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RESUME

Introduction

L’évaluation de la prolifération dans le cancer du sein est actuellement admise comme
un facteur pronostique et prédictif de la réponse aux traitements. L’'index de prolifération
généralement évalué par le Ki-67 est ainsi réguliérement déterminé sur les prélévements
tumoraux par les anatomopathologistes. Or, les équipes cliniques constatent de facon
subjective, depuis plusieurs années, une tendance a des taux de prolifération plus élevés.

Objectifs
L’objectif principal de cette étude est de mettre en évidence une variation des valeurs de
I'index de prolifération évalué en immunohistochimie entre 1994 et 2014.

L’objectif secondaire est, si une augmentation significative est observée, d’étudier les
facteurs étiologiques ayant pu induire ce phénomeéne. Trois hypothéses sont proposées :
I'inflation des taux pourrait étre liée soit a ’émergence de cancers plus agressifs, soit a
I'impact de perturbateurs endocriniens d’origine exogéne ou a des facteurs endogénes
individuels, soit a un artefact résultant de ’évolution des techniques utilisées pour sa
détermination.

Matériel et méthodes

Il s’agit d’'une étude rétrospective unicentrique menée sur une cohorte de 890 patientes
analysées selon 3 groupes discontinus sur une période de 20 ans : la population I
concerne les femmes incluses entre 1994 et 1996, la population II entre 2003 et 2004 et
la population III entre 2012 et 2014.

Les critéres d’analyse recueillis se répartissent en 4 groupes : A) les éléments cliniques
et épidémiologiques de la patiente, B) les critéres anamnestiques de la tumeur, C) les
caractéristiques anatomopathologiques tumorales et D) la prise en charge thérapeutique
et le suivi.

Résultats

La comparaison de ces 3 groupes a permis de mettre en évidence une augmentation
significative des taux de l'index de prolifération entre 1994 et 2012 et entre 2003 et 2012
(p <0,0001) avec des moyennes respectives pour les populations I, Il et III de 14,5%, 12%
et 25,7%. Ce constat est fait dans la sous-population des cancers infiltrants primitifs
localisés.

Par la suite, nous avons constaté une association significative entre un index de
proliféeration élevé et le type histologique canalaire infiltrant, l'envahissement
ganglionnaire, un age jeune inférieur a 40 ans et la survenue de métastases, corroborant
ainsi ’hypothése de cancers plus agressifs.

Enfin, il est retrouvé une relation entre la variation des taux de prolifération observés et
le type d’anticorps utilisé ainsi qu'une différence significative selon 'observateur.
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Discussion

Ce travail souligne donc l'importance de la variabilité dans la technique d’obtention de
I'index de prolifération et ce a plusieurs niveaux : en pré-analytique (selon les techniques
de préparation des tissus, la technique d’immunohistochimie et notamment le type
d’anticorps utilisé), et sur le plan analytique (selon les techniques de lecture et
d’interprétation des résultats avec la notion de valeur-seuil).

Conclusion

En l'absence de standardisation de ces techniques, 'utilisation en pratique clinique de
ce parametre reste controversée malgré son apport potentiel dans la prise en charge
thérapeutique des cancers du sein. Il est ainsi souhaitable de définir un cadre
standardisé pour sa détermination et un systéme de validation interne, inter-laboratoire
puis national avec une calibration des anticorps utilisés et un controle qualité a chaque
étape de la technique.

Mots-clés
Cancer du sein ; Index de prolifération ; Ki-67 ; Validité analytique
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ABREVIATIONS

AC : AdriblastineR — Cyclophosphamide

ADN : acide désoxyribonucléique

AGO : Arbeitsgemeinschaft Gyndkologische Onkologie ou Groupe de travail allemand
d’oncologie gynécologique

ARN : acide ribonucléique

ARS : Agence régionale de santé

ASCO : American Society of Clinical Oncology

BCSS : breast-cancer specific survival ou survie spécifique pour le cancer du sein
BRCA : breast cancer gene

CCI : carcinome canalaire infiltrant

CIS : carcinome in situ

CLI : carcinome lobulaire infiltrant

CMF : Cyclophosphamide — Méthotrexate — SFU
COP : contraception cestro-progestative

EDTA : acide éthyléne — diamine — tétraacétique
EORTC : European Organization for Research and Treatment of Cancer
FAC : 5FU - AdriblastineR — Cyclophosphamide
FEC : SFU - Epirubicine — Cyclophosphamide

FISH : fluorescent in situ hybridization

FNC : SFU - NovantroneR — Cyclophosphamide

FSH : follicule-stimulating hormone

SFU : 5-fluorouracile

HAS : Haute autorité de santé

HER2 : human epidermal growth receptor 2

IHC : immunohistochimie

IMC : indice de masse corporelle

INCa : Institut national du cancer

IP : index de prolifération

LH : luteinizing hormone

LHRH : luteinizing hormone - releasing hormone

NP : niveau de preuve ou LOE : level of evidence
ODLC : Office de lutte contre le cancer

OR : odds-ratio

PAI-1 : plasminogen activator inhibitor 1

RE : récepteurs aux cestrogénes

RH : récepteur hormonal ou récepteurs hormonaux
RP : récepteurs a la progestérone

RPC : recommandations pour la pratique clinique

SBR : grade histopronostique de Scarff-Bloom-Richardson ; mSBR : grade SBR modifié
par Elston et Ellis
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SG : survie globale

SSR : survie sans récidive

TAC : TaxotereR — AdriblastineR — Cyclophosphamide

TC : TaxotéreR — Cyclophosphamide

TEC : TaxotéreR — Epirubicine — Cyclophosphamide
THM : traitement hormonal substitutif de la ménopause
uPA : urokinase plasminogen activator
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INTRODUCTION

Un des enjeux actuels dans la stratégie thérapeutique des cancers du sein est la
recherche de la prise a charge personnalisée des patientes. Ainsi, il est proposé des
traitements plus ou moins agressifs en situation adjuvante ou néoadjuvante adaptés au
terrain et a la pathologie maligne. Dans le but d’affiner la sélection des patientes devant
bénéficier ou non de certains protocoles, notamment de chimiothérapie, plusieurs
indicateurs appelés facteurs pronostiques et facteurs prédictifs sont utilisés.

Les facteurs pronostiques évaluent la survie sans récidive (SSR) de la patiente et les
facteurs prédictifs la réponse tumorale aux thérapeutiques. Les études internationales
les classent selon leur niveau de preuve (NP) ou level of evidence (LOE). Leur évaluation
doit avoir fait 'objet d’essais standardisés avec des controles de qualité internationaux
pour permettre leur recommandation en pratique clinique. C’est le cas par exemple des
techniques de dosage des récepteurs hormonaux (RH) évaluées par radio-ligand-binding,
avec des études pilotées aux Etats-Unis par McGuire et sur le plan européen par
I’European Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC).

Cependant, a l’heure actuelle, ces techniques ont évolué, entre autres avec la
détermination par immunohistochimie (IHC) qui n’a été soumise a aucun contréle de
qualité, que ce soit sur le plan local, national ou européen, et ce probléme est au coeur
de notre préoccupation.

La prolifération tumorale est un des facteurs intervenant dans le grade
histopronostique et il est admis qu’elle refléte ’agressivité du cancer. Cependant l'index
de prolifération (IP) reste un outil trés controversé. De nombreux travaux dans la
littérature ont étudié son impact en termes de facteur pronostique et de facteur prédictif
avec des résultats inconstants mais globalement en faveur de sa valeur pronostique et
prédictive dans le cancer du sein. En revanche, son utilisation systématique en pratique
clinique de routine n’est pas recommandée. La cause citée dans la majorité des études
est son manque de reproductibilité.

Ainsi, ’'apport potentiel de IIP dans la stratégie thérapeutique du cancer du sein reste
sous-estimé et sous-utilisé, du fait de son manque de fiabilité ; mais paradoxalement,
ce critére est quasi-systématiquement dosé par les pathologistes.

Notre travail part d'un constat simple réguliérement évoqué par les équipes
cliniques spécialisées dans la prise en charge de ces cancers : il existe une impression
subjective de variation du taux de I'IP depuis plusieurs années avec une tendance a
I'inflation des pourcentages rapportés dans les compte-rendus anatomopathologiques.
Limplication potentielle épidémiologique et thérapeutique d’une telle augmentation, si
elle existe, est importante et appelle & une vérification objective de ce constat.
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CONTEXTE ACTUEL

1. Conduites a tenir thérapeutiques dans le cancer du sein

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent de la femme et représente 33%
des cancers féminins. Une femme sur 8 présentera dans sa vie une pathologie maligne
mammaire (Hill 2007) [1].

Sur le plan de l'incidence, il a été constaté une augmentation progressive depuis
1980 en France, possiblement expliquée par la généralisation du dépistage, puis une
tendance a la stabilisation depuis 2007 que certains auteurs attribuent a la baisse
massive de prescription des traitements hormonaux substitutifs de la ménopause (THM)
depuis 2004 (HAS 2015) [2]. Pour expliquer 'augmentation initiale de l'incidence, l’effet
du dépistage seul n’est pas suffisant et d’autres hypothéses ont été évoquées avec
I'intervention possible de facteurs environnementaux non identifiés et le role des
hormones d’origine endogéne ou exogéne est encore a clarifier.

Sur le plan de la mortalité, il est observé une diminution de son taux depuis 1993
et ce malgré la courbe inverse de son incidence. Néanmoins, le cancer du sein reste en
2012 la premiere cause de déces par cancer chez la femme, devant le cancer du poumon
et le cancer colo-rectal, avec un taux estimé a 19% des décés par cancer en France (HAS
2015) [2]. Cette amélioration du pronostic vital dans le cancer du sein est attribuée d’une
part a un diagnostic plus précoce, permettant de détecter des tumeurs a un stade
infraclinique, mais aussi a une meilleure connaissance de la physiopathologie ayant
conduit a 'avénement de thérapeutiques efficaces et a une amélioration de la prise en
charge globale des patientes. Ainsi, malgré sa fréquence, le pronostic du cancer du sein
est globalement plus favorable que la plupart des autres cancers avec une survie relative
a 5 ans de 80% (INCa 2012) [3].

Nous sommes aujourd’hui a 1’é¢re de la médecine personnalisée mais aussi de
levidence-based medecine. Ainsi, l'utilisation de traitements agressifs dans une
pathologie mettant en jeu le pronostic vital est compréhensible mais force est de
constater que certains cancers du sein ont été traités de facon excessive. Nous devons
donc étre capables de personnaliser nos décisions thérapeutiques en fonction du type
de cancer, de son extension et du terrain afin d’apporter aux patientes un bénéfice réel
par rapport aux risques encourus et de prendre donc en considération la dimension
humaine mais aussi les contraintes médico-économiques.

La difficulté de la prise en charge de ces patientes réside donc dans l'indication
des traitements systémiques en situation néoadjuvante ou adjuvante, soit dans la
prescription des chimiothérapies, des traitements anti-hormonaux et des
thérapeutiques ciblées. Les facteurs clinico-histologiques actuellement admis pour la
décision thérapeutique sont l’age de la patiente, la taille tumorale, le grade
histopronostique, ’envahissement ganglionnaire, la présence d’emboles lymphatiques
ou vasculaires, la présence de RH et le statut HER2, auxquels ont été rajoutés uPA et
PAI-1.

Cependant, malgré ces indicateurs utilisés en pratique clinique quotidienne, le
pronostic reste incertain pour environ 50 voire 60% des patientes qui appartiennent
donc a un groupe dit a risque intermédiaire (Héry 2002) [4] et pour lesquelles les
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conduites a tenir sont trés hétérogénes. Ceci justifie le développement d’autres
marqueurs tumoraux pronostiques et prédictifs. Ces outils décisionnels sont classés
selon leur NP en fonction de leur valeur pronostique, de leur valeur prédictive du
bénéfice d’'un traitement et de leur utilité clinique (en apportant une valeur surajoutée
par rapport aux marqueurs usuels) (Luporsi 2015) [5]. A titre d’exemple, l'Institut
national du cancer (INCa) a récemment validé l'utilisation d’'uPA et de PAI-1 dans ce
cadre.

Quant a I'IP, sa validation en tant que biomarqueur tumoral dans le cancer du sein reste
sujette a controverse, faisant ’objet du paragraphe suivant.

2. L’index de prolifération dans la littérature et dans les
recommandations

La prolifération non controlée caractérise le processus tumoral et reflete son
agressivité. Il est donc aisé de conclure que I’évaluation de la prolifération dans le cancer
du sein a une valeur pronostique. Deux types de traitements illustrent ce constat avec
les chimiothérapies conventionnelles qui ciblent les cellules en prolifération et les
thérapies ciblées qui visent les moteurs de la prolifération, que sont les RH et HER2.

Un peu d’histoire...

Traditionnellement, la prolifération est évaluée par l'index mitotique, lequel
correspond au compte du nombre de figures mitotiques par 10 champs au grossissement
x 400 sous microscope optique et intervient dans 1’élaboration du grade histopronostique.
Ce grade, ayant apporté la preuve de sa valeur pronostique et prédictive, a fait I'objet, a
des fins de standardisation, de recommandations internationales pour sa
détermination : il s’agit du grade de Scarff-Bloom-Richardson modifié par Elston et Ellis
(mSBR).

L’alternative la plus utilisée pour cette évaluation de la prolifération est la
détermination immunohistochimique du Ki-67. Il s’agit d’'un anticorps monoclonal de
souris découvert par Gerdes en 1983 [6], appelé Ki-67, Ki pour Kiel University en
Allemagne et 67 pour le numéro de clone issu d'un panel de 96 clones. Cet anticorps
reconnait ’antigéne nucléolaire Ki-67 exprimé dans les cellules en phase active (G1, S,
G2, M) et absent dans les cellules quiescentes (GO). Cet antigéne serait impliqué dans
les phases précoces de la synthése d’ARN ribosomale dépendante de la polymérase I et
jouerait un role important dans la division cellulaire, notamment au cours de la mitose.
L’utilisation de cet anticorps n’était initialement possible que sur tissus frais ou congelés,
la fixation altérant Iimmunoréactivité. Actuellement, I'immunomarquage sur coupes
paraffinées est possible et de nombreux clones ont été développés avec notamment les
anticorps Ki-S5, Ki-S11, SP-5, SP-6 et MM-1, a partir de cellules de souris ou de lapin
et reconnaissant des épitopes variables en taille sur 'antigéne nucléaire. Le plus utilisé
reste 'anticorps MIB-1.

Ainsi, par abus de langage, nous faisons référence en routine et dans la littérature
ainsi que dans notre travail a I'IP déterminé en IHC sous les termes de Ki-67 ou MIB-1.

LTP a été largement étudié, il est facilement réalisé en routine par les
anatomopathologistes mais paradoxalement et contrairement au grade histopronostique,
il n’est pas établi comme un standard en tant que marqueur tumoral.
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La valeur pronostique de I’index de prolifération

Sa valeur pronostique a été reportée par de nombreuses études (Ellis 2008 ; Viale
2008) [7] [8], méme si la plupart sont rétrospectives et concernent des groupes
hétérogénes de patientes. Ainsi, les revues de la littérature (Luporsi 2012) [9] permettent
d’établir I'TP déterminé par le Ki-67 comme un facteur pronostique indépendant : un IP
élevé est associé a un pronostic plus sombre avec une SSR, une survie globale (SG) et
une survie spécifique pour le cancer du sein (BCSS) plus mauvaises. Deux méta-
analyses ont été conduites : De Azambuja (2007) [10] conclut a une valeur pronostique
du Ki-67 sur la SSR et la SG, significative en analyse univariée, dans les cancers avec
ou sans envahissement ganglionnaire et en l'absence de traitement adjuvant
systémique ; alors que Stuart-Harris (2008) [11] ne lui accorde qu’une valeur
pronostique modeste pour la SSR et la SG en analyse multivariée, mais il est retrouvé
qu’un taux d’IP trés élevé est prédictif de I’évolution métastatique ganglionnaire dans les
cancers primitifs localisés.
De plus, I'IP est corrélé aux autres facteurs pronostiques et est d’ailleurs utilisé pour la
définition de sous-groupes histologiques avec les récepteurs aux cestrogénes (RE), les
récepteurs a la progestérone (RP), et HER2 (Yerushalmi 2010 ; Goldhirsch 2011) [12]
[13]. Le Ki-67 permet de distinguer les cancers Luminal A des cancers Luminal B. Or, il
existe un meilleur pronostic pour la récidive et le décés dans les tumeurs Luminal A
(92% de BCSS a 10 ans) par rapport aux Luminal B (79%).

Ainsi, selon la classification de Hayes modulée par Simon en 2009 [14], le NP du Ki-67
en tant que facteur pronostique serait IB (Luporsi 2012) [9], sans considération pour sa
validité analytique.

