatitis, 3 acute pancreatitis), 10 by primary sclerosing
cholangitis, 10 by postoperative stenoses, 8 by post-lithiasis, 7 by odditis or other ampullary
benign stenoses, and 9 had undetermined benign strictures. Ten benign stenoses were
confirmed after a histological examination.

Among all the patients, there were nine ERCPs with adverse events (8.1%): three
angiocholitis (2.7%), three pancreatitis (2.7%), one perforation (0.9%), and two cases of
hemorrhage (1.8%). In two-thirds of these cases (6/9), biliary stenosis was secondary to

cholangiocarcinoma with four peri-hilar stenoses, the patients' mean age was 78 + 10.3
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years, all patients presented with jaundice before the procedure, and all ERCPs resulted in

the placement of a prosthesis.

Cytology yield

All included ERCPs allowed all three samples to be obtained: i.e., two bile-aspirations and
one brushing sample.

As shown in Figure 2, bile aspiration produced samples with rich cellularity in most cases: 62
(55.9%) samples were rich in cells when bile aspiration was done before brushing and 66
(59.5%) when it was done after brushing, whereas only 17 (15.3%) samples were rich in cells
when only brushing was done. If we added samples with medium cellularity to the cell-rich
samples within the analyses, and considered that they both represented "useful samples”,
we found that 83 (74.8%) and 89 (80.2%) of "useful samples" were obtained when bile
aspiration was done before and after brushing, respectively, whereas only 58 (52.3%) of
samples were "useful" when only brushing was done. Samples were considered as
unsufficient in respectively 4 and 2 patients, with bile aspiration before and after brushing,
and in 4 patients with brushing.

Wilcoxon paired tests showed there was richer cellularity when bile aspiration was done
before or after brushing compared to brushing alone, respectively, in 55.9% (p<0.0001) and
59.5% of patients (p<0.0001). Consequently, bile aspiration provided better-quality samples
than brushing alone. In contrast, there was no significant difference between when bile

aspiration was conducted before versus after brushing (p=0.484).

Diagnostic performances

The data on the diagnosis of malignant stenoses and the detection of malignant cells through
cytology are shown in Table 3. Each sampling technique had a specificity (Sp) and a positive
predictive value (PPV) of 100%. The sensitivities (Se) and negative predictive values (NPV)

were as follows: 72.6% and 81.1% when bile aspiration was done before brushing, 66.7%
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and 77.9% for brushing alone, and 76.5% and 83.3% when bile aspiration was done after
brushing. None of these results varied significantly from each other.

When combining the results of bile aspiration conducted before and after brushing with
brushing alone, Se and NPV reached 84.3% and 88.2%, respectively, with 92.8% of patients
correctly classified. AUC comparison showed that the diagnostic accuracy of the combined-
three samples was significantly superior to brushing alone (p=0.004).

We assessed if reducing the number of samples could increase the cost-effectiveness of the
technique. We tested the combination of brushing plus only one bile-aspiration sample, i.e.,
either before or after brushing, as shown in Table 3. Both two-sample combinations still gave
significantly higher results than brushing alone, and the combination of brushing and then
bile aspiration gave a similar ability to diagnose a malignant stenosis as the three combined
samples, i.e., bile aspiration conducted both before and after brushing.

We also assessed the accuracy of diagnosing malignant stenoses with the inclusion of
suspicious cells in addition to malignant cells. As shown in Table 4, this increased the
sensitivity and NPV for all types of samples, but decreased specificity and PPV. Thus, data
for brushing-alone were able to diagnose malignant stenosis at Sp = 95% and Se = 80.4%,
whereas the three combined samples (aspiration + brushing + aspiration) gave Sp = 91.7%
and Se = 94.1%. AUC comparisons regarding the diagnosis of a malignant stricture did not
reach statistical significance when the three combined samples were compared with
brushing alone (AUC=0.945 vs. 0.877; p=0.054); however, sensitivity was statistically greater
with the three combined samples compared to data for brushing alone (McNemar's test,
p=0.008), but with no significant decrease in specificity (p=0.157).

Finally, we analyzed the NPV of "normal" cytological results: this was 94.7% with only two
false negative results when the three samples were combined (and all three samples were
"normal"), whereas a normal result with brushing alone had an NPV of 84.4% and eight false

negative results.
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Group analyses

Data for undetermined stenosis (n=76) are summarized in Table 5. Sp and NPV were still
100%, and Se and NVP were as follows: brushing alone gave 43.8% and 87.0%, and the
three combined samples gave 62.5% and 90.9%. No statistical differences were found
(p=0.06).

The combined suspicious cytological results with the "positive-diagnosis" results are shown
in Table 6. The main results are as follows: brushing alone gave Sp=95.0%, Se=68.8%,
PPV=78.6%, NPV=91.9%, and the three combined samples gave Sp=91.7%, Se=87.5%,
PPV=73.7%, NPV=96.5%. No statistical difference was found to diagnose malignancy
among the undetermined stenoses (AUCs comparison: p=0.136; McNemar test: p=0.0833)
despite a great increase in the sensitivity of the three combined samples.

When patients with a biliary dilatation before sampling (n=24) (Supplementary Table S1)
were compared to patients without a dilatation, sensitivity was not modified according to data
for brushing alone (Se=66.7%), but it was significantly increased in the three combined
samples: i.e., 100% after dilatation versus 83.7% without dilatation (p=0.002). All samples
had a Sp and PPV of 100%.

In patients with a prosthesis from a previous procedure (n=18), diagnostic accuracy was
dramatically decreased compared to patients without a prosthesis (Supplementary Table
S2), respectively: brushing alone had a Se=40.0% versus 69.6% (p=0.245) for those with or
without a prosthesis, and the three combined samples gave a Se=40.0% versus 89.9% for
those with or without a prosthesis (p=0.049).

In patients with a final diagnosis of pancreatic adenocarcinoma without nodules (n=7) or
cholangiocarcinomas (n=43), the sensitivities were, respectively, 85.7% and 86.0% for the
three combined samples, whereas they were 42.9% and 72.1% for brushing alone.

In this series, six patients had a second ERCP with the three combined samples. This was
done in four patients because of a suspicious cytological result from a first ERCP, and in two
because of suspicious radiologic findings. Second ERCPs revealed the presence of

malignant cells in three cases, confirmed the presence of suspicious cells in one case, which
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was in fact a cholangiocarcinoma, and confirmed the absence of malignant cells in two

cases.

Discussion

This study shows that the combination of bile aspiration and brushing increased diagnostic
yield and gave richer cellularity and, thus, greater diagnostic accuracy from cytological
analyses compared to brushing alone. At the least, the combination of one bile aspiration
sample plus brushing is required, and the bile-aspiration sample obtained after brushing
seemed to have the greatest yield, reaching the same rate of diagnosis as the three
combined samples to detect malignant cells, with a sensitivity of 84.3%, and a specificity of
100%.

Bile-aspiration samples provide much richer cellularity, which increases the probability of
detecting any tumor cells. This is probably due to the large amount of desquamated cells in
suspension within bile. Moreover, even if brushing alone has a low yield and is often not
sufficient to establish a clear diagnosis, it probably increases desquamation of bile-duct cells
through its mechanical action. Thus, it is still useful because it potentiates the cytological
yield from bile aspiration conducted after brushing.

