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Figure 19 : Equation de régression : Y = 0.05534 * X -4.428 pour Ki67



Figure 20 : Courbe ROC pour le calcul dCt optimal pour les RP
Figure 21 : Courbe ROC pour le calcul dCt optimal pour Her2

Figure 22 : Courbe ROC pour le calcul du pourcentage IHC optimal pour le Ki67
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I. INTRODUCTION

1.1. Cancer du sein

1.1.1. Epidémiologie

Le cancer du sein est le plus fréquent des cancers de la femme en France avec une incidence
de 58 968 cas en 2017. Avec 12 000 déces par an, il s’agit du deuxieme cancer en termes de

mortalité. [1]

L'incidence a fortement augmenté au cours de ces derniéres décennies ; augmentation en
partie liée au développement du dépistage. Néanmoins, la survie a 5 ans, standardisée sur
I’age, s"améliore au cours du temps (Annexe 1). Elle est passée de 80 % entre 1989 et 1993 a

87 % entre 2005 et 2010.

Cela s’expligue notamment par I'amélioration des traitements et par un dépistage organisé.
Ce dernier consiste en une mammographie tous les deux ans, proposée en France aux femmes
agées de 50 a 74 ans. Ce dépistage mammographique a fait les preuves de son efficacité et
permet de diagnostiquer ces cancers a un stade précoce [2]. Plusieurs études ont montré une
réduction de la mortalité par cancer du sein de I'ordre de 30 % chez les femmes participant

aux programmes, par rapport a celles qui n'ont eu aucun dépistage. [3]

Les principaux facteurs de risque connus du cancer du sein sont I'dge, I'obésité, la
prédisposition génétique, des antécédents personnels de lésions mammaires dites « a

risque » et une longue exposition aux cestrogenes au cours de la vie.

Ainsi ont été décrites les expositions hormonales endogénes prolongées (puberté précoce,
nulliparité, age tardif de la premiere grossesse, ménopause tardive...) et exogeénes

(traitement hormonal substitutif de la ménopause/ contraception orale).[4] [1]
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1.1.2. Principaux types histologiques de carcinome infiltrant

La classification de 'OMS 2012 des carcinomes infiltrants du sein définit 41 entités. Cette
classification repose sur des caractéristiques morphologiques et phénotypiques, complétées

par des altérations moléculaires. (Annexe 2)

La forme la plus fréquente de carcinomes infiltrants est le carcinome de type non spécifique.

Il représente a lui seul 80% des carcinomes mammaires.[5]

Photogréphle 1: carcmome mflltrant non spécifique grade 1l SBR- Il MSBR, HPS X200

Le second type représentant 5 a 15% des cancers infiltrants du sein est le carcinome
lobulaire.[6] Son incidence est en augmentation chez les femmes de plus de 50 ans et serait

lié au développement de ’lhormonothérapie substitutive de la ménopause.[7] [8]

Enfin, sont décrits les carcinomes dits de types spéciaux représentant de 0,01 a 5% des cas

(carcinome médullaire, micro papillaire invasif, sécrétant, carcinome métaplasique, a polarité
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inversée, salivary gland like...), certains étant de bon pronostic (carcinome tubuleux,

mucineux, adénoide kystique et cribriforme).

1.1.3. Critéres histopronostiques

Le role des facteurs histopronostiques est de fournir aux cliniciens des indications sur
I’agressivité de la tumeur. lls devront ainsi évaluer le risque de rechute locale ou métastatique

encouru par les patientes et adapter au mieux le traitement.[9]

Parmi les critéres histopronostiques majeurs, sont retrouvés la taille histologique (pT), le
statut ganglionnaire (pN), le type histologique, la présence ou non d’emboles vasculaires et le
grade histologique (Annexe 3 : TNM). Ce dernier est déterminé grace au score de SCARFF,
BLOOM et RICHARDSON (SBR), modifié par Elston et Ellis [10]. Il prend en compte trois critéres
: la différenciation architecturale (en fonction du pourcentage de glandes), I'anisocaryose
(faible, modérée, forte), et le nombre de mitoses rapportées sur 10 champs au grossissement,
x400. Chaque critére est coté de 1 a 3. L'addition de ces trois chiffres donne le grade. Il y a
trois grades histologiques de malignité : grade | (bas grade: de 3 a 5), grade Il (grade
intermédiaire : 6 /7), et grade Il (haut grade : 8/9), comme cela est représenté dans le tableau

suivant.[11]
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Score

>75 % : tumeur bien différenciée 1
10 a 75 % : tumeur moyennement différenciée 2
<10 % : tumeur peu différenciée 3

Noyaux petits, réguliers, uniformes 1
Pléomorphisme modéré 2
Variations marquées de taille, de forme, avec nucléoles proéminents 3

0 a 6 mitoses 1
7 a 12 mitoses 2
>12 mitoses 3

Grade | 3oudous
Grade Il 6ou?