La valeur prédictive de I’index de prolifération

Concernant la valeur prédictive du Ki-67, les études publiées ont des résultats
inconstants mais globalement en faveur d’'une prédiction de la réponse aux traitements.
Dans le cas de ’hormonothérapie néoadjuvante, des essais (Ellis 2008 ; Viale 2008) [7]
[15] ont étudié I'impact de la mesure de I'IP avant et aprés instauration d’un traitement
anti-hormonal afin d’évaluer le risque résiduel de récidive post-thérapeutique et
concluent a sa fiabilité comme marqueur prédictif de la réponse a ’hormonothérapie.
Ainsi, en cas de bonne réponse, une hormonothérapie seule pourra étre poursuivie en
adjuvant permettant d’éviter une chimiothérapie. Pour la chimiothérapie adjuvante,
certaines études ne permettent pas de valider le Ki-67 en tant que facteur prédictif (Viale
2008) [8]. En revanche, Yerushalmi (2010) [12] montre qu’il n’est pas prédictif de la
supériorité de la chimiothérapie sur ’hormonothérapie, mais reste une aide a I'indication
dans le cadre des sous-groupes histologiques Luminal A (chimiorésistants) et B (bonne
réponse a la chimiothérapie). Enfin, pour les chimiothérapies néoadjuvantes, le dosage
du Ki-67 avant et aprés traitement est, lorsqu’il est trés élevé, associé a une meilleure
réponse pathologique compléte immeédiate (Penault-Llorca 2008 ; Jonat 2011) [16] [17],
ce qui lui accorderait un NP IIB en tant que facteur prédictif (Luporsi 2012) [9], toujours
sans prise en compte de la validité technique du test.
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L’index de prolifération en pratique

Se pose alors la question de 1'utilité clinique de I'IP. Sa réalisation simple, son
accessibilit¢é et son cott modeste comparé aux autres marqueurs
immunohistochimiques font qu’il est facilement évalué par les anatomopathologistes.
Nous avons voulu savoir si son résultat était alors pris en compte dans les décisions
thérapeutiques en France et nous avons, pour cela, parcouru les référentiels régionaux
des réseaux de cancérologie. Sur 14 réseaux, 8 ne considérent pas le Ki-67 nécessaire
pour le compte-rendu anatomopathologique et ne l'intégrent donc pas dans les modéles
décisionnels (références web) [18] [19] [20] [21] [22]. C’est notamment le cas du réseau
Rhone-Alpes (référence web) [23]. Dans les autres référentiels, notamment en Ile-de-
France, dans le nord-est, en Basse-Normandie et en Midi-Pyrénées (références web) [24]
[25] [26] [27] [28] [29], 1le Ki-67 est une aide a la décision thérapeutique pour l'indication
de chimiothérapie adjuvante, associé a I’age, la taille tumorale et le statut ganglionnaire
dans les tumeurs primitives localisées a risque intermédiaire (RH positifs, HER2 négatif).

Nous sommes ainsi face a un paradoxe, IIP étant régulierement pris en
considération par beaucoup d’équipes mais peu présent dans les recommandations. En
effet, sur le plan national, le Ki-67 n’apparait pas dans les consensus de la prise en
charge des cancers non métastatiques (INCa 2012) [3]. De méme, les recommandations
pour la pratique clinique (RPC) de Saint-Paul-de-Vence (2013) [30] ne valident pas le Ki-
67 comme un biomarqueur de la décision de chimiothérapie a lui seul en cas de cancer
RE positifs - HER2 négatif - sans envahissement ganglionnaire (accord d’experts), méme
si sa valeur prédictive pour la chimiothérapie et pronostique est admise. Pour les
groupes d’experts internationaux, les avis divergent avec I’American Society of Clinical
Oncology (ASCO) (Harris 2007) [31] statuant sur le manque de preuves suffisantes pour
recommander le Ki-67 comme marqueur tumoral en routine, alors que le panel du St.
Gallen International Expert Consensus (Goldhirsch 2011) [13] recommande son
utilisation comme un des marqueurs d’indication des chimiothérapies avec le grade
histopronostique, le statut hormonal et le statut HER2, dans le cadre de la classification
des cancers Luminal A et B.

Deux problémes d’importance sont évoqués pour expliquer son éviction des
recommandations et feront l'objet de notre discussion.
- Le premier est I’absence de consensus possible sur la définition des valeur-seuils
a appliquer.
- Le second est I'immense variabilité des techniques de détermination mettant en
doute sa validité analytique et pré-analytique.
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OBJECTIFS DE L’ETUDE

L’objectif principal de cette étude est de mettre en évidence une variation des
valeurs de I'IP dans le cancer du sein évalué par IHC au cours des 20 derniéres années.

L’objectif secondaire est, si une telle augmentation des taux de I'IP est retrouvée, de
comprendre les mécanismes étiologiques ayant pu induire ce phénomeéne. Ainsi nous
évoquerons 3 hypothéses que nous tenterons ensuite d’étayer.

Hypothése n°1 :

L’augmentation des taux de I'IP est-elle liée a I’émergence de cancers du sein de plus en
plus agressifs ?

Nous considérerons afin de répondre a cette question que des tumeurs plus
agressives sont caractérisées par des facteurs pronostiques plus défavorables
(cliniques et histologiques), des récidives plus fréquentes et ont pour conséquence
des traitements plus lourds.

Hypothése n°2 :

L’augmentation des taux de prolifération est-elle un reflet de 'impact de perturbateurs

endocriniens, qu’ils s’agissent de facteurs environnementaux ou individuels ?
Certains éléments peuvent potentiellement modifier 'agressivité intrinséque
d’'une tumeur et donc son taux de prolifération. Il peut s’agir de facteurs
endogeénes (obésité) ou de facteurs exogénes, soit par le biais des traitements
hormonaux prescrits par le corps médical (THM, contraception hormonale), soit
dans le cadre de molécules présentes dans l'environnement de facon non
controlée (engrais et pesticides en milieu agricole par exemple).

Hypothése n°3 :

S’agit-il simplement d’'un biais di a l’évolution des techniques d’THC utilisées pour la
détermination de 1P ?

La variation du taux de I'IP peut étre due a ’anticorps utilisé, au site de dosage
(biopsie ou piéce) ou au type de lecture, laquelle est variable selon 'observateur.
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MATERIEL ET METHODES

I1 s’agit dune étude épidémiologique observationnelle rétrospective et
unicentrique.

1. Population d’étude

La population d’¢tude est issue d’'une cohorte homogéne puisqu’elle concerne des
patientes opérées dans un méme centre par un méme chirurgien a Grenoble, lequel
confie ses prélévements de facon quasi-exclusive a un seul cabinet d’anatomopathologie,
au sein duquel essentiellement 4 praticiens se sont partagés ’'analyse des biopsies ou
des piéces opératoires de cancer du sein sur les 20 derniéres années.

La période d’étude s’é¢tend sur 21 ans entre le 1er/01/1994 etle 31/12/2014 ; au

cours de celle-ci on estime le nombre de patientes opérées par ce chirurgien pour un
cancer du sein a environ 4200. Afin de faciliter la comparaison, nous avons pris le parti
d’étudier 3 groupes discontinus représentatifs de cette période, équivalents en termes
d’effectif, en incluant la totalité des patientes ayant bénéficié d’'une chirurgie du sein
pour pathologie maligne sur 3 périodes de 2 a 3 ans.
Ont été exclues d’emblée les patientes dont la chirurgie premiére a été réalisée dans un
autre centre (dans le cadre de mastectomie de rattrapage par exemple), les cas ou
l’analyse anatomopathologique a été effectuée dans un autre cabinet, les dossiers
incomplets (dont le compte-rendu d’anatomopathologie n’était pas disponible par
exemple) et les cancers du sein chez ’homme.

Le tableau I résume la répartition de notre population globale.

Tableau I : Dates d’inclusion et effectifs des sous-populations étudiées

population

globale population | populationll population IlI
période
d'inclusion 1994-2014 1994-1996 |2003-2004 2012-2014
effectif total 863 271 296 296

La population I est constituée de 271 patientes incluses sur 3 années
consécutives : 1994, 1995 et 1996.

La population II comporte 296 patientes incluses de facon consécutive sur 2 années,
2003 et 2004.

Enfin, la population III est composée de 296 patientes incluses sur les 3 derniéres
années 2012, 2013 et 2014.

Au total, 863 dossiers ont été analysés sur ces 3 intervalles de temps discontinus entre
1994 et 2014.
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2. Criteres étudiés

Pour chaque cas, les critéres d’analyse ont été recueillis dans le dossier clinique
des patientes de facon rétrospective.

Nous avons choisi de diviser nos critéres d’étude en 4 groupes différents intitulés A, B,
C et D. Ceux-ci sont résumés dans le tableau II.

Tableau II : Classification des critéres recueillis par groupes

Groupe A

- Al : Age de la patiente

- A2 : Statut ménopausique

- A3 : Traitements hormonaux

- A4 : Indice de masse corporelle

- A5 : Lieu d’habitation

- A6 : Antécédents familiaux de cancer du sein

Groupe B

- B1 : Statut primitif et localisé de la tumeur
- B2 : Statut clinique ou infraclinique de la tumeur
- B3 : Modalités diagnostiques

Groupe C

- C1 : Type de prélévements

- C2: Marges de résection

- C3 : Type histologique

- C4 : Taille de la tumeur

- C5: Grade SBR

- C6 : Statut ganglionnaire

- C7 : Présence d’emboles

- C8 : Statut des récepteurs hormonaux
- C9: Statut HER 2

- C10 : Index de prolifération

Groupe D
- D1 : Traitements néoadjuvants
- D2 : Traitements adjuvants
- D3 : Eléments du suivi

Groupe A

Le groupe A regroupe les caractéristiques cliniques et épidémiologiques de la patiente et
se subdivise en 6 items :
- Al:
L’age de la patiente, en années, en date de l'intervention chirurgicale réalisée ou
a défaut en date de la biopsie.
- A2 : Le statut ménopausique de la patiente.
Le diagnostic de la ménopause utilisé est uniquement clinique, recueilli a
I'interrogatoire de la patiente et corrélé a son age, sans mesure objective des
dosages de LH et de FSH. La patiente est considérée ménopausée si elle a présenté
une période minimale d’un an sans cycle menstruel. Les femmes en période péri-
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ménopausique sont donc considérées comme non ménopausées. Il n’est pas
précisé sila ménopause est induite soit par castration chirurgicale pour une autre
pathologie ou induite dans le cadre du traitement d'un antécédent de cancer du
sein.

A3 : Les traitements hormonaux éventuellement en cours.

L’existence d'un traitement hormonal au moment du diagnostic est relevée, qu’il
s’agisse d’'une contraception cestro-progestative (COP) en incluant les dispositifs
intra-utérins a la progestérone, ou d'un THM ou d’une hormonothérapie encore
en cours dans le cadre d’'un antécédent de cancer du sein. Les traitements arrétés
dans 'année précédant le diagnostic du cancer sont inclus.

A4 .

L’indice de masse corporel (IMC) de la patiente est calculé en kg/m? selon le poids
recueilli a4 la premiére consultation.

AS : Le lieu de résidence de la patiente.

Ce critére est recueilli selon I'adresse administrative déclarée par la patiente et
analysé selon 2 catégories : zone urbaine et zone rurale, sans considération pour
la durée d’habitation.

Nous avons défini les zones rurales comme agricoles, donc exposées aux polluants
potentiellement perturbateurs endocriniens, contenus dans les pesticides ou les
engrais. Cet item a été défini selon la liste des communes vulnérables
caractérisées par une pollution diffuse des eaux en nitrates publiée par la
Direction Régionale de I’Alimentation, de I’Agriculture et de la Forét de Rhone-
Alpes (référence web) [32].

A6 : Les formes familiales de cancer du sein.

Les antécédents familiaux de cancer du sein, s’ils existent, sont recueillis dans la
famille au premier degré et au deuxiéme degré. La notion de mutation BRCA 1 ou
2 n’a pu étre retrouvée de facon systématique dans le dossier clinique des
patientes.

Groupe B

Le groupe B concerne les critéres anamnestiques de la tumeur étudiée et se subdivise
en 3 items :

B1 : Le statut primitif et localisé de la tumeur.

Sont relevés les taux de cancers primitifs et de cancers récidivants, de cancers
bilatéraux et de cancers présentant une ou des métastase(s) inaugurale(s).

B2 : Le statut clinique ou infraclinique de la tumeur.

La tumeur est dite clinique si elle est détectée a I'examen clinique par la palpation
ou dans le cadre de signes inflammatoires locaux. Elle est infraclinique si elle est
non palpable au moment du diagnostic.

B3 : Les modalités diagnostiques de la tumeur.

Elles sont classées selon 4 possibilités :

1 Diagnostic clinique par palpation mammaire par un médecin au cours
d’une visite de controle ou dans le cadre d’'une autre pathologie.

2 Diagnostic clinique par la patiente, soit par autopalpation ou sensation de
modification clinique de son sein (rétraction mamelonnaire, augmentation
du volume du sein) ou apparition dune douleur, dun écoulement
mamelonnaire ou dune anomalie cutanée comme un hématome par
exemple.
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3 Dépistage mammographique organisé par I’Office de lutte contre le cancer
(ODLC), mis en place en Isére depuis 1990.

4 Dépistage mammographique individuel sur point d’appel : il peut étre
réalisé a linitiative du praticien ou a la demande de la patiente pour la
surveillance de lésions connues (microcalcifications, mastose fibro-
kystique, adénofibromes, hyperplasies), selon les antécédents personnels
et familiaux de cancers, selon les traitements (THM), en référence
préopératoire en cas de chirurgie mammaire (réduction mammaire,
prothéses), dans le bilan étiologique d’embolie pulmonaire, ou la recherche
d’un cancer primitif en cas de métastase inaugurale.

Groupe C

Le groupe C comprend les caractéristiques anatomopathologiques de la tumeur et se
compose de 10 items :

C1 : Le type de préléevement chirurgical initial sur lequel sont évalués les critéres
ci-apres.

Il peut s’agir d’'une biopsie, chirurgicale ou non, d’un traitement conservateur ou
d’un traitement radical (mastectomie totale).

C2:

Les marges d’exérése chirurgicale, in sano ou non, pour les tumeurs infiltrantes
ou pour les carcinomes in situ (CIS) associés.

C3 : Le type histologique.

Nous ne retiendrons que le type histologique dominant a l’analyse de la piéce
opératoire, ou en 'absence de reliquat tumoral, de la biopsie (carcinome canalaire
infiltrant (CCI), carcinome lobulaire infiltrant (CLI), autres types de cancers
invasifs, CIS). Cependant, il sera pris note des cancers multifocaux.

C4 : La taille tumorale histologique sur la piéce d”’exérese.

Sera prise en compte la taille tumorale définitive sur la piéce opératoire, aprés
traitement néo-adjuvant s’il a lieu, classifiée selon le stade pTNM ou ypTNM.

CS : Le grade histopronostique de mSBR, s’il est applicable.

Nous n’avons pas détaillé ce score qui nous aurait cependant permis de vérifier
la concordance des résultats de I'index mitotique avec ceux de 1'TP.

C6 : Le statut ganglionnaire.

L’évaluation de l’envahissement ganglionnaire est réalisée par technique du
ganglion sentinelle ou par curage.

C7:

La présence ou non d’emboles, lymphatiques et / ou vasculaires.

C8 : L’évaluation de I’'hormonosensibilité par dosage des RH.

Le statut des RH est classé selon 2 possibilités : RH positifs (RE+/RP+, RE+/RP-
ou RE-/RP+) et RH négatifs (RE-/RP-). Lors du recueil de cet item, nous avons
cherché a préciser la technique de dosage (biochimique ou immunohistochimique
et anticorps utilisé) et si le dosage a été réalisé sur la piéce opératoire ou sur la
biopsie (si non redéterminés sur la piéce opératoire).

C9:

Le statut HER2, positif ou négatif, en IHC ou par hybridation in situ en
fluorescence (FISH) le cas échéant.
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C10 : LIP.
Trois sous-items de ce critére ont été recueillis :

1 La valeur de I'IP en pourcentage et son interprétation qualitative selon les
valeur-seuils utilisées. Ces seuils définis par le laboratoire d’é¢tude sont
constants pour notre population globale depuis 1994 avec: une
prolifération faible pour un IP inférieur ou égal a 10%, modérée entre 11 et
20% et élevée a partir de 21%.

2 Le type d’anticorps utilisé en IHC pour le Ki-67 (MIB-1, MM-1) et son
fabricant. Cet anticorps a été changé au minimum 4 fois dans le laboratoire
d’étude au cours de la période analysée et il existe globalement un
anticorps différent utilisé sur chaque période d’étude.

Le type de prélevement a été noté : la valeur de I'IP sur piéce opératoire a
été conservée, et en cas de résultat non disponible (pas de nouvelle
détermination du Ki-67 sur piéce), nous avons étudié la valeur sur biopsie.

3 Le pathologiste responsable de la détermination de I'IP parmi les 4
principaux praticiens qui se sont succédés au cours de la période d’étude.