Furthermore, our study confirmed the results of a previous study, conducted in 2012, which
assessed bile aspiration in 42 patients with a suspected malignant biliary stricture and found
a sensitivity of 89% to detect malignant stenosis ",

In this study, we first tested malignant cells only, to obtain a positive-diagnosis result, and
excluded suspicious results from the analyses. However, we then tested the diagnostic
performances of each of the three different samples individually and in combination when
suspicious results were included with the positive results. The three combined samples
showed very high sensitivity (94.1%), which was statistically superior to brushing alone

(p=0.008) and did not significantly decrease specificity.
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ERCP is often done after determinant imaging, such as CT scans or MRI. Consequently, in
our study, the large majority of malignant biliary stenoses were already strongly suspected
after the preoperative work-up. Nevertheless, we wanted to analyze the diagnostic
performance of our technique in cases of biliary stenoses when imaging could not provide a
suspected diagnosis. This corresponds to a classical but difficult situation for clinicians. In
these undetermined stenoses, a diagnosis of malignancy within each sample remained low,
without a significant difference between brushing alone and the three combined samples,
with respectively, Se=43.8% vs. 62.5% (p=0.063). This was probably because of a lack of
statistical power.

The inclusion of suspicious results with those that had a positive-diagnosis revealed a
sensitivity to diagnose malignant stenoses of almost 90% in undetermined stenoses when
the three samples were combined, with only two false-negative results (one for an ampullary
adenocarcinoma diagnosed one year later), whereas the sensitivity of brushing alone
remained inferior to 70% (p=0.083). Even if this did not reach statistical difference, it shows
again how much bile aspiration seemed to aid the detection of malignant stenoses.
Furthermore, because the presence of an endobiliary prosthesis dramatically decreased the
sensitivity of all samples, it seems essential to assess the three combined samples before
any prosthesis placement to increase the chance of achieving a cytological diagnosis.

In our study, the overall adverse events rate was comparable with large series in the

e 13142) \with an equivalent post-ERCP pancreatitis rate, and a slightly higher post-

literatur
ERCP infection rate with 3 cholangitis (2.7%). All three patients presented well-known risk
factors for post-ERCP infections as cholangiocarcinoma, the presence of jaundice, age >80
years, and the placement of a stent during the procedure " 2%,

In addition, by its greater sensitivity to diagnose malignant biliary stenosis, our combination
of bile aspiration and brushing, should reduce the number of unnecessary surgical
procedures and additional diagnostic procedures. Even though cost-effectiveness was not

investigated, this should reduce the overall cost of diagnosing biliary strictures. Moreover, we

emphasize that this is a new technique that can be used by all biliary endoscopists who
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perform brushing, as the technicality of this combination (bile aspiration plus brushing) is the
same as for brushing alone. Also, our method seemed to have a much higher diagnostic
yield than other simple and routinely used techniques, such as per ERCP intraductal biopsy,
which had a sensitivity of 48.1% in a recent meta-analysis '").

In contrast, several studies report on methods attempting to improve diagnostic yields from
endobiliary samples through researching new markers, detecting RNA in bile,
immunostaining, as well as new endoscopic techniques, such as per cholangioscopy

% There are interesting results, as reported

biopsies ¥ or confocal laser endomicroscopy
in a meta-analysis published in 2014 by Burnett et al. ®®, but the procedures are complex
and expensive, and are still undergoing evaluation.

Our study shows that performing bile aspiration before and after brushing during ERCP
significantly increased the ability to diagnose malignant bile-duct strictures. This method

could be used as a standard procedure to improve the diagnosis of malignant strictures,

especially cholangiocarcinoma.
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Table 1: Patients' characteristics.

Population characteristics Data
Age : mean (SD) 66.8 (15.4)
Gender

Male 68 (61%)

Female 43 (39%)
Stenosis localization:

Common bile duct 77 (70%)

Bile-duct bifurcation 27 (24%)

Intra-hepatic ducts 7 (6%)
True undetermined stenosis

Yes 76 (68%)

No 35 (32%)
Dilatation before brushing

Yes 24 (22%)

No 87 (78%)
Prosthesis from a previous ERCP

Yes 18 (16%)

No 93 (84%)
Post-ERCP adverse events 9 (8.1%)

Pancreatitis 3(2.7%)

Angiocholitis 3 (2.7%)

Hemorrhage 2 (1.8%)

Perforation 1(0.9%)
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Table 2: Final diagnosis.

Type of stenosis n (%)
Malignant strictures 51 (46%)
Pancreatic adenocarcinoma 7 (6%)
Cholangiocarcinoma 43 (39%)
Peri-hilar tumor 24
Common bile duct 18
Intrahepatic 1
Ampullary carcinoma 1
Benign strictures 60 (54%)
Pancreatitis 16 (14%)
Acute pancreatitis 3
Chronic pancreatitis 13
Primary sclerosing cholangitis 10
Postoperative stenosis 10
Post-lithiasis stenosis 8
Odditis and other benign ampullary stenoses 7
Undetermined benign stenosis 9
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Table 3: Accuracy to diagnose malignancy after detecting malignant cells according to the

different sampling methods.

Detection of malignant Sp Se PPV | NPV | Well-classified AUC Bonferroni
cells (%) | (%) (%) (%) patients (%) [95% CI] p-value
Brushing alone 100 | 66.7 | 100 | 77.9 87.4 0.833 Reference
[0.768:0.899]
Bile aspiration before 100 | 72.6 100 | 81.1 84.7 0.863 1
brushing [0.786:0.940]
Bile aspiration after 100 | 76.5 100 | 83.3 89.2 0.882 0.646
brushing [0.824:0.941]
Combination of three 100 | 84.3 | 100 | 88.2 92.8 0.922 0.004
samples [0.871:0.972]
Combinations of two
samples
Bile aspiration and then | 100 | 78.4 100 | 845 89.2 0.892 0.039
brushing [0.823:0.922]
Brushing and then bile 100 | 84.3 | 100 | 88.2 92.8 0.922 0.004

aspiration

[0.871:0.972]

Sp: specificity; Se: sensitivity; PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value.
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Table 4: Accuracy to diagnose malignancy after detecting malignant and suspicious cells

according to the different sampling methods.

Detection of Sp Se PPV | NPV | Well-classified AUC p-value

malignant and (%) (%) (%) (%) patients (%) [95% CI] *

suspicious cells

Brushing alone 95.0 | 804 | 93.2 | 851 88.3 0.877 Reference
[0.804:0.950]

Bile aspiration before | 95.0 | 84.3 | 93.5 | 87.7 90.0 0.897 ND

brushing [0.829:0.964]

Bile aspiration after 93.3 | 86.3 | 91.7 | 88.9 90.2 0.898 ND

brushing [0.832:0.964]

Combination of three 917 | 941 | 90.6 | 94.8 92.8 0.945 0.054

samples [0.895:0.994]

Sp: specificity; Se: sensitivity; PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value.

* AUCs were compared between "Brushing alone" and the "Three combined samples”.

ND= not determined because of irrelevance of this statistical comparison and the increase of

alpha error if done.
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Table 5: Accuracy to diagnose malignancy after detecting malignant cells according to the

different sampling methods in undetermined stenoses.

Detection of Sp Se PPV NPV | Well-classified AUC p-value

malignant cells (%) (%) (%) (%) patients (%) [95% CI] *

Brushing 100 | 43.8 100 87.0 88.2 0.719 Reference
[0.593:0.844]

Bile aspiration 100 | 43.8 100 87.0 88.2 ND

before brushing

Bile aspiration 100 | 50.0 100 88.2 89.5 ND

after brushing

Combination of | 100 | 62.5 100 90.9 92.1 0.813 0.063

three samples [0.690:0.935]

Sp: specificity; Se, sensitivity; PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value.
* AUCs were compared between "Brushing alone" and the "Three combined samples".