Tableau | : Grading SBR (Scarff-Bloom-Richardson) modifié par Elston et Ellis
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1.1.4. Biomarqueurs d’intérét

1.1.4.1. Récepteurs aux cestrogenes (RE)

Il s’agit d’'une protéine de la super famille des récepteurs nucléaires. Il en existe deux sous
types, RE alpha et RE béta, codés par deux genes distincts, ESR1 et ESR2. REa a une activité
nucléaire de facteur de transcription en régulant la transcription de genes cibles en réponse
au 17B-cestradiol.[12]

Le réle de RE béta est encore mal connu. [13]

Le statut des récepteurs aux cestrogenes est le marqueur prédictif négatif le plus puissant
dans le traitement hormonal du cancer du sein avec une bonne corrélation a la réponse
thérapeutique si positif.[14] C’est un traitement qui consiste a bloquer I'action stimulante des
hormones féminines sur les cellules cancéreuses. Il est prescrit en cas de positivité des

récepteurs aux cestrogenes, selon le seuil défini.[15]

Les traitements utilisés seront différents selon le statut hormonal de la patiente:
ménopausée/non ménopausée. Chez la femme non ménopausée (au diagnostic), le standard

est le tamoxiféne pendant 5 ans (anti-oestrogenes).

Chez la femme ménopausée (au diagnostic), les molécules utilisées font partie de la classe des
inhibiteurs de I'aromatase (I1A).[16]
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1.1.4.2. Récepteurs a la progestérone (RP)

Le récepteur de la progestérone est également un membre de la superfamille des récepteurs
nucléaires, jouant le réle de facteurs de transcription. Son activité dépend de la liaison a un
ligand, la progestérone. Il est codé par le géne humain PGR (localisation chromosomique :

11g2.2) dont la transcription est régulée en particulier par RE alpha.[17]

RP est un bon facteur prédictif. Prés de 50% de toutes les tumeurs RE positifs seraient
également RP positifs et environ 75% de ces tumeurs RE/RP positifs répondent favorablement
au traitement endocrinien par hormonothérapie vu ci-dessus. Il s’agit également d’un

important facteur pronostique.[18]

1.1.4.3. L'oncogéne HER2

Le géne ERBB2 ou HER2 (Human epidermal growth factor receptor) est localisé sur le bras long
du chromosome 17 et code pour une glycoprotéine transmembranaire a activité tyrosine-
kinase. Cette protéine est un récepteur de facteur de croissance cellulaire. Elle intervient
notamment dans la transduction des signaux de prolifération et de différenciation cellulaire.
L’'activation de I'oncogene HER2 passe par une amplification génique et se traduit par une
surexpression protéique.[19]

La détermination du statut HER2 est capitale. Il s’agit d’un bon marqueur prédictif négatif de
réponse aux anticorps monoclonaux [20] et, pour certains auteurs, d'un marqueur
pronostique.[21] Cet oncogene serait associé a des tumeurs d’une plus grande agressivité et

propension métastatique. [22]
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Environ 15% des cancers du sein précoces sont HER2 positifs [21]. Le traitement de référence

a la phase précoce est le trastuzumab associé a une chimiothérapie.[23]

Il s’agit d’un anticorps monoclonal anti-HER2, humanisé, qui va spécifiquement bloquer la
prolifération des cellules sur-exprimant HER2. Ce traitement, associé a la chimiothérapie, a

permis une nette amélioration de la survie globale de ces patientes.[20]

1.1.4.4. Ll'index de prolifération Ki67

Le Ki67 est une protéine nucléaire non histone de 360 kDa qui a été décrite dans une lignée
cellulaire dérivée de cellules lymphomateuses hodgkiniennes en Allemagne (Kiel = Ki, 67 :
numeéro du clone). Le géne correspondant est localisé sur le chromosome 10.[24]

Il est exprimé par les noyaux de toutes les cellules au cours des différentes phases du cycle
cellulaire (G1, S, G2 et M), hors GO. Il permet de repérer les cellules non quiescentes, inscrites

dans le cycle de prolifération. [25]

Durant la mitose cette protéine est exprimée a la périphérie des chromosomes et agit comme
un tensioactif qui permet de maintenir séparés les chromosomes mitotiques. Méme si son
role n’est pas clairement élucidé il est évident qu’il est impliqué dans le contréle du cycle

cellulaire.[26]

L'activité proliférative témoigne de la cinétique tumorale. Elle a une valeur pronostique et
prédictive, notamment de la réponse immédiate a une chimiothérapie néo adjuvante[27]. Un
indice de Ki-67 élevé (> 14% selon consensus de Saint-Gallen) a également été associé a un
pronostic plus sombre et a une récidive précoce (<2 ans). En revanche, un indice de Ki-67

inférieur a été corrélé a un pronostic favorable et une récidive tardive (>10 ans)[28]. Ainsi,
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I'activité proliférative telle que déterminée par Ki-67 peut refléter le comportement agressif
du cancer du sein et prédire le moment de la récidive. [29][30]

Cependant, d{ a la faible reproductibilité du score Ki67, une standardisation de la méthode
de scoring est nécessaire [31]. Aujourd’hui, bien que trés utilisé, le Ki67 n’apparait pas dans
les recommandations internationales (en particulier pour le seuil de positivité qui n’est pas

unanimement établi, variant entre 10, 14 et 20%).[32]

1.1.5. Classification moléculaire

Le cancer du sein est une maladie hétérogéne, notamment sur le plan moléculaire.