Il est a noter que nous avons aussi voulu collecter des informations relatives a la
technique de lecture. Les compte-rendus nous ont permis de savoir que I'IP était
déterminé apres compte de 300 cellules au grossissement x 400 en microscopie
optique, mais il n’est pas fait mention de la zone étudiée ou du nombre de champs
observés.

Groupe D

Le groupe D comporte les traitements mis en place et le suivi des patientes, avec ’analyse
de 3 items :

D1 : Les traitements néoadjuvants.

En cas de traitement néoadjuvant appliqué, nous préciserons s’il s’agit
de chimiothérapie, et le protocole appliqué, ou d’hormonothérapie, avec la
molécule utilisée et la durée de traitement.

D2 : Les traitements adjuvants.

IIs peuvent comprendre de facon séquentielle ou non : reprise chirurgicale,
chimiothérapie, radiothérapie loco-régionale et hormonothérapie. Les protocoles
et les molécules utilisés ont été précisés.

Il est a noter que nous n’avons pris en compte que les traitements réellement
délivrés sans évoquer les traitements parfois indiqués par le comité
multidisciplinaire mais refusés par la patiente ou contre-indiqués du fait de
comorbidités.

D3 : La survenue de récidive et de déceés.

Ont été recueillis : la durée de suivi et la date de fin de suivi (arrét de la
surveillance, perdue de vue ou déces de toute cause confondue) et le cas échéant,
la survenue de récidive loco-régionale ou métastatique en précisant le délai de la
récidive, si possible.
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3. Analyses statistiques

Trois analyses successives seront réalisées afin de vérifier la constatation
subjective des cliniciens et nos hypothéses de travail.

Analyse 1 :

Nous avons comparé les 3 populations d’é¢tude décrites ci-dessus avec une
analyse de facon séquentielle entre les populations I et II, puis entre les populations II
et III, et enfin entre les populations I et Il sur la totalité des critéres décrits dans les
groupes A, B, C et D, avec pour objectif d’étudier la comparabilité des populations et de
démontrer une augmentation du taux de I'IP.

Nous avons fait le choix d’isoler d’emblée de la population analysée les cancers a priori
plus agressifs (cancers récidivants, cancers bilatéraux et cancers métastatiques
d’emblée) ainsi que les cancers moins agressifs (CIS). Ces patientes exclues de ’analyse
seront comparées en termes de variation du recrutement pour ainsi ne conserver dans
notre analyse que les cancers infiltrants primitifs et localisés.

Analyse 2 :

Par la suite, nous avons étudié la corrélation entre un IP élevé et ’agressivité de
la tumeur en analysant les autres facteurs pronostiques admis (age de la patiente, taille
tumorale, envahissement ganglionnaire, type histologique, grade histopronostique,
présence d’emboles, hormonosensibilité) et les conséquences sur la prise en charge et le
pronostic (traitements néoadjuvants, adjuvants, décés, récidive loco-régionale et
meétastatique).

Analyse 3 :

Enfin, nous avons réalisé une analyse de I'IP par sous-groupes pour rechercher
une corrélation avec I'IMC, les traitements hormonaux en cours et l'exposition aux
pesticides selon le lieu d’habitation, le type d’anticorps utilisé, le site de dosage (piéce
ou biopsie) et 'anatomopathologiste.

4. Tests statistiques

Pour la réalisation des tests statistiques, nous avons utilisés le logiciel « Analyse-
it » v2.26 d’Excel.
Pour les tests non parameétriques, nous avons appliqué le test de Kruskal-Wallis pour la
comparaison de variables quantitatives.
Pour I’étude de la relation entre deux variables nominales, nous avons utilisé le test du
Chi? avec l'application du coefficient de corrélation selon Pearson. Pour les résultats
statistiquement significatifs obtenus par ce biais, nous avons ensuite réalisé le test exact
de Fisher pour recalculer la p-value et obtenir 1’Odds-Ratio (OR) avec son intervalle de
confiance a 95%.
Enfin, le test de Mann-Whitney a été utilis€ pour permettre la comparaison de 2
catégories nominales selon une donnée numérique (ici, le taux d’IP en pourcentage).

Le seuil de significativité retenu pour ces analyses statistiques est p-value < 0,05.
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RESULTATS

1. Description de la population

Huit-cent-quatre-vingt-dix (890) tumeurs ont été analysées, pour un total de 856
patientes, si 'on considére les 15 cancers ayant récidivé entre les 3 périodes d’étude et
les 19 cancers bilatéraux. Nous avons analysé chacune de ces tumeurs comme des
cancers différents et nous avons considéré pour notre analyse statistique les cancers
récidivants dans une méme population (I, II ou IIl) comme survenant chez une méme
patiente, mais les cancers récidivants sur 2 populations différentes comme survenant
chez 2 patientes différentes, compte-tenu du fait que plusieurs facteurs analysés
peuvent étre significativement différents sur des périodes de 10 a 20 ans. Ainsi, on
considére au total avoir inclus 863 patientes.

Nos analyses statistiques ne porteront que sur la sous-population des cancers infiltrants
primitifs et localisés. La figure 1 est un flow-chart expliquant 'obtention de cette sous-
population d’étude a partir de la population globale pour chacun des sous-groupes I, II
et III avec la précision des effectifs.

Pour chaque période, nous allons décrire les critéres d’analyse de la population et nous
rapporterons les techniques de dosage des RH et de I'IP, le contenu du compte-rendu
anatomopathologique et les protocoles de traitement.

Les résultats statistiques descriptifs pour les 3 populations sont résumés dans les
tableaux IIT et IV-1, IV-2 et IV-3. Les effectifs des populations sont équivalents avec une
absence de différence statistiquement significative.

Le tableau V en annexe rapporte ’ensemble des données descriptives et statistiques de
I’analyse 1.

Population I : 1994-1996

Cette premiére période s’é¢tend sur 3 années successives, du 3/01/1994 au
30/12/1996. 278 cancers pour 271 patientes y sont inclus. La sous-population des
cancers infiltrants primitifs et localisés, contient 214 patientes. Les principaux résultats
statistiques concernant cette sous-population sont décrits dans le tableau IV-1.

Groupe A :

- Al : Age moyen de 57 ans, pour des extrémes allant de 27 4 92 ans.

- A2 :66% de patientes ménopausées avec un taux de ménopauses traitées de 30%
et une durée moyenne de traitement de 78 mois (soit environ 3 ans).

- A3 :26% de traitements hormonaux en cours au moment du diagnostic de cancer
avec 18% de THM et 8% de COP. Le taux de contraception hormonale chez la
femme non ménopausée est de 23%.

- A4 : IMC moyen de 24,9 kg/m? avec des extrémes allant de 17,4 a 50,2 kg/m?.
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- A5 : 87% de la population vivant en milieu urbain et 13% en milieu rural.
- A6 : 26% d’antécédents familiaux rapportés dont 53% au premier degré et 47%
au second degré.

Figure 1 : Diagramme explicatif de la constitution de la population des cancers
primitifs localisés infiltrants par groupe

POPULATION GLOBALE n = 863

l:n=271 II:n=296 lll:n =296

CANCERS PRIMITIFS n’ = 771

23 récidives dont 2 sur la période 30 récidives dont 2 sur la période 45 récidives dont 1 sur la période
et 1 bilatérale ;1 : n" =251 Il:n' =268 I n' =252

A

CANCERS PRIMITIFS LOCALISES n’ = 735

6 métastatiques, 4 cancers 2 métastatiques, 4 cancers 11 métastatiques dont 2 bilatéraux
bilatéraux;1:n’ =241 bilatéraux; Il : n’ = 262 et 11 bilatéraux; Il : n’ =232

CANCERS PRIMITIFS LOCALISES INFILTRANTS n’ = 646

27 CIS 42 CIS 20 CIS
1:n’ =214 Il:n’ =220 l:n’ =212

n = effectifs initiaux en nombre de patientes ; n’ = effectifs rectifiés en nombre de patientes ;I = groupe
entre 1994 et 1996 ; II = groupe entre 2003 et 2004 ; IIl = groupe entre 2012 et 2014

Groupe B :

- Bl : Ont été recensés et d’emblée isolés de cette population, 7,4% de cancers
récidivants, 1,5% de cancers bilatéraux et 2,2% de cancers métastatiques
d’emblée. L’analyse a donc porté sur les 88,9% de cancers primitifs localisés.

- B2 :13% des tumeurs sont infracliniques, soit 87% sont palpables.

- B3 :52% des tumeurs ont été diagnostiquées de facon clinique avec 14% par un
médecin et 38% par la patiente, et 48% ont été diagnostiquées par une
mammographie, dont 19% dans le cadre de I'ODLC et 29% par dépistage
individuel. Parmi les tumeurs infra-cliniques, 79% ont été détectées par
mammographie individuelle.

Notons que le dépistage organisé par ’'ODLC n’en était qu’a ses débuts puisqu’il a été instauré
en 1990 en Isére.
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Tableau III : Sous-groupes isolés pour ’analyse 1

Criteres POPULATION | ‘ POPULATION Il POPULATION Il
Effectif (n) 278 302 310
Cancers primitifs 241 (88,9%) 262 (88,2%) 232 (78,1%)
Cancers récidivants 23 (7,4%) 30 (10%) 44 (15,2%)
Cancers bilatéraux 4 (1,5%) 4 (1,2%) 11 (3,7%)
Cancers
métastatiques 6(2,2%) 2 (0,6%) 9 (3%)
27 (11,2%) 42 (14%) 20 (6,7%)
Cancers in situ n=241 n=262 n=232

n : effectif en nombre de cancers

Pour les cancers in situ, le pourcentage est calculé sur Ueffectif des cancers primitifs par rapport aux cancers
infiltrants.

Groupe C :

- C1 :91% des traitements chirurgicaux ont été conservateurs.

- C2: Les marges ne sont pas saines dans 11% des cas, dont 42% pour le
contingent infiltrant et 58% pour le contingent in situ associé.

- C3: La distribution des types histologiques retrouve : 88,8% de cancers
infiltrants et 11,2% de CIS, ces derniers ont été exclus de 'analyse.

Les cancers infiltrants, se répartissent en : 68% de CCI, 23% de CLI et 9% d’autres
types, avec principalement des carcinomes tubuleux ou colloides muqueux et a
moindre échelle, des carcinomes papillaires ou médullaires.
Il est & noter que toutes ces variantes histologiques sont de bon pronostic et 'envahissement
ganglionnaire y est rare.
Un contingent de CIS est associé au carcinome infiltrant dans 48% des cas.

- C4 : La taille tumorale moyenne est de 16 mm avec des extrémes allant de 0 a 75
mm. Selon la classification pTNM, nous retrouvons 77% de stades T1, 19% de
stades T2, 1% de stades T3 et 3% de stades T4. 8% de ces cancers sont
multifocaux.

- C5: Concernant le grade SBR, il y a 27% de grade I, 41% de grade II et 32% de
grade III.

- C6 : 1l existe un envahissement ganglionnaire dans 34% des cas.

- C7 : Des emboles sont retrouvées dans 24% des cas.

- C8 : Les RH sont négatifs dans 18% des cas et positifs pour les RE et/ou les RP
dans 56% des cas.

Il existe a cette époque deux techniques de dosage des RH avec une méthode biochimique en
phase d’azote liquide ou le seuil de positivité fixé par le laboratoire est de 15 ftm/mg de protéines
cytosoliques et une méthode immunohistochimique utilisant les anticorps anti-RE clone 1D5 de
DAKO et anti-RP clone 1A6 de TEBU avec une valeur-seuil de positivité pour 10% de cellules
marquées. La méthode biochimique était centralisée et n’était réalisée qu’au centre hospitalo-
universitaire (CHU) de Grenoble. Il s’agit d'un dosage quantitatif des récepteurs dans le
surnageant obtenu a partir de 'ultracentrifugation d’un broyat de tumeur d’environ 1 mg (soit
environ 1 million de cellules). Les valeurs obtenues étaient comprises entre 0 et 2000 ftm/mg et
lon estimait que le seuil de réponse optimale a I’hormonothérapie (90% de taux de réponse) était
de 70 en pré-ménopause et de 250 en post-ménopause.
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Tableau IV-1 : Description de la population I pour les cancers primitifs localisés

infiltrants (analyse 1)

Critéres POPULATION |
Effectifs (n) 214
Age moyen +/- écart-type (ans) 57 +/-12

Ménopause

141 (65,9%)

Traitement hormonal

56 (26,2%)

IMC moyen +/- écart-type 24,94 +/-5,5
(kg/m?) n=128
28 (13,1%)
Lieu d'habitation rural n=213
Antécédents familiaux 55 (25,7%)
28 (13,1%)
Tumeur infra-clinique n=213
106 (52,2%)
Dépistage clinique n=203

CCl 145 (67,8%)
Taille p T1 161 (75,2%)
Multifocalité 17 (7,9%)
70 (34,1%)
Envahissement ganglionnaire n =205

Présence d'emboles

51(23,8%)

Marges non in sano

24 (11,2%)

86 (41,1%)

Grade SBR Il n =209
66 (31,6%)
Grade SBR |l n =209
36 (17,6%)
RH négatifs n =205
14,53 +/- 9,93
IP moyen +/- écart-type (%) n =200
Traitement néo-adjuvant 62 (29%)
Chirurgie conservatrice 194 (90,7%)
Traitement adjuvant : CT 57 (26,6%)
Traitement adjuvant : HT 121 (56,5%)
Déces 18 (7,5%)
Rechute 95 (44,5%)

n : effectif reprécisé pour chaque critére si différent de Ueffectif global de la population

IMC :indice de masse corporelle ; CCI : carcinome canalaire infiltrant ; p T1 : taille sur piéece
opératoire < ou = a 20 mm ; RH : récepteurs hormonaux ; IP :index de prolifération ; CT :
chimiothérapie ; HT : hormonothérapie ; rechute : comprend les récidives loco-régionales et

métastatiques

La technique de dosage est biochimique dans 88%

immunohistochimique dans 12% des cas.

Les RH sont principalement dosés sur piéce opératoire (97%).
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En effet, La plupart des déterminations immunohistochimiques sont faites sur piéce opératoire
car la plupart du temps, il n'y a pas de biopsies préalables (sauf biopsie chirurgicale avant
traitement néoadjuvant). Ainsi le diagnostic préopératoire est généralement orienté par une
cytoponction qui retrouve ou non des cellules suspectes de malignité.

- C10: LTP est en moyenne de 14,5% avec des extrémes allant de O a 60. La
prolifération est jugée faible dans 48%, modérée dans 28,5% et élevée dans 23,5%
des cas.

La détermination de 1'IP est immunohistochimique avec un seul anticorps utilisé
sur la population, 'anticorps Ki-67 de DAKO issu du clone murin MIB-1, et est
réalisée sur piece opératoire dans 97% des cas.
Sur le plan technique, I'THC est réalisée sur coupes de tissus congelés par de l’azote liquide. Le
milieu de révélation utilisé est composé de streptavidine-biotine-peroxydase. Le résultat est rendu
en pourcentage de cellules marquées.
Les 4 anatomopathologistes pratiquent de facon inégale lors de cette période.
Nous retrouvons essentiellement I’'anatomopathologiste n°1 (72% des lectures),
suivi de 'anatomopathologiste n°2 (23%). Les anatomopathologistes n°3 (4%) et 4
(1%) débutent leur activité.

Groupe D :

- D1 : Les traitements néoadjuvants sont utilisés dans 29% des cancers avec 27,5%
de chimiothérapie et 1,5% d’hormonothérapie.

Les traitements de chimiothérapie contiennent essentiellement la NovantroneR / Mitoxantrone en
péri-opératoire et le protocole FNC (6 cures de SFU - NovantroneR — Cyclophosphamide). La
NovantroneR de la classe des anthracéne-diones, a été retirée du marché en 2011 pour impureté ;
lorsqu’elle était utilisée seule en perfusion intraveineuse peropératoire, la dose était adaptée au
calcul de la surface corporelle.

- D2 : Concernant les traitements adjuvants, on retrouve 27% de chimiothérapie,
90% de radiothérapie, et 57% d’hormonothérapie, seules on en association.

Les protocoles de chimiothérapie étaient les suivants : FNC, CMF (6 cures de Cyclophosphamide
— Méthotrexate — S5FU) et a moindre mesure, FAC (SFU - AdriblastineR / Doxorubicine -
Cyclophosphamide). Un point intéressant est le traitement séquentiel adjuvant quasi-
systématique alternant chimiothérapie et radiothérapie avec 3 cures de FNC, suivie de la
radiothérapie puis de 3 cures de FNC en cléture.

Concernant ’hormonothérapie, le Tamoxiféne était utilisé en néoadjuvant et en adjuvant pour
une durée moyenne de 5 ans. Une spécificité de cette période est l’association de
I’hormonothérapie a une castration par radiothérapie des ovaires chez les femmes non
meénopausees.