ND= not determined because of irrelevance of this statistical comparison and the increase of
alpha error if done.
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Table 6: Accuracy to diagnose malignancy after detecting malignant and suspicious cells

according to the different sampling methods in undetermined stenoses.

Detection of suspicious | Sp Se | PPV | NPV | Well-classified AUC p-value

and malignant cells (%) | (%) | (%) | (%) patients (%) [95% CI] *

Brushing 95.0 | 68.8 | 78.6 | 91.9 89.5 0.819 Reference
[0.698:0.939]

Bile aspiration before 95.0 | 68.8 | 78.6 | 91.9 89.5 ND

brushing

Bile aspiration after 93.3 | 68.8 | 73.3 | 91.8 88.2 ND

brushing

Combination of three 91.7 | 87.5 | 73.7 | 96.5 90.8 0.896 0.136

samples [0.805:0.987]

Sp: specificity; Se: sensitivity; PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value.

* AUCs were compared between "Brushing alone" and the "Three combined samples”.

ND= not determined because of irrelevance of this statistical comparison and the increase of

alpha error if done.
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Supplementary Table 1: Detection of malignant cells with or without dilatation before

brushing.
Detection of malignant cells Sp Se PP | NPV | AUC [95% CI] p-value
(%) | (%) |V | (%)
(%)
Brushing
Without dilatation 100 | 66.7 | 100 | 75.0 | 0.833[0.758:0.908] | Reference
With dilatation 100 | 66.7 | 100 | 78.7 | 0.833[0.694:0.973] | 1.000
Bile aspiration before brushing
Without dilatation 100 | 66.7 | 100 | 78.7 | 0.833[0.758:0.908] | Reference
With dilatation 100 | 91.7 | 100 | 92.3 | 0.958[0.877:1.000] | 0.027
Bile aspiration after brushing
Without dilatation 100 |71.8 | 100 | 81.4 | 0.859[0.787:0.931] | Reference
With dilatation 100 | 91.7 | 100 | 92.3 | 0.958[0.877:1.000] | 0.073
Combination of three samples
Without dilatation 100 | 83.7 | 100 | 85.7 | 0.897[0.833:0.962] | Reference
With dilatation 100 100 100 | 100 1.000 [1.000:1.000] | 0.002

Sp: specificity; Se: sensitivity; PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value.
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Supplementary Table 2: Detection of malignant cells with or without a prosthesis before the

ERCP.

Detection of malignant cells Sp | Se PPV | NPV | AUC [95% CI] p-value
(%) | (%) | (%) | (%)
Brushing
Without a prosthesis 100 | 69.6 | 100 77.0 | 0.847[0.781:0.915] | Reference
With a prosthesis 100 | 40.0 | 100 81.2 | 0.700[0.460:0.940] | 0.245
Bile aspiration before brushing
Without a prosthesis 100 | 78.7 | 100 82.5 | 0.891[0.831:0.952] | Reference
With a prosthesis 100 | 20.0 | 100 76.5 | 0.600 [0.404:0.796] | 0.005
Bile aspiration after brushing
Without a prosthesis 100 | 80.4 | 100 83.9 | 0.902[0.844:0.960] | Reference
With a prosthesis 100 | 40.0 | 100 81.2 | 0.700[0.460:0.940] | 0.109
Combination of three samples
Without a prosthesis 100 | 89.1 | 100 90.4 | 0.945[0.900:0.991] | Reference
With a prosthesis 100 | 40.0 | 100 81.2 | 0.700[0.460:0.940] | 0.049

Sp: specificity; Se: sensitivity; PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value.
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Figure 1: Flow chart of 295 patients with biliary stricture plus per-ERCP three-sample

combination. Data were collected between January 2007 and December 2012.

Patients with biliary stricture plus per-ERCP
three-sample combination (n = 295)

Excluded patients (n = 184) :

- Compressive cephalic pancreatic
adenocarcinomas (n = 127)

- Other compressive lesions (n=38)
- Patients with an unsufficient follow-up (n = 15)

- Malignant stenoses already diagnosed (n = 4)

v

111 included patients
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Figure 2: Cellularity within the cytological samples.
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STARD checklist for reporting of studies of diagnostic accuracy

Section and Topic Item On page
TITLE/ABSTRACT/ 1 Identify the article as a study of diagnostic accuracy (recommend MeSH 1
KEYWORDS heading 'sensitivity and specificity').
INTRODUCTION 2 State the research questions or study aims, such as estimating diagnostic 6
accuracy or comparing accuracy between tests or across participant
groups.
METHODS
Participants 3 The study population: The inclusion and exclusion criteria, setting and 6-7
locations where data were collected.
4 Participant recruitment: Was recruitment based on presenting symptoms, 6-8
results from previous tests, or the fact that the participants had received
the index tests or the reference standard?
5 Participant sampling: Was the study population a consecutive series of 6-7
participants defined by the selection criteria in item 3 and 4? If not,
specify how participants were further selected.
6 Data collection: Was data collection planned before the index test and 7-9
reference standard were performed (prospective study) or after
(retrospective study)?
Test methods 7 The reference standard and its rationale. 7-8
8 Technical specifications of material and methods involved including how 7-8
and when measurements were taken, and/or cite references for index
tests and reference standard.
9 Definition of and rationale for the units, cut-offs and/or categories of the 7-8
results of the index tests and the reference standard.
10 The number, training and expertise of the persons executing and reading 8
the index tests and the reference standard.
11 Whether or not the readers of the index tests and reference standard 8
were blind (masked) to the results of the other test and describe any
other clinical information available to the readers.
Statistical methods 12 Methods for calculating or comparing measures of diagnostic accuracy, 8-9
and the statistical methods used to quantify uncertainty (e.g. 95%
confidence intervals).
13 Methods for calculating test reproducibility, if done. Not done
RESULTS
Participants 14 When study was performed, including beginning and end dates of 10
recruitment.
15 Clinical and demographic characteristics of the study population (at least 10-11
information on age, gender, spectrum of presenting symptoms).
16 The number of participants satisfying the criteria for inclusion who did or 11
did not undergo the index tests and/or the reference standard; describe
why participants failed to undergo either test (a flow diagram is strongly
recommended).
Test results 17 Time-interval between the index tests and the reference standard, and NA
any treatment administered in between.
18 Distribution of severity of disease (define criteria) in those with the target NA
condition; other diagnoses in participants without the target condition.
19 A cross tabulation of the results of the index tests (including No
indeterminate and missing results) by the results of the reference
standard; for continuous results, the distribution of the test results by the
results of the reference standard.
20 Any adverse events from performing the index tests or the reference 9-10
standard.
Estimates 21 Estimates of diagnostic accuracy and measures of statistical uncertainty 10-14
(e.g. 95% confidence intervals). 23-28
22 How indeterminate results, missing data and outliers of the index tests 11
were handled.
23 Estimates of variability of diagnostic accuracy between subgroups of Not done
participants, readers or centers, if done.
24 Estimates of test reproducibility, if done. Not done
DISCUSSION 25 Discuss the clinical applicability of the study findings. 16-17
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PARTIE Il

DISCUSSION



Dans cette étude nous avons montré que l'association de I'aspiration de bile au
brossage augmente le rendement diagnostique grace a une densité cellulaire des
prélevements de bile significativement supérieure a celle du brossage. Par ailleurs, nous
avons constaté que I'association du brossage avec le prélevement de bile aprés brossage
seul, permettait d’obtenir des résultats comparables a I'association des 3 prélévements, et
que ce prélévement de bile aprés brossage analysé seul, offrait un rendement cellulaire et
des performances diagnostiques supérieures au prélevement de bile réalisé avant le
brossage. Cette supériorité n’était pas significative, probablement du fait d’'un défaut de
puissance, mais cela suggére le role potentialisateur qu’a le brossage, en augmentant la
desquamation des cellules malignes.