- D3 : La durée moyenne de suivi est de 90 mois avec des extrémes allant de 6 a
252 mois, soit couvrant la période entre 1994 et 2015. Sont dénombrés 7,5% de
déceés de toute cause confondue, 36% de rechutes avec 15% de récidive locale,
14% de récidive controlatérale, 16% d’évolution métastatique dont 35% sur des
sites multiples. La durée moyenne de SSR est de 87 mois.
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Populations II : 2003-2004

Cette période comprend 2 années successives et s’é¢tale du 02/01/2003 au
03/12/2004. 302 cancers pour 296 patientes composent cette population. Dans le sous-
groupe des cancers primitifs localisés infiltrants, on recense 220 patientes. Cette sous-
population selon les groupes de critéres prédéfinis est décrite dans le tableau IV-2.

Tableau IV-2 : Description de la population II pour les cancers primitifs localisés
infiltrants (analyse 1)

Criteres POPULATION II

Effectifs (n) 220
59 +/-11

Age moyen +/- écart-type (ans)

Ménopause 151 (68,6%)
Traitement hormonal 75 (34,1%)
24,64 +/- 4,9
IMC moyen +/- écart-type (kg/m?) n=218
25 (11,8%)
Lieu d'habitation rural n=212

Antécédents familiaux 73 (33,2%)
34 (15,5%)

94 (43,6%)

Tumeur infra-clinique

Dépistage clinique n=216

ccl 173 (78,6%)
Taille p T1 172 (78,2%)
Multifocalité 20 (9,3%)

Envahissement ganglionnaire 76 (34,5%)
49 (22,3%)

20 (9,1%)

Présence d'emboles

Marges non in sano

Grade SBR Il 99 (46%) n =215
Grade SBR Il 56 (26%) n = 215
31 (14,4%)
RH négatifs n=215
11,95 +/- 11
IP moyen +/- écart-type (%) n =205

Traitement néo-adjuvant

26 (11,8%)

Chirurgie conservatrice

180 (81,8%)

Traitement adjuvant : CT

76 (34,5%)

Traitement adjuvant : HT

132 (60%)

Déces 3(1,4%)
38 (17,3%)

Rechute

n : effectif reprécisé pour chaque critére si différent de Ueffectif global de la population

IMC :indice de masse corporelle ; CCI : carcinome canalaire infiltrant ; p T1 : taille sur piéce
opératoire < ou = a 20 mm ; RH : récepteurs hormonaux ; IP :index de prolifération ; CT :
chimiothérapie ; HT : hormonothérapie ; rechute :comprend les récidives loco-régionales et
métastatiques
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Groupe A :

Al : Age moyen de 59 ans avec des extrémes allant de 33 4 84 ans.

A2 : 67% de patientes ménopausées avec 40% de ménopauses traitées sur des
durées moyennes de 112 mois (environ 5 ans).

A3 : 34,5% de traitements hormonaux en cours au moment du diagnostic avec
25% de THM et 9,5% de COP. 30% des femmes non ménopausées ont une
contraception hormonale.

A4 : IMC moyen de 24,6 kg/m? avec des extrémes allant de 14,5 a 57,5 kg/m?.
A5 : 88% des patientes vivent en milieu urbain et 12% en milieu rural.

A6 : 33% des patientes présentent des antécédents familiaux dont 64% au
premier degré et 56% au deuxiéme degré.

Groupe B :

Bl : I1 est retrouvé 88,2% de cancers primitifs localisés, 10% de cancers
récidivants, 1,2% de cancers bilatéraux et 0,6% de cancers métastatiques
d’emblée. Nous rappelons que ces 3 derniers ont été d’'emblée isolés pour 'analyse
ultérieure.

B2 : 15,5% des tumeurs sont infracliniques au moment du diagnostic.

B3 : Le dépistage clinique a permis le diagnostic dans 44% des cas (9% par un
meédecin et 35% par autopalpation) et la mammographie est a lorigine du
diagnostic dans 56% des cas (31% par ’'ODLC et 25% par dépistage individuel).
Parmi les tumeurs infracliniques, 50% des diagnostics sont issus de ’'ODLC et
44% de la mammographie individuelle.

Groupe C :

C1 : 18% de mastectomies ont été réalisées.

C2 : 9% de marges non in sano dont 30% pour le carcinome infiltrant et 70% pour
le contingent in situ associé.

C3 : En répartition de types histologiques, il y a 14% de CIS exclus de l'analyse.
Sur les 74% de cancers infiltrants, sont retrouvés : 79% de CCI, 15% de CLI et
6% d’autres types avec dans l'ordre de fréquence, carcinomes tubuleux, colloides,
mucineux, épidermoide, et adénoide kystique. 60% des carcinomes infiltrants
sont associés a de l'in situ.

C4 : La taille tumorale moyenne est de 15 mm avec des extrémes allant de 1 a 75
mm. La répartition en termes de stade pTNM est la suivante : 80% de T1, 18% de
T2, 1% de T3 et 1% de T4. Il y a 9% de multifocalite.

C5 : Sont retrouvés 28% de grade SBR I, 46% de II et 26% de III.

C6 : Il y a 35% d’envahissement ganglionnaire.

C7 : 22% d’emboles sont retrouvées.

C8 :14% des tumeurs sont RH négatifs et 64% RH positifs pour RE et/ou RP.

La technique de dosage sur la période est uniquement immunohistochimique avec les mémes
anticorps utilisés dans toute la cohorte : anti-RE de DAKO et anti-RP de TEBU. La valeur-seuil
utilisée est de 10% de cellules marquées avec précision des niveaux d’intensité du marquage (de
+a +++).

Concernant le dosage, il a été effectué pour 49% sur piéce opératoire et 51% sur
biopsie diagnostique.
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- C9: Le dosage de HER2 est positif dans 10% des cas et déterminé en IHC par
I’anticorps anti erB-2 DA485 de DAKO.
- C10 : L'IP moyen est de 12% avec des extrémes allant de 1 a 70. La prolifération
est faible dans 65% des cas, modérée dans 18,5% et élevée dans 16,5% des cas.
Les mémes valeur-seuils qu’en 1994 sont appliquées.
La détermination a été réalisée en IHC quasi-exclusivement par l’anticorps
IMMUNOTECH issu du clone MIB-1 (97%) et dans 3% des cas par 'anticorps MIB-
1 de DAKO.
Il est & noter que la technique était réalisée sur coupes incluses en paraffine, apreés pré-traitement
par la chaleur et révélation par immunopéroxydase utilisant le complexe streptavidine-biotine-
peroxydase. Les étapes d’application du réactif et de dilution étaient manuelles.
La moitié des dosages a été faite sur piéce opératoire et ’autre moitié sur biopsie.
Les 4 anatomopathologistes exercent a des fréquences plus équivalentes avec
36% des déterminations par 'anatomopathologiste n°1, 26% par le n°2, 16% par
le n°3 et 22% par le n°4.

Groupe D :

- D1 : 12% des patientes ont bénéficié d’'un traitement néoadjuvant avec 5,5% de
chimiothérapie et 6,5% d’hormonothérapie.

Les protocoles de chimiothérapie comprennent : TEC (6 cures de TaxotéreR / Docétaxel -
Epirubicine - Cyclophosphamide) et TAC (4 cures de Taxotére - AdriblastineR -
Cyclophosphamide).

L’hormonothérapie néoadjuvante implique essentiellement les anti-aromatases pour des durées
variables (de 15 a 120 jours).

- D2 : En situation adjuvante, 34,5% de chimiothérapie, 94% de radiothérapie et
60% d’hormonothérapie ont été prescrites, seules ou en association.

Les chimiothérapies utilisées par ordre de fréquence sont : les protocoles FEC (6 cures de SFU —
Epirubicine — Cyclophosphamide), TEC, TAC, CMF, FAC, plus moins associés a de ’HerceptineR
/ Trastuzumab.

58% des hormonothérapies impliquent des anti-aromatases et 42% du Tamoxiféne, pour une
durée de 5 ans. Le Tamoxiféne chez la femme non ménopausée est associé a un analogue de la
LHRH.

- D3 : La durée moyenne du suivi est de 65 mois (de 6 a 144 mois, couvrant la
période entre 2003 et 2015). Sur cette période sont survenus 1,5% de déces,
15,5% de rechutes dont 4% de récidives locales, 6% de récidives controlatérales,
17% d’évolution métastatique dont 62% multimétastatique. La moyenne de SSR
est de 57 mois.

Populations III : 2012-2014

Cette période d’¢tude reprend 3 années successives, du 04/01/2012 au
18/12/2014 et inclut 296 patientes et 302 cancers. La sous-population aprés exclusion
des cancers récidivants, bilatéraux, métastatiques et in situ purs comprend 212
patientes. L’analyse des groupes de critéres sur le plan descriptif est réalisée dans le
tableau IV-3.
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Tableau IV-3 : Description de la population III pour les cancers primitifs localisés

infiltrants (analyse 1)

Criteres POPULATION Il

Effectifs (n) 212
Age moyen +/- écart-type (ans) | 60 +/- 12,6
Ménopause 142 (67%)
Traitement hormonal 29 (13,7%)
IMC moyen +/- écart-type 24,65 +/- 4,1
(kg/m?) n=210

24 (11,5%)
Lieu d'habitation rural n =209

Antécédents familiaux

92 (43,4%)

Tumeur infra-clinique

50 (23,6%)

Dépistage clinique

94 (44,8%)
n=210

ccl 171 (80,7%)
Taille p T1 155 (73,1%)
Multifocalité 24 (11,3%)

86 (41,3%)

Envahissement ganglionnaire n =208
Présence d'emboles 35 (16,5%)
Marges non in sano 9 (4,2%)

97 (46,6%)
Grade SBR I n =208

48 (23,1%)
Grade SBR I n =208
RH négatifs 19 (9%) n =210

25,7 +/- 22,36
IP moyen +/- écart-type (%) n=210
Traitement néo-adjuvant 148 (69,8%)

Chirurgie conservatrice

167 (78,8%)

Traitement adjuvant : CT

83 (39,2%)

Traitement adjuvant : HT

185 (87,3%)

Déces

0 (0%)

Rechute

9 (4,2%)

n : effectif reprécisé pour chaque critere si différent de Ueffectif global de la population

IMC :indice de masse corporelle ; CCI : carcinome canalaire infiltrant ; p T1 : taille sur piéce
opératoire < ou = a 20 mm ; RH : récepteurs hormonaux ; IP :index de prolifération ; CT :
chimiothérapie ; HT : hormonothérapie ; rechute : comprend les récidives loco-régionales et
métastatiques

Groupe A :

- Al : L’age moyen est de 60 ans avec des extrémes allant de 28 a 89 ans.
- A2 :67% des patientes sont ménopausées avec 15% de ménopauses traitées sur
des durées moyennes de 104 mois (environ 4 ans).
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A3 : 14% de traitements hormonaux sont retrouvés au moment du diagnostic
avec 9% de COP et 5% de THM. 27% des femmes non ménopausées ont une
contraception hormonale.

A4 : IMC moyen de 24,65 kg/m? avec des extrémes allant de 14,6 a 38,5.

A5 : 11,5% de ces patientes vivent en milieu rural.

A6 : 43% présentent un antécédent familial de cancer du sein avec 63% au
premier degré et 35% au second degreé.

Groupe B :

B1 : Sont dénombrés 78% de cancers primitifs. Ont donc été isolés 15% de
cancers récidivants, 4% de cancers bilatéraux et 3% de cancers métastatiques
d’emblée.

B2 : 24% des tumeurs sont infracliniques.

B3 : 45% des cancers sont diagnostiqués cliniquement (8% par un médecin et
27% par la patiente) et 55% radiologiquement avec 27% par 'ODLC et 28% par
dépistage individuel.

Groupe C :

C1 : On retrouve 79% de traitement chirurgical conservateur.

C2 : Les marges ne sont pas en zone saine dans 4% des cas (uniquement pour du
CIS).

C3 : Sur le plan histologique, 7% de CIS ont été exclus d’emblée et sur les 71%
de cancers infiltrants, nous retrouvons : 81% de CCI, 16% de CLI et 3% d’autres
types avec des carcinomes colloides muqueux, tubuleux, mucineux, apocrines,
épidermoides. 59% des carcinomes infiltrants sont associés a un contingent in
situ.

C4 : La taille tumorale moyenne est de 17,6 mm avec des extrémes allant de 3 a
150 mm. Selon la classification pTNM, on retrouve 74,5% de T1, 21% de T2, 2,7%
de T3 et 1,8% de T4. Le taux de multifocalité est de 11,5%.

CS : Il y a 30% de grades SBR I, 47% de II et 23% de III.

C6 : Le taux d’envahissement ganglionnaire est de 41%.

C7 : Le taux d’emboles retrouvées est de 16,5%.

C8 : 1l est retrouvé 9% de RH négatifs et 67% de RH positifs pour RE et/ou RP.

La quasi-totalité des résultats sont déterminés par les anticorps fournis par NOVOCASTRA avec
les clones 6F11 anti-RE et PgR312 anti-RP. La valeur-seuil de 10% de cellules marquées est
appliquée et les résultats sont rendus en pourcentage de cellules marquées et en niveaux
d’intensité coté de + a +++.

32% des dosages sont réalisés sur piéce opératoire et 68% sur biopsie.
C9 : Le statut HER2 est positif (score a 3+) dans 6% des cas.

Il est déterminé par le clone CB11 de NOVOCASTRA. En plus de l'anticorps utilisé, le compte-
rendu précise sa dilution et les résultats sont rendus en termes de marquage membranaire faible,
modéré ou éleve, partiel ou total, sous forme de +, ++ ou +++.

Les dosages d'uPA et de PAI-1, lorsqu’ils ont été réalisés, sont pathologiques dans
41% des cas.

C10: LIP moyen est de 25,7% avec des extrémes allant de 1 a 100 ; la
prolifération est considérée faible dans 31%, modérée dans 28% et €levée dans
41% des cas. Les valeur-seuils et I’expression des résultats sont identiques aux 2
précédentes périodes. Dans 98% des cas, 'anticorps utilisé est le clone MM-1 de
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souris de NOVOCASTRA, avec 50% de détermination sur piéce opératoire et S0%
sur biopsie.
Sur le plan anatomopathologique, nous notons 3 modifications importantes par rapport a la
période d’étude précédente :

1 Un nouveau fixateur a été introduit. Ses avantages sont la rapidité de fixation et
la rigidité obtenue des pieces qui facilitent les coupes. Il s’agit du MAAF (méthanol,
acide acétique, formol), utilisé dans le laboratoire depuis 2008. Apres la fixation
formolée, la piéce est classiquement incluse en paraffine.

2 Des automates ont été acquis pour l'application des réactifs et de I’'anticorps. En
revanche, la dilution des anticorps et la lecture des résultats restent manuelle.

3 Une double lecture en aveugle des biopsies a été introduite depuis environ 10 ans
et sa réalisation est consignée dans le compte-rendu anatomopathologique. Il est
a noter qu'une double lecture a été réalisée pour 51% des biopsies.

L’anatomopathologiste n°1 étant parti a la retraite, les 3 autres
anatomopathologistes se partagent les lectures avec 14% des lectures pour
I’'anatomopathologiste n°2, 36% pour le n°3 et 37% pour le n°4.

Groupe D :

- D1 : Dans 70% des cas une thérapie néoadjuvante a été mise en place avec 5%
de chimiothérapie et 65% d’hormonothérapie.

L’hormonothérapie néoadjuvante est utilisée en test thérapeutique sur des courtes périodes avec
65% de Tamoxiféne et 35% d’anti-aromatases sur des durées de 16 jours en moyenne (entre 4 et
60 jours). En comparant ainsi de facon systématique I'IP obtenu sur biopsie et I'IP redéterminé
sur piéce opératoire dans les suites du traitement, les cliniciens ont constaté dans la plupart des
cas une chute de son taux.

- D2: Dans le cadre adjuvant, on compte 39% de chimiothérapie, 94% de
radiothérapie et 87% d’hormonothérapie, seules en association.

Les protocoles de chimiothérapie utilisés en situation néo-adjuvante ou adjuvante comprennent :
le protocole 3 FEC 3 TaxotéreR, TC (4 cures de TaxotéreR — Cyclophosphamide), FEC, TAC, AC (4
cures d’AdriblastineR - Cyclophosphamide), FAC et CMF, avec adjonction au cas par cas
d’HerceptineR selon le statut HER2.

Le Tamoxiféne est utilisé pour 72% des hormonothérapies et les anti-aromatases dans 28%
d’entre elles.

- D3 : Sur la période de suivi entre 2012 et 2015, nous n’avons pas retrouvé de
décés mais 4% de rechutes avec 2 récidives homolatérales, une récidive
controlatérale et 3% de cancers métastatiques dont la moitié sur des sites
multiples.
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2. Résultats des analyses statistiques

Analyse 1

Les résultats significatifs de la comparaison des 3 groupes sont résumés dans le
tableau VI. Pour mémoire, le tableau V disponible en annexe est un récapitulatif complet
des résultats significatifs et non significatifs de cette analyse.

On rappelle que nous n’avons analysé que la population des cancers infiltrants primitifs
et localisés pour la comparaison des critéres d’étude et I'IP. Les taux de cancers
récidivants, bilatéraux, métastatiques et in situ ne seront comparés que dans le but de
mettre en évidence ou non une variation du recrutement de notre chirurgien avec le
temps.

Comparabilité des 3 groupes :

Les résultats significatifs entre 1994 et 2003 sont les suivants :

- Un taux supérieur de CCI dans la population II (79% versus 68%),
-  Un taux de déces plus important est observé en 1994 (7,5% versus 3,4%).

Entre 2003 et 2012, on retrouve comme résultats statistiquement significatifs :

- Plus de cancers bilatéraux (3,7% versus 1,2%), plus de cancers métastatiques
(3% versus 0,6%) et moins de CIS (6,7% versus 14%),

- 11 y a plus de tumeurs infracliniques détectées dans la population III (23,6%
versus 15,5%).

Enfin, entre 1994 et 2012, les résultats statistiquement significatifs sont :

- Dans la population III, on note le double de cancers récidivants (15% versus 7,5%)
et plus de métastases inaugurales (3% versus 2%),
- L’age des patientes au diagnostic est plus élevé dans la population III (60 ans
versus 57 ans),
- La fréquence des traitements hormonaux au moment du diagnostic est moindre
dans la population III (14% versus 26%),
- Mais on retrouve plus d’antécédents familiaux de cancer du sein chez le cas étudié
(43% versus 25,7%),
- On détecte plus de tumeurs infracliniques en 2012 (24 versus 13%),
- Et plus de CCI (81 versus 68%).
- Sur le plan thérapeutique, on note moins de chirurgie conservatrice en 2012 (79%
versus 90%) mais pour un taux de marges saines plus important (96 versus 89%).
- Enfin, on retrouve un taux supérieur de chimiothérapie dans la population III
(39% versus 27%).
La comparabilité des groupes est donc satisfaisante entre 1994 et 2003 et entre 2003 et
2012 ; en revanche, plusieurs différences significatives dans les caractéristiques existent
entre les groupes I et III.
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Tableau VI : Comparaison des critéres cliniques, histologiques et thérapeutiques des 3
populations (analyse 1) sur un effectif total de n = 646

Criteres

POPULATION

POPULATION POPULATION

p-value : lvsll

p-value : llvs 1l

p-value : lvs 1l

[0,0281 ; 0,529]

Effectifs (n) 214 220 212 0,7683 0,9528 0,6797
Age moyen
+/- écart-type 57 +/-12 59 +/- 11 60 +/-12,6 0,0992 0,3861 0,0205
(ans)
Traitement o o o 0,0015 OR 0,448
——— 56 (26,2%) | 75(34,1%) | 29 (13,7%) 0,1905 6,0974 [0,2621 : 0,7532]
Antécédents 0,0001
N 55(25,7%) | 73(33,2%) | 92 (43,4%) 0,0977 0,0739 OR 2,2549
[1,4711; 3,4785]
0,0058
T infra- | 28 (13,19 R ’
”rz?r:r :J”e e i(_ i’l ;’) 34 (15,5%) | 50 (23,6%) 0,4928 [00’%352619 0 35263] OR 0,4912
g - 1393455 [0,2835 : 0,8375]
0,0192 0, 0276 OR
ccl 145 (67,8%) | 173 (78,6%) | 171 (80,7%) OR 0,554 0,3308 0,5774[0,3421 ;
[0,3169 ; 0,9295] 0, 9657]
Marges non 0,0102
ings o 24 (11,2%) 20 (9,1%) 9 (4,2%) 0,5561 0,0541 OR0,3518
[0,1402 ; 0,8083]
IP moyen +/- 14,53 +/- 11,95 +/- 11 25,7 +/-
1 1 1
écart-type (%) | 9,93 n = 200 n =205 22,36 n =210 0,000 0,000 0,000
0,0006 0,0005
e . 0 0, 0, ’ ’
Pro:c':?gfet'on 9:_%%{;) 13: EG;')QS/’) 6: _(3211? OR 0,5006 4,0885 OR 2,0555
- - - [0,3286 ; 0,7593 [1,3491 ; 3,1461]
0,0192 0,0358 0,0002
e . 0 0, 0, ’ ’ ’
Pr:}'c')fjgféfn > Z,(fi'g(f) 3?](}’;'3;’) 5?](_272,1904) OR 1,7493 OR0,5971 |OR 0,457 [0,2959
- - - [1,0709 ; 2,8814] | [0,3636;0,972] ;0,7014]
Prolifération | 47 (23,5%) 34 (16,6%) 87 (41,1%) 0,0001
élevée n= 2'oo n= 2'05 n= 2'10 0,083 2,5925 OR 0,4352
- - - [0,2764 ; 0,6795]
Chirurgie 0 0 0 0,0007 OR 2,608
conservatrice | 19%4(90,7%) | 180 (81,8%) | 167 (78,8%) 0,0653 0,4791 (14421 : 4 8698]
Traitement o o o 0,0072 OR 0,565
adjuvant : CT 57 (26,6%) | 76(34,5%) | 83(39,2%) 0,0776 0,3692 [0,3664 + 0,8672]
Déces 18(7,5%) | 3 (1,4%) 0(0%) | %005 OROI511 0,088 5,2646

n : effectif reprécisé pour chaque critére si différent de Ueffectif global de la population ; vs :

Versus

CCI : carcinome canalaire infiltrant

; IP :index de prolifération ; CT : chimiothérapie ;

Seuil de significativité pour une p-value < 0,05 ; résultats significatifs en gras ; OR :odds-ratio
Pour les valeurs qualitatives, la p-value, si elle est significative est suivie de I’OR et de son intervalle
de confiance a 95%.
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L’index de prolifération :

Dans la population globale comprenant les 890 cancers de tous stades évolutifs,
I'IP a été déterminé dans 752 cas. Dans les 138 autres cas, la détermination du Ki-67
n’a pas été possible du fait d'un matériel tumoral insuffisant pour la réalisation de
techniques dTHC (tumeurs millimétriques, microinvasives), ou jugée inutile (non
systématique pour les CIS).

Sur ces 752 cas, 358 (47,6%) résultats sont compris entre O et 10% et 187 (24,9%) entre
11 et 20%. Ainsi, selon les valeur-seuils du laboratoire seulement 27,5% des cancers
analysés ont une prolifération €levée. Ceci est illustré par la figure 2.

Nous n’avons conservé qu’une seule valeur d’IP par cancer. Ainsi, en cas de tumeur
multifocale, nous n’avons pris en compte que I'IP de la tumeur principale sur sa taille.
En cas de résultats disponibles sur biopsie et sur piéce, nous avons conservé le résultat
sur piéce opératoire, indépendamment des traitements néoadjuvants éventuellement
regus.

Figure 2 A et B : Distribution de lindex de prolifération dans notre population générale
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A - Histogramme : En bleu, courbe de distribution avec moyenne de 17,8, écart-type +/- 17,3. En vert,
fleches correspondant aux seuils appliqués par le laboratoire d’analyse : < ou =a 10 % pour une
prolifération faible et > a 20% pour une prolifération élevée.
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B - Box-plot : En marron, intervalle a 95%, médiane de 12%. Diamant : moyenne de l'intervalle a 95%
(17,8%). Points : valeurs extrémes, en orange entre 1,5 et 3 EI (écart interquartile) et en jaune > a 3 EL
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A présent, dans la population des cancers infiltrants primitifs et localisés, la figure
3 étudie I'IP selon son taux en pourcentage dans les 3 groupes et la figure 4 la répartition
selon l'interprétation de la prolifération (faible, modérée et sévere) dans chaque groupe.

Figure 3 : Variation des valeurs de l'index de prolifération selon les groupes
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Min écart-type 4,6 1 3,3
Moyenne 14,5 12 25,7

IP :index de prolifération

Pour chaque groupe, le volume bleu illustre la zone comprise entre les valeurs minimale et maximale
retrouvées, le trait noir illustre ’écart-type par rapport a la moyenne (fourchette de valeurs ol se situent
environ 80% des résultats), le point jaune illustre la moyenne des valeurs. La courbe en pointillé jaune
montre la tendance de la moyenne entre les groupes.

Ainsi, on retrouve de facon statistiquement significative :

-  Entre 1994 et 2003 :
L’TP moyen est plus important dans la population I (14,5 versus 12%) avec un
taux de prolifération faible plus important dans la population II (65% versus 48%)
et de proliféeration modérée plus important dans la population I (28,5 versus
18,5%).

- Entre 2003 et 2012 :
L’TP moyen est plus important en 2012 avec une moyenne de 25,7 versus 12%.
Le taux de prolifération modérée est plus important dans le groupe III (28 versus
18,5%).
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- Entre 1994 et 2012 :
LTP est beaucoup plus élevé en 2012 (25,7 versus 14,5% en moyenne) avec une
proportion de prolifération faible plus importante en 1994 (48 versus 31%) et un
taux de prolifération élevé plus conséquent en 2012 (41 versus 23,5%).
Ainsi, de facon statistiquement significative, on retrouve une évolution de I'IP lors de la
comparaison des populations avec une tendance a la diminution des taux moyens entre
1994 et 2003 et une inflation des taux en 2012.

Figure 4 : Répartition des types de prolifération par groupe
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Selon les valeur-seuils appliquées par le laboratoire :
- Prolifération faible :IP<ou=a 10%
- Prolifération modérée :IP entre 11 et 20%
- Prolifération élevée :IP > a 20%

Analyse 2

Nous n’avons pas observé de différences statistiquement significatives dans les
caractéristiques histopronostiques tumorales usuelles entre les 3 populations en dehors
d’'une augmentation du taux de CCI entre 1994 et 2012.

Afin de vérifier si les taux plus élevés de prolifération peuvent étre liés a des cancers

plus agressifs, nous avons sélectionné les cas de prolifération élevée sur la population

globale (IP strictement supérieur a 20%) et nous les avons comparés aux cas de

prolifération faible ou modérée en termes de taux de facteurs de mauvais pronostic :

l’age inférieur a 40 ans, la taille tumorale avec les stades p T3 et T4, 'envahissement

ganglionnaire, le grade SBR III, la négativité des RH, la présence d’emboles, le taux de
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CCI et de CLI. Nous avons aussi repris nos critéres de comparaison initiaux avec le
milieu d’habitation rural, les antécédents familiaux de cancer du sein, les tumeurs
infracliniques, le taux de mastectomie, les traitements néoadjuvants puis les taux de
déces et de rechutes. Enfin, nous avons étudié le type de dosage sur piéce ou biopsie et
I’allocation des résultats par anatomopathologiste.

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau VII.

De facon statistiquement significative, on retrouve :

- Des taux d’envahissement ganglionnaire plus important dans le groupe IP élevé
(43,5% versus 32,3%),
- Un taux de mastectomies plus élevé (27% versus 18%),
- Un taux de déceés multiplié par 3 (7% versus 2,2%) et
- Un taux de rechute métastatique multiplié par 2 (16,4% versus 8%).
- On note de plus une plus faible contribution des anatomopathologistes 1 et 2
dans le groupe IP élevé (respectivement 23,7 versus 35% et 15,5% versus 24,8%).
Ainsi, les tumeurs a prolifération élevée sont liées a des taux d’envahissement
ganglionnaire, de décés et de métastases plus importants, soulignant la valeur
pronostique de IIP et pouvant ainsi aller dans le sens de I’hypothése de tumeurs plus
agressives.

De plus, allant dans le sens de cette hypothése, nous avons observé de plus prés
la sous-population des cancers isolés en début d’analyse, a savoir les cancers récidivants,
bilatéraux, d’emblée métastatique et les CIS.

A titre indicatif, on peut noter que sur les 80 IP dosés parmi les 99 cancers récidivants,
le taux moyen de prolifération était de 17,6%, sur les 32 index des 38 cancers bilatéraux
(donc sur 19 patientes), le taux moyen était de 19,2% ; et l'on peut voir que sur les 12
index disponibles sur les 13 cancers métastatiques, le taux moyen du Ki-67 est de 38,2%.
Parmi les 89 CIS, seulement 8 déterminations de I'IP sont retrouvées et leurs taux
allaient de 5 a 50%.

Nous n’avons pas réalisé d’analyse statistique sur ces constatations, les effectifs étant
trop faibles par rapport a la population des cancers infiltrants primitifs localisés.
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Tableau VII : Comparaison des catégories index de prolifération élevé versus index de
prolifération faible ou modéré

Critéres IP élevé IP faible et modéré p-value
Effectif (n) 207 545 752
Age <40 ans 21 (10,1%) 10 (1,8%) 2,1691
Taillep T3 et T4 13 (6,3%) 18 (3,3%) 0,0976
i 0,0002
Envahissement 90 (43,5%) 177 (32,3%)
ganglionnaire OR 1,8586 [1,3231 ; 2,6083]
ccl 180 (88,2%) n =204 [ 382 (70,9%) n = 539 3,0988
CLI 17 (8,3%) n = 204 125 (23,2%) n = 539 1,8938
SBR 1l 118 (57%) 68 (12,3%) 6,1624
RH négatifs 57 (27,5%) 46 (8,4%) 1,5104
Emboles 66 (31,9%) 87 (16%) 2,6791
Milieu rural 26 (12,8%) n=203 |68(12,3%) n=536 1
Antécédents familiaux 74 (35,7%) 176 (32,3%) 0,3866
Tumeur infra-clinique 33 (15,9%) 97 (17,9%) 0,5901
Dosage de I'lIP sur piéce 137 (66,2%) 345 (63,4%) n =544 0,4967
. 0,0028
Anatomopathologiste N°1 |49 (23,7%) 191 (35%)
OR0,5752 [0,39; 0,8385]
. 0,0059
Anatomopathologiste N°2 |32 (15,5%) 135 (24,8%)
OR 0,5557 [0,3514 ; 0,8697]
Anatomopathologiste N°3 |55 (26,6%) 76 (13,9%) 9,299
Anatomopathologiste N°4 |53 (25,6%) 117 (21,5%) 0,2418
) 0,0159
Mastectomie 56 (27,1%) 102 (18,7%)
OR 1,6096 [1,0839 ; 2,3765]
CT néoadjuvante 45 (21,7%) 47 (8,6%) 2,9076
HT néoadjuvante 61 (29,4%) 138 (25,3%) 0,267
CT adjuvante 131 (63,3%) 130 (23,9%) 2,1092
HT adjuvante 142 (68,6%) 389 (71,4%) 0,4739
. 0,0057
Déces 14 (6,8%) 12 (2,2%)
OR 3,2158 [1,354 ; 7,7586]
Récidive loco-régionale 19 (9,2%) 59 (10,8%) 0,5927
0,0012

Métastases

34 (16,4%)

44 (8,1%)

OR 2,2351[1,3385; 3,7083]

n : effectif reprécisé pour chaque critére si différent de Ueffectif global de la population

IP :index de prolifération ; CCI : carcinome canalaire infiltrant ; CLI : carcinome lobulaire
infiltrant ; RH : récepteurs hormonaux ; CT : chimiothérapie ; HT : hormonothérapie

Seuil de significativité pour une p-value < 0,05 ; résultats significatifs en gras ; OR :odds-ratio
Pour les valeurs qualitatives, la p-value, si elle est significative, est suivie de ’'OR et de son
intervalle de confiance a 95%.
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Analyse 3

Pour terminer, afin de répondre aux hypothéses avancées, nous avons voulu
étudier I'IP en fonction d’autres facteurs que sont le lieu d’habitation pour l'influence
des polluants agricoles, I'IMC, l'influence des traitements médicaux hormonaux, le type
d’anticorps, le dosage sur piéce ou sur biopsie, ’'anatomopathologiste pour la technique
de lecture. Nous avons aussi étudié I'IP en fonction de ’age et de 1’histologie puisque des
différences significatives étaient retrouvées dans les populations comparées ci-dessus.

La population étudiée est la population globale.
Les résultats sont présentés dans les tableaux VIII 1 a 9.

Le tableau VIII-1 analyse I'IP dans les 2 populations constituées de 645 femmes
vivant en milieu urbain et de 94 femmes vivant en milieu rural.

Il n’est pas retrouvé de différence significative entre les taux d’IP des 2 groupes.

Tableau VIII-1 : Index de prolifération en fonction du lieu de résidence

HABITAT ‘ URBAIN RURAL p-value

Effectif (n) 645 94 739
IP moyen +/- écart-type

(%) 17,7 +/- 16,9 18,6 +/- 19,2 0,4751

Le tableau VIII-2 compare I'IP d’une population de 359 patientes de poids normal
(dont I'IMC est supérieur ou égal a 18,5 et inférieur a 25 kg/m?) a 3 autres populations :
une catégorie de femmes dites en sous-poids (dont 'IMC est inférieur a 18,5 kg/m? et
contenant 33 femmes), une catégorie de femmes en surpoids (dont 'IMC est supérieur
ou égal a 25 et strictement inférieur a 30 kg/m? avec un effectif de 182 patientes) et
enfin une catégorie de patientes obéses (dont I'IMC est supérieur ou égal a 30 kg/m?,
comprenant 76 femmes).
Aucune différence statistiquement significative n’est mise en évidence entre ces
catégories.