Une étude récente de 42 patients dont 14 cholangiocarcinomes a évalué I'aspiration
de bile aprés un brossage plus agressif de la sténose a I'aide d’'un stylet positionné au bout
d’'un cathéter. Cette derniére a rapporté une sensibilité de 89% (58), ce qui suggére que
I'action mécanique du brossage et I'efficacité de I'aspiration de bile pour collecter les cellules
sont synergiques et que leur association doit étre privilégiée. Par ailleurs, aucun prélevement
de bile seul n’était statistiquement supérieur au brossage, il semble donc essentiel d’associer
plusieurs prélévements pour obtenir un rendement diagnostique optimal, d’autant plus que la

spécificité de la cytologie biliaire restait a 100% quel que soit le nombre de prélévements.

Dans cette étude, nous avons décidé d’exclure les sténoses secondaires a une
compression extrinséque pour des raisons physiopathologiques d’une part, et parce que la
déemarche diagnostique est souvent différente d’autre part. En effet, dans le
cholangiocarcinome, la tumeur a un développement initial intra-mural a partir de I'épithélium
biliaire ou des glandes péri-biliaires, puis son extension peut prendre différents aspects
comme décrit précédemment. Ainsi, lorsqu’il y a une sténose, le mécanisme obstructif est
directement secondaire a I'envahissement tumoral, ce qui justifie la réalisation de
prélevements endobiliaires. Lorsque la sténose est secondaire a une compression

extrinseque par une adénopathie, ou une Iésion pancréatique céphalique bien individualisée,
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I'envahissement tumoral intra-canalaire est inconstant, et une approche diagnostique par
cytoponction sous écho-endoscopie bilio-pancréatique est plus adaptée. Néanmoins, dans
notre série, la sensibilité de I'association des 3 prélévements chez les patients avec un
diagnostic final d’adénocarcinome pancréatique était de 86% ce qui suggére que lorsqu’une
Iésion tumorale pancréatique céphalique est a 'origine d’une sténose biliaire, cette méthode
diagnostique est aussi trés performante. Il serait donc intéressant d’évaluer la performance
de notre méthode dans le diagnostic de 'adénocarcinome pancréatique, comparée a la cyto-

ponction sous EEBP comme méthode de référence (59).

Dans notre série, la présence d’une prothése biliaire était associée a une diminution
de la sensibilité de 'ensemble des prélévements, et ce de maniére significative concernant
'association des 3 prélevements. |l semble donc primordial de réaliser ces prélévements
cytologiques dés la premiere procédure endoscopique quand cela est envisageable. En
revanche, la réalisation d’'une dilatation avant d’effectuer les prélévements cytologiques,
dans le cas d’'une sténose trés serrée, ne semblait pas préjudiciable. Les performances
étaient méme supérieures lorsqu’une dilatation avait été réalisée, ce qui est probablement d
au fait que le caractere serré d’'une sténose correspond a un envahissement tumoral intra-

canalaire plus important et non a 'action mécanique du ballonnet de dilatation.

Cette méthode diagnostique est réalisable par tout endoscopiste formé a la CPRE,
car son niveau de technicité est comparable a la réalisation d’'un brossage biliaire seul. En
revanche, sur le plan cytologique, une des limites de cette étude, est que la quasi-totalité des
prélevements a été lue par la méme cytologiste, or il existe une variabilité inter-observateur.
En effet, dans une série de 55 sténoses biliaires bénéficiant d’'une CPRE avec brossage
endobiliaire, deux cytologistes expérimentés analysant les lames en aveugle lors de deux
sessions a 4 mois d’intervalle, ont conclu au méme diagnostic dans 65% et 73% des cas
(60). De méme, I'absence de lecture en aveugle est également un biais potentiel a I'origine

d’une inflation des performances diagnostiques des méthodes évaluées. Cependant, dans le
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groupe de sténoses indéterminées ou aucune orientation n’était connue au moment de
'analyse cytologique, la supériorité de la nouvelle méthode étudiée est proche du seuil de
significativité (p=0,063). Cette différence n’est pas significative, du fait d’'un défaut de
puissance car seulement 16 sténoses tumorales étaient initialement considérées comme
indéterminées.

Une autre limite de cette étude est le fait que la lecture des 3 préléevements était
réalisée dans le méme temps. Ainsi, lorsqu’un prélevement mettait en évidence des cellules
malignes, cela pouvait influencer 'analyse des deux autres prélévements associés, ce qui
peut expliquer les performances supérieures du brossage biliaire dans notre étude par
rapport a la littérature (31-33). Cela a probablement également été a I'origine d’'une inflation

du risque de premiére espéce.

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer les performances diagnostiques de
cette nouvelle association de 3 prélevements endobiliaires dans le diagnostic des sténoses
malignes. Pour cela, les résultats étaient considérés comme positifs uniquement lorsque des
cellules malignes étaient retrouvées sur I'analyse cytologique. Cependant, certaines études
considerent la présence de cellules suspectes comme un résultat positif (32, 33). Ces
derniéres ont en effet un réel intérét diagnostique car leur présence induit systématiquement
la réalisation d’examens complémentaires augmentant ainsi les chances d’obtenir un
diagnostic de malignité. Dans notre étude, leur inclusion dans les résultats positifs augmente
la sensibilité de I'association des 3 préléevements a 94,1%, mais au prix d’'une baisse de la
spécificité a 91,7%, aboutissant ainsi a une comparaison des aires sous la courbe (AUC)
non significative (p=0,054) entre Il'association des 3 prélévements et le brossage.
Cependant, lorsque la sensibilité et la spécificité étaient analysées séparément par des tests
de McNemar, la sensibilité de notre nouvelle méthode était significativement supérieure
(p=0,008), sans qu’il y ait une baisse significative de sa spécificité (p=0,157).

Dans la situation des sténoses indéterminées, l'inclusion des cellules suspectes dans

les résultats positifs augmentait la sensibilité de notre association de prélévements de bile et
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de brossage a 87,5% versus 68,8% avec le brossage seul (p=0,083). Cela confirme I'utilité
de cette nouvelle méthode car dans 87,5% des cas, un diagnostic de malignité aura été
obtenu soit lors de cette procédure endoscopique, soit lors d’'une procédure ultérieure dont la
réalisation aura été motivée par la présence de cellules suspectes. Cela permet donc un
diagnostic positif plus rapide dans une situation ou ce dernier était difficilement obtenu avec
le brossage seul, et ce, dans le méme temps que le drainage biliaire, souvent indispensable
dans les premiers temps de la prise en charge d’'une sténose biliaire. Par conséquent, méme
si aucune évaluation du rapport colt-efficacité n’a été réalisée dans cette étude, la réduction
du nombre de procédures diagnostiques nécessaires est probablement a I'origine d'une
diminution du co(t global du diagnostic des sténoses biliaires, et de sa iatrogénie.

Par ailleurs, dans cette série, le taux de complications est comparable a la littérature
(61-63), avec un nombre total de 9 complications (8,1%) dont 3 pancréatites aigués (2,7%),
et 3 angiocholites (2,7%). Les complications infectieuses sont discrétement plus fréquentes
que dans les séries précédemment publiées, mais I'ensemble des patients concernés
présentaient des facteurs de risque d’infection post-CPRE bien connus, tels que l'ictére, la
présence d’'un cholangiocarcinome, un age élevé (supérieur a 80 ans) et la mise en place
d’une prothése biliaire (63, 64).

Cette méthode associant aspiration de bile et brossage biliaire offre donc de tres
bonnes performances diagnostiques, avec une technicité et une iatrogénicité comparables a

la méthode de référence.
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Méthodes diagnostiques alternatives ou complémentaires au brossage biliaire

De nombreuses autres méthodes sont en cours d’évaluation ou ont tenté d’améliorer
le diagnostic des sténoses malignes. Deux axes se dessinent clairement : 'optimisation de la
qualité des prélevements qui passe par une sophistication du matériel endoscopique, et
I'optimisation des analyses réalisées sur ces prélevements par le biais de diverses méthodes
de biologie moléculaire.

Ainsi, les biopsies endobiliaires par CPRE sont réalisées par certains centres car
elles sont relativement simples a réaliser quoique légérement plus invasives. Elles
permettent en théorie I'obtention de véritables prélévements histologiques, mais leur
sensibilité est en réalité faible, a 48,1% (33). La cholangioscopie (Spyglass ®) permet
d’'obtenir de maniére plus fiable des biopsies endobiliaires, ainsi qu’une analyse
macroscopique par vision directe. Dans une récente méta-analyse, sa sensibilité et sa
spécificité étaient de respectivement 66,2% (IC95 = 59,7-72,3%) et 97,0% (IC95 = 94,0-
99,0%) dans le diagnostic du CCA, et de 74,7% (IC95 = 63,3-84,0%) et 93,3% (IC95 = 85,1-
97.8%) dans le diagnostic de malignité des sténoses considérées comme indéterminées
(65).

Une autre technique en cours d’évaluation qui semble prometteuse, est
'endomicroscopie confocale. Dans une récente série prospective de 89 patients, sa
sensibilité était excellente, évaluée a 98,0%, mais avec une spécificité de seulement 67%
(66). Ces deux techniques ont un codt, et un niveau d’expertise requis élevés, elles restent

donc peu accessibles et ne sont disponibles que dans un nombre limité de centres experts.

Les nouvelles méthodes d’analyses semblent également permettre une amélioration
notable des performances diagnostiques des prélevements d’origine biliaire dans le
diagnostic des sténoses malignes. Ainsi, I'utilisation de la technique d’hybridation in-situ par

fluorescence ou « fluorescence in situ hybridization » (FISH) combinée a la cytologie, permet
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de faire le diagnostic de CCA avec une sensibilité variant entre 72,2 et 85,2% dans la
littérature (67). Trois anomalies chromosomiques sont classiquement recherchées : la
trisomie 7, la tétrasomie, et la polysomie. La FISH est particulierement intéressante dans la
cholangite sclérosante primitive (7, 11), car la présence d’'une polysomie semble étre un
marqueur de haut risque de développer un cholangiocarcinome, détectable en moyenne 2,7
ans avant I'apparition d’une véritable tumeur biliaire (7). Enfin, sur des prélevements obtenus
par brossage, la présence d'une délétion 9q21 du géne suppresseur CDKN2A permet de
faire le diagnostic de CCA avec une sensibilité de 89% et une spécificité de 97% lorsqu’elle
est associée a une polysomie (68).

L’immunohistochimie améliore également la sensibilité des prélévements
cytologiques biliaires. Par exemple, 'immunomarquage de la protéine « Insulin-like growth
factor Il mMRNA-binding protein 3 » (IMP3), surexprimée dans de nombreux cancers dont le
cholangiocarcinome, permet d’augmenter la sensibilité du diagnostic de CCA a 86,4+4,9%
lorsqu’il est combiné a I'examen cytologique de prélévements obtenus par cytobrossage ou
par cytoponction sous EEBP (67). Cette sensibilité atteint méme 100% avec une spécificité
de 95% lorsque la recherche de IMP3 et l'analyse cytologique sont associées a
limmunomarquage de la protéine S100A4 également surexprimée dans de nombreux
cancers (69).

La recherche de protéines dans la bile par méthode de type protéomique permet
également d’optimiser le rendement diagnostique des prélévements de bile avec des
sensibilités variant de 26,5+11,0% a 97,0+5,2% (67). Ainsi, lorsqu’elle est associée au
dosage sérique du CA19-9, la lipocalin 2 ou « neutrophil gelatinase-associated lipocalin » a
une sensibilité¢ de 90,9% et une spécificité de 66,1% dans le diagnostic de CCA (70).
L’association du CA19-9 sérique et de la glycoprotéine « carcinoembryonic cell adhesion
molecule 6 » (CECAMG6) permet elle, de faire le diagnostic de malignité d’'une sténose biliaire
avec une sensibilité de 97,0% et une spécificité de 83% (71).

L’analyse de séquences ARN par rétrotranscription et amplification par PCR, de

genes préalablement identifiés comme impliqués dans les cancers bilio-pancréatiques par
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des méthodes de type transcriptomique, offre également des performances intéressantes
dans le diagnostic des sténoses malignes. Par exemple, I'association des ARNs messagers
des protéines IMP3, « homeobox B7 » (HOXB7), et de la sérine/thréonine kinase Nek2 dans
des prélévements biliaires obtenus par brossage, permettait le diagnostic de sténose biliaire
maligne avec une sensibilité et une spécificité de respectivement, 77,8% et 87,2% dans une
récente série rétrospective de 119 patients dont 52 CCA (72).

Il est aussi possible de rechercher dans la bile les mutations de 'ADN associées a la
présence des cancers bilio-pancréatiques et notamment du CCA. Par exemple la recherche
des mutations de KRAS dans la bile a une sensibilité¢ de 47,0+3,6% dans les sténoses
malignes (67). Par ailleurs, dans une série de 76 patients dont 56 porteurs d’'une CSP, une
mutation de KRAS était présente chez 30% des patients porteurs de CSP. Sa présence
semblait étre associée a un plus grand risque de développer un cholangiocarcinome ou des
dysplasies biliaires. La présence d’'une mutation KRAS pourrait donc constituer un marqueur
d’'un stade trés précoce de la cancérogénése biliaire et avoir un intérét pronostique dans le
suivi des CSP (73). Elle n’a cependant aucune valeur diagnostique.

Enfin, TARN et 'ADN peuvent également étre détectés au niveau plasmatique par
des méthodes de type « digital PCR » avec parfois d’excellents résultats. Par exemple, le
micro ARN miR-21 est impliqué dans la prolifération, l'invasion et la migration cellulaires, ce
qui en fait un marqueur pertinent dans plusieurs cancers. Ainsi, dans une série comprenant
94 sténoses malignes, 23 bénignes, et 50 sujets sains, la présence de miR-21 permet de
distinguer les patients avec une sténose maligne, des sujets sains avec une sensibilité et
une spécificité de 84,0% et 98,0%, et de faire la différence entre sténoses malignes et
sténoses bénignes avec une sensibilité et une spécificité de 71,2% et 91,6%. Lorsque cette
recherche était combiné au marqueur sérique CA19-9, les sensibilités et spécificités, étaient
respectivement de 90,4% et 100% lorsque comparé aux volontaires sains, et de 79,8% et

91,3% lorsque comparé aux sténoses bénignes (74).
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La majeure partie de ces techniques est encore en cours d’évaluation, et ne bénéficie
a I'’heure actuelle, que d’un faible niveau de preuve scientifique. Si leur sensibilité est parfois
excellente, leur spécificité reste souvent insuffisante. De plus, leur niveau de technicite, et
I'expertise qu’elles requiérent sont souvent élevés, ce qui les rend inaccessibles a la majorité
des centres d’endoscopie digestive.