Tableau VIII-2 : Index de prolifération en fonction de l'indice de masse corporelle

IMC 'SOUSPOIDS  POIDS NORMAL  SURPOIDS OBESITE
Effectif (n) / 650 33 359 182 76

IP moyen+/- écart-type (%) |19,8 +/-16,5 18,22 +/- 18,5 18,75 +/- 17 19,05 +/- 16,9
p- value par rapport au

poids normal 0,5536 NA 0,214 0,0889

Le tableau VIII-3 présente une comparaison de 1P dans 3 populations : une
population de 577 patientes ne présentant pas de traitement hormonal en cours au
moment du diagnostic de cancer du sein, une population de 59 femmes bénéficiant d’'une
COP et une population de 109 patientes chez qui il a été prescrit un THM. Nous
comparons ainsi I’absence de traitement a une contraception hormonale ou a un THM
et la contraception au THM.
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On retrouve ici de facon significative, une moyenne du taux de I'IP plus faible lorsque
les patientes sont traitées par THM par rapport a une contraception hormonale ou une
absence de traitement.

Tableau VIII-3 : Index de prolifération en fonction des traitements hormonaux en cours

TRAITEMENTS ABSENCE DE p-value COP
HORMONAUX TRAITEMENT COP vs THS

Effectif (n) / 745 577 59 109 168
IP moyen+/- écart-type

(%) 18,3 +/-17,3 |20,85+/-21,4 |13,9+/-14,1

p-value vs absence de

traitement NA 0,7601 0,001

Nous avons ensuite comparé dans le tableau VIII-4, le taux de I'IP en fonction de
I'anticorps utilisé, parmi les 3 retrouvés sur la période d’é¢tude. Notons que chaque
anticorps correspond globalement a une période a quelques exceptions prés. Nous les
avons donc réanalysés pour pallier ce biais. Les anticorps comparés sont les clones MIB-
1 de DAKO (groupe I), MIB-1 dIMMUNOTECH (groupe II) et MM-1 de NOVOCASTRA
(groupe III).

Il existe une différence significative lorsque l'on compare la population de chaque
anticorps avec un IP moyen plus élevé de 25% avec le clone de NOVOCASTRA, un IP
moyen de 14% avec le clone de DAKO et un IP plus faible (12,6%) avec le clone
dIMMUNOTECH. Ceci correspond ainsi aux différences significatives observées lors de
notre comparaison par périodes.

Tableau VIII-4 : Index de prolifération en fonction du clone d’anticorps utilisé

ANTICORPS ‘ MIB1 DAKO MIB IMMUNOTECH MM1 NOVOCASTRA
Effectif (n) / 747 237 235 275
IP moyen +/- écart-type
(%) 14,2 +/- 10
p-value vs Ac DAKO NA

p-value vs Ac
IMMUNOTECH 0,0003
p-value vs Ac
NOVOCASTRA 0,0001

12,6 +/- 11,25 25,3 +/-22,9

Nous avons de plus voulu savoir si le site de dosage pouvait étre un facteur
influencant le taux de IIP: ainsi, le tableau VIII-5 présente les résultats de la
comparaison de I'IP en fonction de son dosage, sur piéce opératoire et sur biopsie.

Nous n’avons pas releve de différence significative.
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Tableau VIII-5 : Index de prolifération en fonction du site de dosage

' SUR PIECE

DOSAGE SUR BIOPSIE p-value

Effectif (n) 482 269 751
IP moyen+/- écart-type

(%) 17,8 +/- 17 17,9 +/-17,8 0,7258

Le tableau VIII-6 analyse I'IP dans 4 sous-groupes selon le pathologiste ayant
déterminé son taux sur la période d’étude, avec 240 patientes dans le groupe
anatomopathologiste n°1, 167 dans le groupe n°2, 130 dans le groupe n°3 et 170 dans
le groupe n°4.

Les résultats sont en faveur de taux d’IP plus élevé chez 'anatomopathologiste n°3 par
rapport a tous ses confreres (IP moyen de 23%). Il existe aussi une variation significative
avec un IP moyen plus important chez ’'anatomopathologiste n°4 par rapport a son
confrére n°1 (moyenne de 19,7 versus 12,9%).

Tableau VIII-6 : Index de prolifération en fonction de 'observateur

ANATOMOPATHOLOGISTE | N°1

Effectif (n) / 707 240 167 130 170
IP moyen+/- écart-type (%) | 12,9 +/-9 15,9 +/- 15,7 |23,1+/-20,4 |19,7 +/-19,3
p-value vs N°1 NA

p-value vs N°2 0,3202

p-value vs N°3 0,0001

p-value vs N°4 0,0031

La question du biais de confusion se pose donc entre les différences observées entre les
4 pathologistes et celles retrouvées selon 'anticorps utilisé. En effet, ces praticiens se
sont succédés dans le temps et ont donc utilisé des anticorps différents.

Ainsi, le tableau VIII-7 récapitule a titre indicatif sans test statistique conduit, la

répartition des anticorps utilisés par observateur, illustrant ainsi le role possible de ce
biais dans les résultats obtenus.

Tableau VIII-7 : Anticorps utilisés par chaque observateur

OBSERVATEUR N°1 N°2 'N°3 N°4
n = effectif 241 168 127 169

163 (68%) 59 (35%) 9 (7%) 4 (2,7%)
DAKO MIB1 IP m 13,7% IP m 14,8% IP m 23% IPm 7,3%

78 (32%) 63 (37,5%) 38 (30%) 53 (31,3%)
IMMUNOTECH MIB1 | IP m 10,6% IPm 11,7% IPm 17,6% IP m 13,2%

46 (27,5%) 80 (63%) 112 (66%)

NOVOCASTRA MM1 0|1P23,9% IP m 25,1% IP m 23,2%

Pour finir, le tableau VIII-8 analyse 1P dans différents groupes d’age en
comparant la classe d’age 50-74 ans (fourchette du dépistage systématique), les femmes
jeunes (entre 40 et 49 ans), les patientes trés jeunes (avant 40 ans) et les femmes plus
agées (de 75 ans ou plus).
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On retrouve une différence significative avec un taux moyen d’IP plus élevé dans la classe
des moins de 40 ans par rapport a toutes les autres classes d’age (30% versus 17 ou
18% dans les autres classes).

Tableau VIII-8 : Index de prolifération en fonction des classes d’age

1:<40ans ‘2:40-49ans ‘3:50-74ans ‘4:>ou=75ans

Effectif (n) / 752 30 154 483

IP moyen+/- écart-type

(%) 30,37 +/- 21,56 18,32 +/-18,1 |17,01+/-16,5 |17,13 +/-16,9
p-value vs 1 NA

p-value vs 2 0,0002

p-value vs 3 0,0001

p-value vs 4 0,0001

Enfin, le tableau VIII-9 compare le groupe des CCI au groupe des CLI en fonction
de I'IP.

Le taux moyen de I'IP est statistiquement plus bas dans les CLI que dans les CCI (12,2%
versus 19,6%).

Tableau VIII-9 : Index de prolifération en fonction du type histologique

HISTOLOGIE ccl CLI p-value

Effectif (n) 562 142 704
IP moyen+/- écart-type
(%) 19,63 +/- 18,42 12,19 +/- 10,9 0,0001

NA : non applicable

US :versus

IP :index de prolifération ; IPm : index de prolifération moyen ; IMC :indice de masse corporelle ;
COP : contraception cestro-progestative ; THS : traitement hormonal substitutif de la ménopause ;
Ac :anticorps ; CCI : carcinome canalaire infiltrant ; CLI : carcinome lobulaire infiltrant

Seuil de significativité pour une p-value < 0,05 ; résultats significatifs en gras
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DISCUSSION

Nous discuterons ici les biais et les limites de notre étude avant de reprendre les
principaux résultats significatifs. Puis, nous étudierons les 2 prérequis qui font
actuellement défaut a 1IP déterminé par IHC pour qu’il fasse partie des
recommandations : la définition de valeur-seuil et la validité analytique du test. Enfin,
nous proposerons des perspectives en ce sens.

Nous rappelons que, par abus de langage dans la pratique quotidienne mais aussi dans
la littérature internationale, cet IP déterminé par IHC est communément mentionné sous
le terme de Ki-67, indépendamment de ’anticorps réellement utilisé.

1. Biais et limites de 1’étude

Notre étude contient en effet plusieurs biais, dont le principal est son caractére
rétrospectif, avec un recueil de données sur des dossiers manuscrits parfois déja
archivés ; ainsi nous déplorons un certain nombre de données manquantes. Bien que
les dossiers non analysables du fait de données indispensables manquantes aient été
exclus, la plupart des observations de la période de 1994-1996 sont incomplétes (suivant
I’évolution de la rigueur de l'observation clinique du praticien), mais tout de méme
incluses pour atteindre des effectifs de population équivalents. Ainsi, par exemple, 44%
des données concernant 'IMC sont manquantes dans cette population.

De plus, le recrutement de notre population est unicentrique et discontinu sur

une période d’é¢tude continue, ce qui pose la question de la représentativité de notre
échantillon. Cependant, la plupart de nos résultats descriptifs dans notre population
concordent avec ce qui est retrouvé dans la littérature francaise.
Par exemple, si nous comparons les chiffres avancés par Penault-Llorca [33] dans une
étude multicentrique de 2007 ou par Heéry [4] dans une étude épidémiologique de 2002
a notre population de 2003, on retrouve respectivement dans la littérature et dans notre
étude : un age moyen au diagnostic de 60 et 59 ans, un envahissement ganglionnaire
dans 35 et 34% des cas, 85% et 85,4% de tumeurs RH positifs, 41 et 46% de grade SBR
II, 12% et 10% de tumeurs HER?2 positif, 70-80% et 78% de CCI.

Enfin, concernant leffectif de notre échantillon : si nous comparons les 2

moyennes du taux de I'IP des populations I et III (14 et 25%), en appliquant un écart-
type delta de 25 et un risque de premiére espece alpha de 0,05, la mise en évidence
d’une relation statistiquement significative nécessiterait au minimum une population de
220 patientes avec 110 patientes par groupe.
Ainsi, nos effectifs sont satisfaisants pour les comparaisons entre les populations I et III
et II et IlI, mais pas pour la comparaison des populations I et II, ou ’écart entre les 2
moyennes est faible (2%) et nécessiterait 6000 sujets pour étre pertinent. Globalement,
nous pouvons tout de méme considérer que la puissance de notre étude est suffisante
pour atteindre notre objectif principal.
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2. Discussion des résultats de 1’étude

Nous avons donc objectivé une variation statistiquement significative du taux de
I'IP dans le cancer du sein, avec une augmentation constatée entre 1994 et 2012 et entre
2003 et 2012. Selon les seuils utilisés par notre laboratoire, restés constants au cours
de notre période d’é¢tude, le taux moyen de prolifération en 2012 est élevé (25%) alors
qu’il est modéré en 1994 et en 2003 (respectivement 14 et 12%).
Il existe en revanche une légére diminution du taux moyen entre 1994 et 2003. Mais
comme nous l'avons vu précédemment, ce dernier constat n’est pas interprétable
compte-tenu de l'effectif de notre échantillon.

Concernant la comparabilité de nos populations, elle est satisfaisante en termes
d’effectif et pour une majorité des facteurs individuels et tumoraux étudiés. Il n’y a en
effet pas de différence significative retrouvée entre les groupes pour : le statut
meénopausique, 'IMC et le lieu d’habitation, le type de dépistage, la taille tumorale, la
multifocalité, I’envahissement ganglionnaire, la présence d’emboles, le grade SBR et
I’hormonorésistance de la tumeur.

Concernant les autres critéres, des différences significatives ont été retrouvées dans la
comparaison des 3 populations. La plupart d’entre elles ont été évoquées dans nos
hypothéses de départ et peuvent permettre de les étayer. Cependant, en l’'absence
d’analyses multivariées réalisées, nous ne pourrons évoquer que des tendances sans
pouvoir conclure a I'impact réel de chaque facteur.

Hypothése n°1 : L’augmentation des taux de I’index de prolifération est liée
a I’émergence de cancers plus agressifs.

Nous allons reprendre les résultats significatifs pouvant étre en faveur de cette
hypothése.
- Lage :
L’age moyen des patientes au diagnostic est plus élevé dans la population de 2012
(60 ans) par rapport a la population de 1994 (57 ans). Ceci concorde avec les
connaissances actuelles sur le cancer du sein, puisque la Haute autorité de santé
(HAS) [2] rapporte un age moyen de 61 ans en 2015, et que 1’age €levé est un facteur
de risque bien établi et important de cancer du sein. Le développement du dépistage
et 'augmentation de 'espérance de vie peuvent expliquer cette augmentation de 1’age
moyen au diagnostic.
Nous avons aussi démontré qu'un IP plus élevé est statiquement associé aux tumeurs
survenant chez les femmes jeunes dans la catégorie des moins de 40 ans. En effet,
I’age inférieur ou égal a 35 ans est admis comme un facteur de mauvais pronostic
puisque des cancers plus agressifs sont associés a cette classe d’age.

- Les antécédents familiaux :

Il y a statistiquement plus d’antécédents familiaux de cancer du sein chez les
patientes de la population III (43,4%) par rapport a la population I (25,7%). Sachant
que les formes familiales sont généralement grévées d’'un pronostic plus défavorable,
cela va dans le sens de notre hypothése d’émergence de cancers plus agressifs. Nous
notons cependant que les taux de formes familiales dans la littérature sont plutot de
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20% (Héry 2002) [4], soit bien inférieurs a ce que nous retrouvons dans notre
population de 2003 (33%).

Deux biais sont possibles : celui di a une modification du recrutement de notre
chirurgien, ce que nous verrons ci-apres, ou la significativité de ’antécédent familial,
sachant que nous avons analysé dans cet item tout antécédent familial,
indépendamment du nombre ou de ’age des apparentés atteints. En effet, comme
nous l'avons vu, une femme sur 8 est susceptible de présenter un cancer du sein au
cours de sa vie. Ce qui signifie que par argument de fréquence, plusieurs cancers du
sein peuvent étre observés dans de grandes fratries sans forcément appartenir a des
formes familiales. C’est la raison pour laquelle les onco-généticiens sélectionnent les
patientes pouvant bénéficier d'une recherche de mutation BRCA (3 apparentés au
premier ou au second degré, 2 apparentés au premier degré de 40 ans ou moins...).

- Les cancers récidivants, bilatéraux et métastatiques d’emblée :

En effet, il est de plus constaté un taux de cancers récidivants plus élevé en 2012
quen 1994 (15 versus 7,4%) et des cancers bilatéraux (3,7 versus 1,2%) et
meétastatiques d’emblée (3 versus 0,6%) plus fréquents en 2012 qu’en 2003. Ces
augmentations significatives pourraient aller dans le sens de 'apparition de cancers
de plus mauvais pronostic.

Cependant, le biais de 1’évolution du recrutement du chirurgien de I'’¢tude doit de
nouveau étre remis en question. En effet, sur cette période de 20 ans, le chirurgien
a pu étre amené a voir des patientes atteintes de cancers plus sévéres dans le cadre
de I'expertise qu’il a développé, ou des patientes récidivantes et fidéles, ou encore qui
lui adressent les membres de leur famille. En effet, nous constatons que 7 des
cancers récidivants dans la population de 2012 ont déja été traités dans les
populations de 1994 et 2003.

Il est donc difficile de tenir compte de ces 2 derniers critéres pour affirmer ’hypotheése
de cancers plus agressifs, compte-tenu de ce biais de confusion et du nombre réduit
de ces cas dans nos populations.

- LesCCI:

Par la suite, il est constaté des taux de CCI progressivement plus élevés entre 1994
et 2014 (de 68 a 80%) avec donc un taux plus bas de CLI et d’autres types
histologiques. Ces chiffres concordent avec les données épidémiologiques (Penault-
Llorca 2011) [34].

Nous savons en revanche que les CLI ont souvent des taux de prolifération plus bas
et que les autres types histologiques décrits (en dehors des carcinomes épidermoides
rares) sont généralement de bon pronostic. Ainsi 'augmentation de la fréquence des
CCI peut étayer notre hypothése.

- Les traitements :

Nous constatons aussi des taux de mastectomies plus importants (21%) mais
associés a des marges in sano plus fréquentes (96%) et une augmentation des
indications de chimiothérapie posées en situation adjuvante (39%). Cela refléte donc
des traitements plus sévéres, soit dans un objectif d’efficacité, soit dans le cadre du
traitement de cancers plus agressifs (relation de cause et / ou de conséquence).

Etant donné que nos praticiens prennent en compte I[P dans leur décision
thérapeutique a Grenoble, la prescription plus fréquente de ces traitements
cytotoxiques est peut-étre la conséquence de 'augmentation des taux de prolifération
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qui a été observée. Ainsi, indiquons-nous des traitements, dont la toxicité et le cott
sont élevés, sur la base de critéres dont la fiabilité n’est pas prouvée ?