Notre nouvelle méthode associant aspiration de bile et brossage biliaire permet de
faire le diagnostic de malignité des sténoses biliaires avec une sensibilité et une spécificité
de respectivement 84,3% et 100% ce qui fait partie des meilleures performances
diagnostiques possibles a ce jour. Par ailleurs, étant réalisée au cours d'un geste
thérapeutique souvent indispensable dans la prise en charge des patients ayant une sténose
biliaire maligne, son colt et sa morbidité restent comparables a la méthode de référence
qu’est le brossage biliaire par CPRE. Ainsi, afin optimiser l'efficacité du diagnostic des
sténoses malignes et notamment du cholangiocarcinome, cette méthode devrait étre ajoutée

a la procédure diagnostique standard.
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: Incidence du cholangiocarcinome dans le monde. Bridgewater et al.
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Annexe 2 : Classifications TNM (7e édition) — UICC — AJCC (2010) des
cholangiocarcinomes

Annexe 2A : Cancers des voies biliaires intra-hépatiques.

Extension MO M1
NO N1

Tis In situ (carcinome intraductal) 0

T1 Tumeur solitaire sans invasion vasculaire |

T2a Tumeur solitaire avec invasion vasculaire Il

T2b | Tumeurs multiples

T3 Péritoine viscéral (perforation) 1T VA
Organes extra-hépatiques adjacents
T4 Péri-ductale IV A

T : tumeur primitive (TX : non évaluable ; TO : non décelable).
N : métastases ganglionnaires régionales (NX : non évaluables ; NO : absence ; N1/N2 : présence).
M : métastases a distance (MO : absence ; M1 : présence ; N.B. : MX : abandonné).

Annexe 2B : Cancers des voies biliaires extra-hépatiques proximales

Extension MO M1
NO N1* N2**
Tis In situ 0
T1 Paroi biliaire (jusqu'au muscle ou au tissu fibreux) I I B
T2a Au-dela de la paroi biliaire (jusqu'au tissu adipeux) Il
T2b Parenchyme hépatique adjacent A
T3 Veine porte (atteinte unilatérale) IV A
Artére hépatique (atteinte unilatérale)
T4 Veine porte (tronc ou atteinte bilatérale)

Artére hépatique commune

Canaux biliaires secondaires

- Atteinte bilatérale

- Atteinte unilatérale avec envahissement
controlatéral de la veine porte ou de l'artére
hépatique

* Le long du canal cystique, du canal hépatique commun, de l'artére hépatique commune et de la
veine porte.

** Péri-aortiques, péri-caves, du tronc coeliaque et de 'artere mésentérique supérieure.

T : tumeur primitive (TX : non évaluable ; TO : non décelable).

N : métastases ganglionnaires régionales (NX : non évaluables ; NO : absence ; N1/N2 : présence).
M : métastases a distance (MO : absence ; M1 : présence ; N.B. : MX : abandonné).

Annexe 2C : Cancers des voies biliaires extra-hépatiques distales

Extension MO M1
NO N1

Tis In situ 0

T1 Paroi biliaire (jusqu'au muscle ou au tissu fibreux) A

T2 Au-dela de la paroi biliaire I B

T3 Organes adjacents* A 1B

T4 Tronc coeliaque 1
Artére mésentérique supérieure

* Vésicule biliaire, pancréas, duodénum ou autres organes adjacents.

T : tumeur primitive (TX : non évaluable ; TO : non décelable).

N : métastases ganglionnaires régionales (NX : non évaluables ; NO : absence ; N1/N2 : présence).
M : métastases a distance (MO : absence ; M1 : présence ; N.B. : MX : abandonné).
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Annexe 3

Prospective evaluation of the performance of per ERCP bile aspiration combined to endobiliary brushing
in the diagnosis of malignant strictures of the biliary tract.
Gaél Roth!, Philippe Bichard!, Hubert Roth?, Michele Fior-Gozlan®, Jean Auroux!, Christian Letoublon®, Ivan Bricault’, Vincent Leroy', and Thomas Decaens'

CHU

sEimMONLE

1-Deartment o Gastroenrology sad Hepsilogy

EE FOURIER

SRS, THOHNOLOGE. VRIS INE,

Introduction

- Cholangiocarcinoma (CCA) is the second commonest malignancy of the liver,
and its incidence and mortality appear to be increasing io:%cao A:
- Brushing is idered as the technique of reft in the d of

Results

Final diagnosis

46%

Benign stenoses

Diagnostic performances

Ew:w:ui biliary strictures, but its sensitivity is considered as widely unsufficient e T 7 (14%) P itis 16 27%) Accuracy for mali diagnosis after detection of mali; cells according
as shown in two recent meta-analysis in 2013 by Trikudanathan et al. (2) and to the different sampling methods.
Brunett et al. (3) with respectively Se = 43% and 42%. n—ns—ubﬂmegnbo_ﬂuu 43 AQA.X. v Primary sclerosing cholangitis 10 (17%) D 10 NPV Accuras Ronferron
- The aim of this prospective study was to eval the di ic performance of «Klatskin 24 malignan (%) %)
v:n Ev:.m:o: in Emoo_ncou with biliary brushing during endoscopic retrograde «Common bile duct 18 Post operative stenosis 10 (17%)
(ERCP), tob alone. *Intra hepatic ! Post lithiasis stenosis 8(13%) | | Brushing alone 78 87 Refercnce
ey ormats HC, Davidsan BR, Tayloe-Robinson SD. € Lancet 2005; Ampullary carcinoma 12%) Odditis and other benign 7 (12%) | | Bile before brushing 100 73 100 81 85
2- Tuuanahan G, Naasethen U, Nsi B Yarg 1, Pacs MA. Dingitic i of bile duct ampullary stenosis " Bile after brushin 100 100 83 89 0.646
brushings for in primary i ic review and meta- Undetermined begnin stenosis 9 (15%) Combination M—.
analysis. Gastrointest Endosc 20 -7 Sspaanaaa 100 84 100 88 93 0.004
3- Bumett AS, i RJ. Sensitivity of endoscopic retrograde . 3 mhﬂ-m—nu
cholangiopancreatography standard cytology: 10-y review of the literature. Journal of surgical Oﬁ—m—:ﬂ:ﬂ%
Tesearch 184 @013) 304311 . . i Incorporation of suspicious results in positive results
Percentage of rich samples according to the different
. sampling methods. Sensitivity Specificity
Sample Technique 70% 100% 100%
60% 56% 60% 90% 90%
ERCP ° °
* Endoscopic sphincterotomy 50% 80% 80%
* Endobiliary tract brushing on a 0.035 inches guide wire : 10 passages across 40% bil AW_M:_DEJQM».S 0% o
the stenosis with a cytology brush catheter (Cook® Fusion FS-CB1.5-S) 30% € belore. an X )
= Aspiration of bile by the catheter device (8 French diameter) of 2 to 10 mL o brushing superior to o0 haiad
before and after brushing 20% brushing (p<0.0001) 50% - 50%
10% Brushing  Bile before  Bile after  Association Brushing  Bile before  Bile after - Assocoation
Cytological analysis 0% of 3 samgles of 3 snglea
0
*Brushing : Brushing Bile before Bile after ¥ Malignant cells alone ® Malignant cells + suspicious cells
* 2 glass slides for classical analysis (May-Grunwald-Giemsa (MGG) + brushing brushing
Papanicolaou stainings) Combination of 3 samples > Brushing (p=0.05)
= Thin layer technique in Preserveyt ® tube _ Brashin _ _ _
= Bile : 3 to 10 ml in a dry sterile tube for classical analysis. £ Accuracy for malignant diagnosis of strictly undetermined stenoses
- Two air dried slides reserved for complementary techniques if necessary (Bleu am.. m (% %) % %. %
Alcian Blue, PAS diastase, immuno cytology) 52 ) Detection of malignant cells
2e “ Brushing alone 78
52
m ] - . e Combination of 3 samples. 91 92 0.063
. g . )
Patients m. m. , Detection of malignant and suspicious cells
= hﬁ Brushing alone 94 69 79 92 89 Ref.
. 2012 - C of 3 samples 91 88 75 9% 91 0.140