- Les récidives et les déceés :

Les notions de survie et de récidive sont peu pertinentes pour la comparaison de nos
3 groupes, la durée moyenne d’observation de ces patientes n’étant pas comparable,
surtout pour la population de 2012. Ainsi, ces critéres n’ont pas été pris en compte
dans l’analyse statistique n°1.

Pour pouvoir exploiter les notions sus-citées, nous avons donc comparé les
patientes ayant un IP élevé aux patientes ayant une prolifération considérée comme
faible ou modérée.

On retrouve alors statistiquement plus d’envahissements ganglionnaires (43%), plus de
déces (taux multiplié par 3) et un taux double de rechutes métastatiques, soit plus de
cancers agressifs dans le groupe d’IP élevé. Malgré tout, il n’a pas été mis en évidence
de différences en termes de prise en charge thérapeutique selon I'IP puisque le nombre
de chimiothérapie ou d’hormonothérapie en situation néoadjuvante ou adjuvante est
comparable entre les 2 groupes ; on ne note qu'un taux de mastectomie plus élevé.
Donc, comme nous le savons déja, un IP élevé est effectivement lié a des cancers de plus
mauvais pronostic mais il n’est pas possible sur la base de ces analyses de prouver que
son augmentation soit liée a I'’émergence de cancers plus agressifs.

Hypothése n°2 : L’augmentation des taux de I’index de prolifération est due
a I’intervention de perturbateurs endocriniens endogénes ou exogénes.

Nous avons choisi d’étudier : IIMC, les traitements hormonaux et le lieu
d’habitation. En effet, 1'obésité, les hormones médicamenteuses au moment de la
ménopause ou en période péri-ménopausique et le lieu de résidence sont reconnus
comme des facteurs de risque relatifs de cancer du sein (risque relatif multiplié par 1,5
a?2).

Il n’a pas été retrouvé de variation significative des taux d’IP selon I'IMC.

Concernant les traitements hormonaux, il y en a logiquement moins en 2012 (13,7%)
qu’en 1994 (26,2%) suite a la diminution massive de prescription des THM. En revanche,
nous avons observé de facon inexpliquée que les patientes sous THM au moment du
diagnostic ont des tumeurs moins proliférantes que les femmes sous contraception
hormonale ou sans traitement, ce qui est contraire a notre hypotheése.

Enfin, nous savons que le lieu d’habitation urbain est un facteur de risque relatif de
cancer du sein par rapport au lieu de vie rurale mais nous avons avancé ’hypothése que
la teneur en polluants de type pesticides des eaux et des sols en zones agricoles peut
influer sur la prolifération tumorale. En effet, ’Agence régionale de santé (ARS) reconnait
ces substances comme potentiellement cancérigénes. Cependant, nous ne sommes pas
parvenus a associer le lieu de résidence a un taux d’IP plus élevé.

Notons cependant que le praticien de notre étude renseigne actuellement de facon
systématique ses observations cliniques avec le lieu de résidence de la patiente, en
précisant la proximité avec une zone agricole et le type de culture, le cas échéant.
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Hypothése n°3 : La variation observée des taux de I’index de prolifération
est liée aux biais induits par la variabilité des techniques utilisées pour la
détermination de ce parameétre.

Trois parameétres ont été étudiés dans cette hypotheése : le site de dosage (biopsie
ou piéce opératoire), anticorps utilisé et I'observateur.

Dans les différentes analyses, nous n’avons pas trouvé de différence significative
selon le dosage sur piéce ou sur biopsie.
La variation de I'IP en fonction du type d’anticorps se superpose a 1’évolution du taux
selon les périodes d’é¢tude puisqu’il existe globalement un anticorps différent utilisé pour
chaque population. En conclusion, le clone MM-1 de NOVOCASTRA est associé a des
taux moyens d’IP significativement plus élevés par rapport aux clones MIB-1 de DAKO
et ' IMMUNOTECH. Est-ce lié a une propriété intrinséque de 'anticorps-méme ? Il est
hautement probable que les causes soient en réalité multiples et nous pouvons a partir
de notre étude déja évoquer des différences dans la préparation de la piéce opératoire
(tissus congelés, paraffinés, fixateurs différents), dans les anticorps utilisés (dilutions
variables, réactifs et protocoles de restauration antigénique différents)...
Enfin, une étude par pathologiste a permis de retrouvé un taux moyen d’IP de 23% dans
I’échantillonnage du praticien n°3, donc statistiquement plus élevé que la moyenne des
3 autres observateurs. De méme, le praticien n°4 a une moyenne statistiquement plus
élevée (19%) que 'anatomopathologiste n°1 (13%) et on note de plus une participation
moindre des pathologistes n°1 et 2 dans le groupe des IP €élevés.

Est-ce la conséquence de 'application de techniques de lecture différentes ? L’absence
de précision quant a la technique de lecture (évaluation globale ou compte cellulaire,
intensités de marquage prises en compte, sites de la détermination par rapport a la
topographie tumorale...) dans le compte-rendu anatomopathologique ne nous permet
pas d’avancer d’hypothéses en ce sens. Existe-t-il une possible tendance a la sous-
estimation ou a la surestimation de I'IP par certains pathologistes ? Ou existe-t-il un
biais de confusion selon 'anticorps utilisé ? En effet, les praticiens n°3 et 4, ayant une
activité plus importante en 2012, ont plus utilisé le clone MM-1 de NOVOCASTRA, alors
que le pathologiste n°1 a arrété son exercice avant 'acquisition de cet anticorps. Une
analyse de l’anticorps utilisé en fonction de ’anatomopathologiste aurait pu étre ici
intéressante.

En conclusion, les biais techniques de la détermination du Ki-67 découlant de
I’'absence de protocoles standardisés semblent jouer un role prépondérant dans la
variabilité du taux de I'IP. Ainsi nous allons voir comment ces facteurs réduisent
considérablement sa validité analytique et contribuent a sa sous-utilisation en pratique
clinique.
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3. Revue de la littérature sur la validité du Ki-67

Nous avons vus dans notre introduction que la détermination de la prolifération
par le Ki-67 pourrait bénéficier d'un NP IB en tant que facteur pronostique et IIB en tant
que facteur prédictif. En réalité, avant de pouvoir affirmer la valeur pronostique et
prédictive d’'un marqueur tumoral, ainsi que son utilité clinique, il doit avoir été fait la
preuve de sa validité pré-analytique et analytique (Luporsi 2015) [5]. Ce qui, nous le
savons, n’est pas le cas. Pour obtenir cette validité, un test doit étre fiable et
reproductible (Teutsch 2009) [35] et donc reposer sur un protocole standardisé et validé
de facon longitudinale dans le temps et sur un plan national voire international, avant
de pouvoir faire l'objet de recommandations. En conséquence de 1’hétérogénéité des
pratiques, la définition de valeur-seuil du Ki-67 est impossible.

Nous avons donc parcouru la littérature afin d’étudier les solutions proposées par
la communauté scientifique pour pallier ce probléme

Les valeur-seuils

Tout d’abord, de trés nombreuses tentatives de recommandations de cut-offs pour
I'utilisation du Ki-67 ont été retrouvées et nous constatons une variabilité des valeurs
proposées pouvant aller de 1 a 34%. Ces seuils permettent une dichotomie entre un IP
négatif ou positif, soit bas ou élevé, ou bien une gradation en prolifération faible,
intermédiaire et élevée (comme c’est le cas dans notre étude). Peu d’auteurs parviennent
a s’accorder sur une valeur-seuil et beaucoup préconisent de la fixer en fonction du but
de l’étude (pronostique, prédictive de la réponse a une chimiothérapie ou une
hormonothérapie en situation néoadjuvante ou adjuvante, en utilisation indépendante
ou au sein d’une classification en sous-groupes...), voire de facon arbitraire. Les seuils
les plus recommandés sont situés entre 10 et 20% et concordent avec les valeurs établies
par notre laboratoire.

On peut ainsi citer : les recommandations de Cheang (2009) [36] pour un seuil a

13,5% pour la distinction des cancers Luminal A et B, du panel de St. Gallen pour des
seuils supérieur a 15% et inférieur ou égal a 30% pour la définition de tumeurs a risque
intermédiaire (Luporsi 2012) [9], alors que ’AGO Breast Committee (Liedtke 2014) [37]
préconise un seuil de 20% pour la classification en Luminal A et B et des seuils supérieur
ou égal a 15% et inférieur a 25% pour la caractérisation d’une tumeur de grade
intermédiaire. Enfin, Aleskandarany (2010) [38] propose en 2010 un seuil de 10% pour
distinguer les cancers de bon et de mauvais pronostic et De Azambuja (2007) [10]
conseille d’utiliser un cut-off de 10% pour éviter les chimiothérapies excessives mais de
25% pour identifier les patientes dont la chimiosensibilité est plus probable.
On peut en effet admettre que la situation clinique dans laquelle nous souhaitons utiliser
le Ki-67 peut influencer le choix du cut-off mais la grande variabilité des propositions est
aussi trés fortement liée au manque de standardisation de sa technique puisque
certaines études concluent que ces valeurs doivent étre définies au niveau local.
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La validité analytique du Ki-67

Comment parvenir alors a cette uniformisation des pratiques ? Cinq études
internationales ont retenu notre attention.

Tout d’abord, Mengel [39] a mené une étude en 2002 dans 172 laboratoires
allemands. Pour chaque laboratoire, 30 échantillons tumoraux ont été distribués,
conditionnés localement et lus par 2 observateurs différents.

Une bonne reproductibilité inter-observateur, mais une reproductibilité inter-laboratoire
modeste, plus marquée pour les proliférations €levées avec des variations de 20%, ont
été retrouvées. L’auteur explique ces différences essentiellement par la diversité des
techniques de fixation tissulaire : selon le fixateur utilisé (formol, éthanol, EDTA...), la
durée du temps d’ischémie froide (délai entre la dévascularisation chirurgicale de la pieéce
et la fixation) et le temps de fixation qui peut, s’il est prolongé, amener a sous-estimer le
Ki-67.

Ainsi une expérience conduite par Polley (2013) [40] aux Etats-Unis dans 8
laboratoires confirme ces résultats : la reproductibilité intra-laboratoire est bonne, la
cohérence inter-laboratoire est modérée lorsque les lames sont marquées de facon
centralisée et trés médiocre lorsque les lames sont techniquées et lues selon les
habitudes locales, avec des difféerences de 25%. Alors méme qu’un anticorps identique
était utilisé dans tous les laboratoires (clone MIB-1 de DAKO), les protocoles de dilution,
d’incubation, de récupération antigénique et les systémes de détection étaient
totalement différents et expliquent ces variations.

Par la suite, Varga [41] propose en 2012 une évaluation des techniques de lecture
parmi 5 pathologistes suisses. Les lames étaient immunomarquées centralement dans
son laboratoire de Zirich et localement dans chaque laboratoire d’étude.

La variabilité inter-observateur était plus marquée pour les grades intermédiaires alors
qu’il s’agit de la zone d’intérét du Ki-67, et se trouvait bien évidemment améliorée en cas
de marquage central. Quant a la variabilité intra-observateur, elle pouvait atteindre 35%
lorsque les observateurs effectuaient une nouvelle lecture des mémes lames 4 mois
apres !

Ce travail met surtout en exergue les différences dans les modalités d’interprétation des
lames : eyeballing (estimation moyenne de I'IP a faible grossissement) versus comptage
manuel des cellules tumorales (nombre de cellules marquées par rapport aux cellules
non marquées, sur un nombre total de 500, 1000 ou 2000 cellules), définition d'un
noyau positif en fonction de l'intensité du marquage (marquage intense versus toutes
les intensités de marquage), champ d’intérét pour la lecture (hot-spot, c’est-a-dire zone
tumorale centrale ou l'intensité du marquage est maximale versus growth zone, c’est-a-
dire en périphérie tumorale). Il est conclu que les habitudes des pathologistes sont
variables sur tous ces critéres et que la technique du eyeballing est soumise a moins de
variabilité puisqu’elle permet une observation a faible grossissement et intégre donc
mieux les variations loco-régionales dues a I’hétérogénéité intra-tumorale de 'expression
du Ki-67.

Les analyses d’image semi-automatisées ou automatisées ont été proposées pour
pallier ces variations, puisque selon certains auteurs ces techniques assureraient une
meilleure reproductibilité (Gudlaugsson 2012) [42].

En pratique, les lectures digitales tendent a surestimer les valeurs du Ki-67 puisque que
contrairement a 1’ceil du pathologiste, les automates ne distinguent un noyau marqué
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dans une cellule saine d’'un noyau marqué tumoral (puisque nous le rappelons, les tissus
sains peuvent aussi exprimer le Ki-67).

Enfin, le travail le plus complet reste celui de Dowsett [43] avec 'International

Ki67 in Breast Cancer Working Group publié en 2011 puisqu’il détaille chaque étape de
la technique soumise a des variations et aboutit a des recommandations.

Sont passées en revue la préparation tissulaire et la technique d'THC pour la validité preé-
analytique puis les modalités de lecture pour la validité analytique du test.

Préparation de la piéce :

Le type de prélevement, nous l'avons vu, n'’influe pas sur le résultat ;

Le temps d’ischémie froide doit étre le plus réduit possible car la fixation permet
de conserver l'intégrité nucléaire et d’harmoniser le marquage par la suite ;

Le choix du fixateur se porte sur le formol puisque les solutions d’é¢thanol ou
d’EDTA ont tendance a diminuer le taux du Ki-67 ;

Le temps de fixation adéquat est de 4 a 48 heures ;

Le stockage des piéces doit étre fait aprés inclusion en paraffine pour éviter la
dégradation des tissus par ’exposition a l’air.

Immunoréaction :

Il n’y a pas de recommandation concernant le milieu de restauration antigénique
a utiliser, celui-ci étant souvent fourni avec ’anticorps ;

Le pré-traitement par la chaleur a micro-ondes est recommandée ;

Le clone MIB-1 de ’'anticorps monoclonal de souris anti-Ki-67 humain est proposé
en tant que Gold Standard pour sa spécificité, sa sensibilité, sa résistance et son
efficacité, méme a des dilutions variables. Il n’y a pas de recommandation sur la
dilution ou la durée d’incubation ;

Le systéme de détection colorimétrique classique est le complexe avidine-biotine-
immunoperoxydase.

Interprétation de la coloration :

Ne prendre en compte que les colorations nucléaires et non pas les colorations
cytoplasmiques ou membranaires rares mais possibles en cas d’altérations
nucléaires ou de métaplasies ;

Utiliser des controles positifs internes (lymphocytes) qui orientent sur la qualité
de la lame ;

Prendre en compte toutes les colorations indépendamment de l'intensité pour
définir un noyau positif.

Détermination du résultat :

La lecture manuelle est recommandée ;

En cas de coloration homogeéne, il est recommandé d’effectuer un compte au
grossissement x 400 dans 3 champs différents. La sélection de ces champs se fera
apres un survol de la piéce a faible grossissement ;

Il est préférable de sélectionner les champs d’intérét dans la périphérie tumorale
et de ne pas prendre en compte les hot-spots ou le marquage est prévalent. En
cas d’hétérogénéité tumorale, il convient d’estimer un IP moyen ;

Un compte sur 1000 cellules est satisfaisant, un minimum de 500 cellules est
acceptable ;

Le résultat est rendu en pourcentage de cellules marquées sur le nombre total de
cellules malignes.
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En conclusion, ce travail est donc quasi-complet, mais il n’est pas fait mention en pré-
analytique de la standardisation-méme des anticorps, que nous aborderons ci-dessous.
Cependant, l'application de ces recommandations semble accessible et pourrait
permettre une standardisation de la technique. Alors qu’en est-il en pratique en France ?

L’index de prolifération dans les recommandations

Selon les RPC de Saint-Paul-de-Vence (2013) [30], la validité analytique du Ki-67
est donc trop faible par rapport aux exigences actuelles (NP II, grade C), et les experts
s’accordent sur le fait qu'un travail d’homogénéisation de la technique est nécessaire
pour l'utilisation optimale de cet outil.

Ainsi l'exploitation du travail de UInternational Ki67 in Breast Cancer Working
Group devrait conduire a ’élaboration de recommandations précises pour standardiser
la technique et pour compléter le compte-rendu anatomopathologique. En effet, il semble
nécessaire que ces critéres et notamment ceux liés a la lecture soient portés a ’attention
du clinicien qui prend en charge la patiente afin d’optimiser la décision thérapeutique.

En exemple, le réseau régional du Grand-Est avec 1’Association francaise
d’assurance qualité en anatomie pathologique a récemment élaboré dans cette optique
des recommandations et a développé un outil, disponible sur le web, d’aide a la lecture
en cas d’hétérogénéité du marquage intra-tumoral du Ki-67 (référence web) [44].

L’outil Ki-67recoGE est utilisable quelle que soit la technique de lecture (eyeballing,
comptage manuel des cellules marquées sur le nombre de cellules tumorales ou du
nombre de cellules marquées par rapport aux cellules non marquées).

Au préalable, le pathologiste doit sélectionner au maximum 3 zones de niveaux de
prolifération différents a faible grossissement et estimer le pourcentage d’occupation de
chacune d’entre elles. Puis, il sélectionne un champ représentatif pour chaque zone ety
évalue au grossissement x 400 la densité cellulaire et I'IP. En renseignant la surface de
chaque zone, I'IP et la densité cellulaire par zone, ’'outil permet de calculer un IP moyen.
Pour le compte-rendu, il est recommandé que si le résultat obtenu moyen est compris
dans la zone intermédiaire, entre 11 et 30%, l'observateur doit porter a ’'attention des
cliniciens si une zone occupe plus de 30% de la surface avec un IP supérieur a 30%.

Il serait donc intéressant de diffuser ces recommandations puisque peu de consensus
ont été retrouvés quant a la prise en compte et I’évaluation de 1’hétérogénéité intra-
tumorale de la prolifération.
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4. Perspectives

Pour l'optimisation de nos pratiques, la mise en place d'une standardisation
technique selon les pistes citées ci-dessus est donc indispensable sur un plan intra et
inter-laboratoire et doit étre étendue sur un plan national voire international. Cependant,
est-ce suffisant pour valider l'utilisation du Ki-67 ?

Car au-dela des considérations pré-analytiques et analytiques, une
problématique majeure persiste sans jamais avoir été citée dans la littérature: qu’en est-
il de la validité intrinséque des anticorps utilisés ? En effet, il n’existe pas de controle de
qualité de ces anticorps avec une absence de tracabilité et une absence de suivi
longitudinal de leur calibrage, les uns par rapports aux autres ou par rapport a un test
de référence.

Par exemple, il ne nous a pas été possible de récupérer les numéros des lots des
anticorps utilisés dans notre population d’étude et les notices d’utilisation des anticorps
éditées par les fabricants ne nous permettent pas de savoir comment 'anticorps est
calibré (références web) [45] [46]. Il peut donc exister une dérive de ces produits en
I'absence d’étalonnage standardisé, ce qui appelle a une vérification de leur validité et
nous proposons une étude ultérieure en ce sens.

Nous avons en effet accés a une tumorothéque depuis 2008 a partir de laquelle
des coupes de tissus congelés ou inclus en paraffine pourront étre analysées. Ainsi,
seront réalisées pour une méme tumeur :

- une nouvelle détermination du taux de IIP par les techniques dTHC de routine
aprés mise en place d’'un cadre technique standardisé,

- puis une détermination de IIP par une technique alternative en utilisant par
exemple la biologie moléculaire (mesure de '’ARNm du Ki-67 ou des enzymes
impliquées dans la synthése et la réplication de I’ADN).

L’intérét est donc triple : celui de valider 1'utilisation de ITHC pour la détermination de
I'IP, celui de permettre une calibration des anticorps et donc celui de contribuer a fixer
une valeur-seuil universelle. Ce parameétre deviendrait alors incontournable dans la
prise en charge des cancers du sein.

De plus, le dosage par biologie moléculaire pourra étre proposé comme une technique
de controle de qualité a long terme au sein d’un laboratoire voire sur un plan national.
Chaque laboratoire aurait dans son tableau des charges annuel l'obligation de
redéterminer, sur une série de 20 tumeurs, I'IP par la technique immunohistochimique
habituelle et par la technique alternative de biologie moléculaire.
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CONCLUSION

Ainsi, ce travail avait pour objectif de démontrer une variation de I'IP sur ces 20
derniéres années. Les taux actuels sont effectivement statistiquement plus élevés en
comparaison de ceux rapportés il y a 20 ou 10 ans. Différents mécanismes étiologiques
ont été évoqués mais l'affirmation de leur role propre nécessiterait une analyse
multivariée.

Cependant, l'inflation observée des valeurs de I'IP semble en grande partie liée
aux différentes techniques utilisées dans sa détermination. Cette impression rejoint les
causes de son absence dans les recommandations internationales et de sa sous-
utilisation en pratique clinique : il existe un manque évident de standardisation de la
technique et de calibration des anticorps, soit une absence totale de controle de qualité
longitudinal et sur les plans interne, inter-laboratoire, national et international.

Il est donc souhaitable de définir un cadre technique standardisé pour la détermination
de I'TP en suivant par exemple le modeéle du grade histopronostique de SBR et des critéres
de Nottingham. Il convient d’'imposer un nombre de champs a observer et d’évaluer de
facon systématique les zones intra-tumorales, péri-tumorales et extra-tumorales.
L’analyse de plusieurs coupes permettrait de plus, de couvrir '’é¢tendue tumorale et
pallier ainsi les biais de I’hétérogénéité intra-tumorale.

Puis, pour confirmer ou infirmer la variation réelle de 1'IP, une étude de validité de la
technique d’THC actuelle nous semble indispensable avec 'utilisation d'une méthode de
détermination alternative.

Ainsi, les critéres de qualité et la standardisation technique qui font actuellement défaut
a I'IP permettraient enfin d’assurer sa validité analytique et son utilisation optimale dans
la prise en charge personnalisée des patientes, afin d’éviter une escalade thérapeutique
basée sur 'augmentation observée des taux de prolifération qui pourrait étre, en fait,
artéfactuelle.
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THESE SOUTENUE PAR : Stéphanie LIN

TITRE :

Etude de I’évolution de I'index de prolifération dans le cancer du sein entre 1994 et
2014

CONCLUSION

La prolifération dans le cancer du sein est actuellement régulierement évaluée du fait
de sa valeur pronostique et prédictive. Or, il est constaté de facon subjective depuis plusieurs
années, une tendance a des taux de prolifération plus élevés.

Ainsi l'objectif de notre travail est de mettre en évidence de facon rétrospective une variation
des valeurs de I'index de prolifération déterminé par le Ki-67 en immunohistochimie entre 1994
et 2014, puis d’étudier les facteurs étiologiques ayant pu induire ce phénoméne. Trois
hypothéses sont proposées : l'inflation des taux pourrait étre liée soit a I'’émergence de cancers
plus agressifs, soit a I'impact de perturbateurs endocriniens, soit 4 un artefact résultant de
T'évolution des techniques utilisées pour sa détermination.

Une cohorte de 890 patientes a été analysée selon 3 groupes discontinus sur une période de 20
ans : la population I entre 1994 et 1996, la population II entre 2003 et 2004 et la population III
entre 2012 et 2014. La comparaison de ces 3 groupes a permis de mettre en évidence une
augmentation significative des taux de l'index de prolifération entre 1994 et 2012 et entre 2003
et 2012 (p <0,0001) avec des moyennes respectives pour les populations I, II et III de 14,5%,
12% et 25,7%. Ce constat est fait dans notre population globale ainsi que dans la sous-
population des cancers infiltrants primitifs localisés.

Par la suite, nous avons constaté une association significative entre un index de prolifération
élevé et le type histologique canalaire infiltrant, I’'envahissement ganglionnaire, un age jeune
inférieur a 40 ans et la survenue de métastases.

Enfin, il est retrouvé une relation entre la variation des taux de prolifération observés et le type
d’anticorps utilisé ainsi qu’une différence significative selon 'anatomopathologiste a l'origine de
sa détermination.

Ce travail souligne donc I'importance de la variabilité dans la technique d’évaluation de l'index
de prolifération et ce, a plusieurs niveaux : en pré-analytique (selon les techniques de
préparation tissulaire, d’immunohistochimie et notamment le type d’anticorps utilisé), et sur le
plan analytique (selon les techniques de lecture, linterprétation des résultats et les valeur-
seuils appliquées).

En l'absence de standardisation de ces techniques, l'utilisation en pratique clinique de ce
parameétre reste controversée malgré son apport potentiel dans la prise en charge
thérapeutique des cancers du sein. Il est ainsi souhaitable de définir un cadre standardisé
pour sa détermination et un systéme de validation interne, inter-laboratoire puis national avec
une calibration des anticorps utilisés et un contréle qualité a chaque étape de la technique.

VU ET PERMIS D’IMPRIMER
Grenoble, le /Fj \,&) I A

LE PRESIDENT DE LA THESE
PROFESSEUR P. HOFFMANN
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ANNEXES

Tableau V : Analyse statistique et comparaison des populations I, II et III portant sur
les cancers primitifs localisés infiltrants (analyse 1)

POPULATION | POPULATION POPULATION | p-value p-value p-value
Critéres | ] 1l lvsll 1vs 11l 1vs il
Effectifs (n) 214 220 212 0,7683 0,9528 0,6797
Age moyen +/-
écart-type
(ans) 57 +/-12 59 +/- 11 60 +/- 12,6 0,0992 0,3861 0,0205
Ménopause 141 (65,9%) |151(68,6%) |142(67%) 0,5418 0,7128 0,8112
0,0015
OR 0,448
Traitement [0,2621;
hormonal 56 (26,2%) 75 (34,1%) 29 (13,7%) 0,1905 6,0974 | 0,7532]
IMC moyen +/-
écart-type 24,94 +/-5,5 (24,64 +/-4,9 | 24,65 +/-4,1
(kg/m?) n=128 n=218 n=210 0,9796 0,5279 0,6253
Lieu
d'habitation 28 (13,1%) 25 (11,8%) 24 (11,5%)
rural n=213 n=212 n =209 0,6729 0,9212 0,6035
0,0001
OR 2,2549
Antécédents [1,4711;
familiaux 55 (25,7%) 73 (33,2%) 92 (43,4%) 0,0977 0,0739 | 3,4785]
0,0386 0,0058
OR 0,593 OR0,4912
Tumeur infra- |28 (13,1%) [0,3531; [0,2835;
clinique n=213 34 (15,5%) 50 (23,6%) 0,4928 | 0,9866] 0,8375]
Dépistage 106 (52,2%) |94 (43,6%) 94 (44,8%)
clinique n=203 n=216 n=210 0,789 0,6875 0,1243
0,0192 0, 0276
OR 0,554 OR0,5774
[0,3169; [0,3421;0,
Ccl 145 (67,8%) |173 (78,6%) |171 (80,7%) 0,9295] 0,3308 | 9657]
Taillep T1 161 (75,2%) |172(78,2%) | 155 (73,1%) 0,3592 0,5973 0,6823
Multifocalité |17 (7,9%) 20 (9,3%) 24 (11,3%) 0,6796 0,4437 0,2438
Envahissement | 70 (34,1%) 86 (41,3%)
ganglionnaire | n =205 76 (34,5%) n =208 1 0,1631 0,1217
Présence
d'emboles 51 (23,8%) 49 (22,3%) 35(16,5%) 0,6998 0,1303 0,0598
0,0102
OR0,3518
Marges non in [0,1402 ;
sano 24 (11,2%) 20 (9,1%) 9 (4,2%) 0,5561 0,0541 | 0,8083]
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Tableau V (suite) : Analyse statistique et comparaison des populations I, II et III

portant sur les cancers primitifs localisés infiltrants (analyse 1)

POPULATION POPULATION  POPULATION p-value p-value p-value
Critéres | ] ] lvsll 1vs 11l lvsll
Effectifs (n) 214 220 212 0,7683 0,9528 0,6797
57 (27,3%) 60 (28%) 63 (30,3%)
Grade SBR | n =209 n=215 n=208 0,9137 0,5944 0,5176
86 (41,1%) 99 (46%) 97 (46,6%)
Grade SBR I n =209 n=215 n =208 0,3282 0,9225 0,2784
66 (31,6%) 56 (26%) 48 (23,1%)
Grade SBRIIl | n =209 n=215 n =208 0,238 0,4995 0,0616
36 (17,6%) 31 (14,4%) 19 (9%)
RH négatifs n =205 n=215 n=210 0,4246 0,0982 8,2016
IP moyen +/- | 14,53 +/- 11,95 +/- 11 25,7 +/-
écart-type (%) [9,93n=200 |n=205 22,36 n =210 0,0001 0,0001 0,0001
0,0006 0,0005
OR 0,5006 OR 2,0555
Prolifération |96 (48%) 133 (64,9%) 65 (31%) [0,3286; [1,3491;
faible n =200 n =205 n=210 0,7593 4,0885 | 3,1461]
0,0192 0,0358 0,0002
OR 1,7493 OR0,5971 OR 0,457
Prolifération 57 (28,5%) 38 (18,5%) 58 (27,9%) [1,0709; [0,3636; [0,2959 ;
modérée n =200 n =205 n=210 2,8814] 0,972] 0,7014]
0,0001
OR0,4352
Prolifération |47 (23,5%) 34 (16,6%) 87 (41,1%) [0,2764 ;
élevée n =200 n =205 n=210 0,0839 2,5925|0,6795]
Traitement
néoadjuvant |62 (29%) 26 (11,8%) 148 (69,8%) 8,6457 1,0671 2,8341
0,0007
OR 2,608
Chirurgie [1,4421;
conservatrice | 194 (90,7%) |180 (81,8%) 167 (78,8%) 0,0653 0,4791 | 4,8698]
0,0072
OR 0,565
Traitement [0,3664 ;
adjuvant : CT |57 (26,6%) 76 (34,5%) 83 (39,2%) 0,0776 0,3692 | 0,8672]
Traitement
adjuvant : HT |121 (56,5%) |132 (60%) 185 (87,3%) 0,496 1,3121 9,9098
0,005
ORO0,1511
[0,0281 ;
Déces 18 (7,5%) 3(1,4%) 0 (0%) 0,529] 0,088 5,2646
Rechute 95 (44,5%) 38 (17,3%) 9 (4,2%) 9,3151 8,7507 0,0809

n : effectif reprécisé pour chaque critére si différent de Ueffectif global de la population ; vs :versus
IMC : indice de masse corporelle ; CCI : carcinome canalaire infiltrant ; p T1 : taille sur piéce opératoire < ou = a 20

mm ; RH : récepteurs hormonaux ; IP :index de prolifération ; CT : chimiothérapie ; HT : hormonothérapie ; rechute :
comprend les récidives loco-régionales et métastatiques
Seuil de significativité pour une p-value < 0,05 ; résultats significatifs en gras ; OR :odds-ratio
Pour les valeurs qualitatives, la p-value, si elle est significative est suivie de I’'OR et de son intervalle de confiance a 95%.
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RESUME

Introduction

La prolifération dans le cancer du sein est actuellement régulierement évaluée du fait de sa valeur
pronostique et prédictive. Or, il est constaté de facon subjective depuis plusieurs années, une
tendance a des taux de prolifération plus élevés.

Objectifs

Ainsi l'objectif principal de notre travail est de mettre en évidence une variation des valeurs de
I'index de prolifération déterminé par le Ki-67 en immunohistochimie entre 1994 et 2014.
L’objectif secondaire est, si une augmentation significative est observée, d’étudier les facteurs
étiologiques ayant pu induire ce phénomeéne. Trois hypothéses sont proposées : l'inflation des
taux est liée soit a I'’émergence de cancers plus agressifs, soit a limpact de perturbateurs

endocriniens, soit a un artefact résultant de l'évolution des techniques utilisées pour sa
détermination.

Matériel et méthodes

Une cohorte de 890 patientes a été analysée de facon rétrospective selon 3 groupes discontinus
sur une période de 20 ans : la population I entre 1994 et 1996, la population II entre 2003 et
2004 et la population III entre 2012 et 2014.

Résultats

La comparaison de ces 3 groupes a permis de mettre en évidence une augmentation significative
des taux de l'index de prolifération entre 1994 et 2012 et entre 2003 et 2012 (p <0,0001) avec des
moyennes respectives pour les populations I, II et III de 14,5%, 12% et 25,7%. Ce constat est fait
dans la population des cancers infiltrants primitifs localisés.

Par la suite, nous avons constaté une association significative entre un index de prolifération
élevé et le type histologique canalaire infiltrant, I’envahissement ganglionnaire, un age jeune
inférieur a 40 ans et la survenue de métastases.

Enfin, il est retrouvé une relation entre la variation des taux de prolifération observés et le type
d’anticorps utilisé ainsi qu'une différence significative selon ’'anatomopathologiste a l'origine de
sa détermination.

Discussion

Ce travail souligne donc l'importance de la variabilité dans la technique d’évaluation de l'index
de prolifération et ce, a plusieurs niveaux : en pré-analytique (selon les techniques de préparation
tissulaire, d’immunohistochimie et notamment le type d’anticorps utilisé), et sur le plan
analytique (selon les techniques de lecture, l'interprétation des résultats et les valeur-seuils
appliquées).

Conclusion

En labsence de standardisation de ces techniques, l'utilisation en pratique clinique de ce
parameétre reste controversée malgré son apport potentiel dans la prise en charge thérapeutique
des cancers du sein. Il est ainsi souhaitable de définir un cadre standardisé pour sa
détermination et un systéme de validation interne, inter-laboratoire puis national avec une
calibration des anticorps utilisés et un contréle qualité a chaque étape de la technique.

Mots-clés
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