Every biliary stenoses treated by ERCP from January 2007 to D b
Exclusion criteria:

- Extrinsec compressions

- Diagnosis already known

n =111 patients

- 68 male ( 61%), 43 female (39%)

-Mean age +sd : 66.8 +15.4

- 74 (67%) strictly undetermined stenoses

Conclusion
Combination of bile aspiration before and after brushing, with brushing :
- Is a quick and secure procedure

- Increases cellularity and diagnostic performance of biliary cytology in the diagnosis of malignant biliary strictures with a sensitivity of 84.3%

- Should be added at the standard procedure
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Annexe 4 : Poster présenté aux Journées de la Recherche médicale 2015.

Grenoble, France.

Evaluation prospective de la performance de ’aspiration de bile associée au
brossage biliaire par CPRE dans le diagnostic des sténoses biliaires malignes.

CHU

GrinonE

Gad Roth!, Philippe Bichard', Michele Fior-Gozlan?, Hubert Roth®, Jean Auroux!, Olivier Risse?, Christian Letoublon**, Marie Héléne
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Introduction Méthode
Le brossage bilisire des sténoses suspectes au cours d'une cholangiopancréatographie Technique de prélévement
rétrograde endoscopique (CPRE) est considéré comme spécifique mais trés peu sensible.
L’objectif de cette émde est de comparer I'associstion du brossage biliaire et de C grade (CPRE) :

Taspiration de bile avant et aprés brossage bilizire par CPRE, au brossage bilisire seul.

1 - Kban SA, Thomas HC, Davidson BR, Taylor-Robinson SD. Cholangiocarcinoma. Lancet 2005;
2- Trkudamathan G. MU Njei B, Vargo JJ. PmlMA.Dlagmmylddofbikm
for ic review and meta-

amalysis. ammaou
3- BlmmtAS Calvert TJ, and Chokshi RJ. of

- Aspiration de bile avant brossage (2-10 mL)
- Cytobrossage : 10 passages (in to-and-fro fashion)

A

Cytobrosse protégée par cathéter 8 Fr montée sur fil guide (ref. FS-CB-1.5-S Cook®)
L Toiques bilizires -

standard cytology: 10-y review of the literature. Journal of surgical research

de bile apreés brossage (2- 10 mL)

184 (2013) 304-311
e o 3er - Brossage : analyse classique avec colorations de May-Grunwald-Giemsa et Papanicolaou et
Population étudiée - inces
- smmmamwmkmm.mmmuncnwem - Bile avant / aprés : analyse classique
- Absence d’élément d' = sténose 0 i
- Critéres dexclusion : Critéres diagnostiques :
. . = Preuve anatomo-pathologique de cancer
- stenoses s&c aumec - Suivi supérieur & 1 an sans développement de cancer
- diagnostic déja comm

I Résultats

nign n = 60

Adénocarcizomes pancréetiques 7 (14%) Pamcréatises 16 Q7%)
Cholangiocarcinomes 43 (84%) Cholzngites sclésosamtes 10Q7%)
*  Khatskin ke primitives

Ve bilisire principele 1 Stanoses post operatoires 10 (A7%)

Tntrs bipatiques 1 Stanoses post lithizsiques $(Q3%)
Adénocarcimoms ampullaire 12%) Oddites ot Jutres stémomes 7 (12%)

res bemi
Esologio indotarm=insa 9(15%)

Rendement diagnostique
Pourcentage de prelevements riches
T
L
L]
o
ww
= |5ss
"o
-
ety

Cdlihmdswdwummdzbielmt
et aprés

" (9<0.0001)

Performances diagnostiques

VPN  Patients bien
(%)  classes (%)

Bonferroni
Pvalue

Groupe : sténoses indéterminées

Reésultat cytologique positif = présence de cellules malignes

Sp Se VPP VPN Patientsbien Bonferroni
(%) (%) (%) classés(%) P value
| Aspiration de bile aprés brossage 100 77 10 8 29 0.646 Brossage seul 100 4 100 78 8 Référence
Association des 3 prelé 100 84 100 88 93 0.004 Aspiration de bile avant brossage 100 44 100 87 38
Assodiation de 2 Aspiration de bile aprésbrossage 100 S0 100 88 89
iration de bile avant = 10 78 100 8 89 0039 Association des 3 prélivements 100 63 100 91 92 0.06
+ aspiration de bile 100 84 100 88 9 0004

Reésultat cytologique positif = Présence de cellules malignes + cellules suspectes

Sp Se VPP VPN Patientsbiem Bonferroni

cytologie biliaire. Elle doit donc étre aj alapr

VPP Patients bien Bonferroni i
classés (%) P value (%) (%) (%) classés(%y) P value
| Brossage seul o5 80 93 85 88 Référence
ization de bile avant o5 84 o4 38 % A debileavantbrossage 95 6 W 92 i
ion de bile aprés brossage 93 86 92 89 2 A debileapresbrossage 93 69 T3 9 88
Association des 3 prélévements ] 94 91 95 a3 0.05 Association des 3 prélévements 92 88 MW 9 91 0.136
Conclusion :

Laspn:tlmdelnleavmtetapmsbmssagestlmepmcedmemmpheteﬁﬁcaoeqmpmmetmemgmmﬂhmngmﬁuﬁwhpuﬁmmmdugwsﬁqm&h

le diagnostic des biliaires mali

ooy
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CONCLUSION

THESE SOUTENUE PAR : GAEL ROTH

TITRE : Evaluation prospective de la performance de I'aspiration de bile associée au
brossage biliaire par CPRE dans le diagnostic des sténoses biliaires malignes.

Le cholangiocarcinome (CCA) est la deuxieme cause de tumeur hépatique primitive
dans sa forme intra-hépatique, et le deuxiéme cancer bilio-pancréatique dans sa forme
extra-hépatique. Son pronostic est trés sombre avec une survie a 5 ans inférieure a 5 %. Les
options thérapeutiques sont limitées, et les patients n’ont accés qu’a un traitement palliatif
dans 70% des cas. Dans cette situation, une preuve anatomopathologique est indispensable
afin de guider la prise en charge. Par ailleurs, le principal mode de révélation de cette
pathologie est un ictere obstructif qui nécessite la réalisation d’'un drainage biliaire dans les
premiers temps de la prise en charge.

A T'heure actuelle, la méthode de référence pour l'obtention d'un diagnostic
cytologique est le brossage biliaire au cours de la cholangio-pancréatographie rétrograde
endoscopique (CPRE). Ce dernier souffre d’une sensibilité médiocre, proche de 40%.
L’'objectif de notre étude était donc d’évaluer une nouvelle méthode de prélévement
cytologique endobiliaire associant aspiration de bile et brossage biliaire dans le but
d’améliorer les performances diagnostiques de la cytologie biliaire dans le diagnostic du
cholangiocarcinome.

Nous avons ainsi réalisé une étude prospective incluant 111 patients ayant bénéficié
d’'une CPRE dans le traitement d’une sténose biliaire entre janvier 2007 et décembre 2012.

Les sténoses secondaires a une compression extrinséque ont été exclues et nous avons
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considéré comme indéterminées, les sténoses pour lesquelles les imageries pré-opératoires
ne permettaient aucune orientation étiologique.

La procédure endoscopique consistait en une CPRE avec sphinctérotomie premiere,
une aspiration de bile avant et aprés un cytobrossage classique de sorte a obtenir 3
prélevements. Les résultats des examens cytologiques étaient confirmés soit par une
analyse histologique, soit par le suivi du patient.

Un diagnostic final de sténose maligne a été retenu chez 51 patients (46%) dont 43
cholangiocarcinomes, et 60 sténoses étaient bénignes (54%). La cellularité des
préléevements obtenus par aspiration de bile étaient statistiquement supérieure a celle
obtenue par brossage (p<0,0001). La spécificité était de 100% pour I'ensemble des
prélevements. Notre nouvelle méthode associant aspiration de bile et brossage biliaire avait
une sensibilité de 84% vs 67% avec le brossage biliaire seul (p=0,004) dans I'ensemble de
la population étudiée, et de 63% vs 44% (p=0,06) dans le groupe des sténoses
indéterminées.

L’aspiration de bile avant et aprés brossage, associée au brossage biliaire est une
procédure simple et efficace qui permet une augmentation significative des performances
diagnostiques de la cytologie biliaire. Elle doit donc étre ajoutée a la procédure diagnostique
standard pour optimiser le diagnostic des sténoses biliaires malignes et notamment du

cholangiocarcinome.
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PU-PH MAITRE Anne Meédecine et santé au travail
MCU-PH MALLARET Marie-Reine Epidémiologiel; :’éc‘c-):;);:: de la santé et
MCU-PH MARLU Raphaél Hématologie, transfusion
MCU-PH MAUBON Daniéle Parasitologie et mycologie

PU-PH MAURIN Max Bactériologie - virologie
MCU-PH MCLEER Anne Cytologie et histologie

PU-PH MERLOZ Philippe Chirurgie orthopédique et traumatologie

PU-PH MORAND Patrice Bactériologie - virologie

PU-PH MOREAU-GAUDRY Alexandre B'ﬁ:t:::::g:;";“:i‘ﬂi::ﬁ;‘:‘ ot

PU-PH MORO Elena Neurologie

PU-PH MORO-SIBILOT Denis Pneumologie
MCU-PH MOUCHET Patrick Physiologie

PU-PH MOUSSEAU Mireille Cancérologie

PU-PH MOUTET Frangois C"i’“’me:"';;:::: ;:,l‘::;:““""* et
MCU-PH PACLET Marie-Héléne Biochimie et biologie moléculaire

PU-PH PALOMBI Olivier Anatomie

PU-PH PARK Sophie Hémato - transfusion

PU-PH PASSAGGIA Jean-Guy Anatomie

PU-PH PAYEN DE LA GARANDERIE Jean-Francois Anesthésiologie réanimation
MCU-PH PAYSANT Francois Meédecine légale et droit de la santé
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MCU-PH PELLETIER Laurent Biologie cellulaire
PU-PH PELLOUX Hervé Parasitologie et mycologie
PU-PH PEPIN Jean-Louis Physiologie
PU-PH PERENNOU Dominique Médecine physique et de réadaptation
PU-PH PERNOD Gilles Meédecine vasculaire
PU-PH PIOLAT Christian Chirurgie infantile
PU-PH PISON Christophe Pneumologie
PU-PH PLANTAZ Dominique Pédiatrie
PU-PH POLACK Benoit Hématologie
PU-PH POLOSAN Mircea Psychiatrie d'adultes
PU-PH PONS Jean-Claude Gynécologie obstétrique
PU-PH RAMBEAUD Jacques Urologie
MCU-PH RAY Pierre Génétique
PU-PH REYT Emile Oto-rhino-laryngologie
veus RIALLE Vincn e
PU-PH RIGHINI Christian Oto-rhino-laryngologie
PU-PH ROMANET J. Paul Ophtalmologie
MCU-PH ROUSTIT Matthieu Ph”m“’c'l‘;ﬂ;‘f‘:‘:;;::‘;ﬁ;;:h”m°°
MCU-PH ROUX-BUISSON Nathalie Biochimie, toxicologie et pharmacologie
PU-PH SARAGAGLIA Dominique Chirurgie orthopédique et traumatologie
MCU-PH SATRE Véronique Génétique
PU-PH SAUDOU Freédéric Biologie Cellulaire
PU-PH SCHMERBER Sébastien Oto-rhino-laryngologie
PU-PH SCHWEBEL-CANALI Carole Réanimation médicale
PU-PH SCOLAN Virginie Meédecine légale et droit de la santé
MCU.PH SEIGNEURIN Arnaud Epidémiologiel; ::‘(-):::i?: de la santé et
PU-PH STAHL Jean-Paul Maladies infectieuses, maladies tropicales
PU-PH STANKE Francoise Pharmacologie fondamentale
MCU-PH STASIA Marie-José Biochimie et biologie moléculaire
PU-PH TAMISIER Renaud Physiologie
PU-PH TONETTI Jérome Chirurgie orthopédique et traumatologie
PU-PH TOUSSAINT Bertrand Biochimie et biologie moléculaire
PU-PH VANZETTO Gérald Cardiologie
PU-PH VUILLEZ Jean-Philippe Biophysique et médecine nucléaire
PUPH WELL Georges Epidémiologiel; :’ét‘(-)::);;ine de la santé et
PU-PH ZAOUI Philippe Néphrologie
PU-PH ZARSKI Jean-Pierre Gastro-entérologie, hépatologie, addictologie
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SERMENT D’HIPPOCRATE

nlax o g Sagirds=

En présence des Maitres de cette Faculté, de mes chers condisciples et devant
[’effigie d’ HIPPOCRATE,

Je promets et je jure d’étre fidele aux lois de |’honneur et de la probité dans
[’exercice de la Médecine.

Je donnerai mes soins gratuitement a l’indigent et n’exigerai jamais un salaire au
dessus de mon travail. Je ne participerai a aucun partage clandestin d’ honoraires.
Admis dans l’'intimité des maisons, mes yeux n’y verront pas ce qui s’y passe ; ma
langue taira les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas d
corrompre les meeurs, ni a favoriser le crime.

Je ne permettrai pas que des considérations de religion, de nation, de race, de
parti ou de classe sociale viennent s’interposer entre mon devoir et mon patient.
Je garderai le respect absolu de la vie humaine.

Méme sous la menace, je n’admettrai pas de faire usage de mes connaissances
médicales contre les lois de [’"humanité.

Respectueux et reconnaissant envers mes Maitres, je rendrai a leurs enfants
l’instruction que j’'ai recue de leurs peres.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres si j'y manque.
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