En 2000, Pérou et Sorlie ont révolutionné I'approche diagnostique et thérapeutique de ces
tumeurs en proposant leur classification d’apres leur portrait moléculaire [33] [34].
Cette classification transcriptomique des cancers mammaires repose sur I’analyse simultanée
du niveau d’expression des ARNm de centaines de genes dans une méme tumeur et sur le
regroupement de ces derniéres en cinqg catégories selon leur profil d’expression
génique [34] :

- Tumeur de phénotype Luminal A

- Tumeur de phénotype Luminal B

- Tumeur de phénotype Her2 enrichi

- Tumeur de phénotype basal-like

- Tumeur de phénotype Normal Breast-like
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Parmi ces cinq catégories, deux grands groupes de tumeurs sont souvent opposés : les
tumeurs luminales (A et B) et les autres. Cette dichotomie est basée sur la présence (type
Luminal) ou non de I'expression du géne ESR1, codant pour I'expression du récepteur aux

cestrogenes alpha.

HER2-E «LumB eBasal-like eLumA eNormal-like

Proliferation e HER2 e Luminal « Basal

Figure 1 : Heat map des différents sous types moléculaires du cancer du sein.[35]

Par la suite, une classification intrinseque dite « surrogate », car définie, non pas par le
transcriptome, mais sur les paramétres histopathologiques et I'expression protéique
détectable en routine par immunohistochimie, a été proposée par Cheang et al.[36] et validée
en 2011 a la conférence internationale de Saint-Gallen [37]. Cette classification, plus pratique
en routine, utilise les quatre biomarqueurs d’intéréts vus ci-dessus : le récepteur aux

cestrogénes (RE), le récepteur a la progestérone (RP), le HER2 et le Ki-67. [38]
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Sont ainsi définies quatre catégories par immunohistochimie :

e Luminal A (représentant environ 60% des cas de cancers du sein) défini par des
récepteurs hormonaux positifs, Her2 négatif et un Ki67 faible.

e Luminal B (20%) défini par des RE positifs mais RP négatifs ou faibles et un Ki67 plus
élevé. Her2 peut étre amplifié.

e Her2 enrichi (10 a 12%) défini par un Her2 amplifié et des récepteurs hormonaux
négatifs.

e Basal-like (triple négatif) (10 a 15%) défini par une absence d’expression des RE, RP et

Her?2.

La définition de ces quatre catégories par immunohistochimie a été complétée grace au
développement des signatures moléculaires dans le cancer du sein.

En effet, les recommandations de Saint-Gallen 2015 [39] ajoutent la notion de signature
moléculaire de « bas risque » dans la définition des tumeurs de type Luminal A. Les tumeurs
de type Luminal B sont quant a elles définies par une signature moléculaire a « haut risque ».
Le taux du Ki-67 permet de différencier les sous types luminaux-like A et B.[40]

Le type luminal-like A est le moins agressif. |l se caractérise par une expression élevée de
RE/RP et de leurs génes cibles (GATA-3, FOXA1).[41]

Le type luminal-like B a un phénotype plus agressif avec un grade histologique souvent plus
élevé, mais une meilleure réponse a la chimiothérapie.[42]

Les sous-types triple négatif et Her2 positif sont de plus mauvais pronostics. [37]
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Tableau Il : Classification intrinséque par immunohistochimie selon Saint-Gallen 2013

Cette classification moléculaire, réalisée a partir des quatre biomarqueurs sus-cités
(RE/RP/Ki67/Her2) est un facteur pronostic majeur et guide la prise en charge thérapeutique
(Annexe 4). Elle permet d’adapter le traitement a chaque sous-type moléculaire. Cela entraine
une approche plus individuelle en plus des critéres standards que sont I'age, la taille tumorale,

le volume mammaire, le grade et le statut ganglionnaire.[39] [43]

1.1.6. Signature moléculaire

L’absence de consensus international évident pour le Ki67 entraine des ambiguités quant a
son utilité en tant que facteur pronostique et pour la décision thérapeutique, notamment
pour les cas RH+/Her2 - possédant un Ki67 en « zone grise ». En 2018, I'actualisation de la
classification AJCC confirme les paramétres suivants comme étant des facteurs pronostiques
importants : I'atteinte ganglionnaire, le grade et le statut des récepteurs hormonaux et d’
HER2 [44]. Dans la population hormonodépendante, il est rappelé qu’une meilleure
évaluation du pronostic est un enjeu important dans un objectif d’optimisation de la prise en

charge. Ainsi, la prolifération peut étre prise en compte afin d’évaluer le pronostic. Une
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prolifération tres faible ou tres élevée permet de définir respectivement un pronostic plutét
favorable ou défavorable. Cependant, les difficultés de reproductibilité dans une zone
considérée comme intermédiaire (15-25 %) ne permettent pas de |'utiliser aisément pour
évaluer le pronostic dans ces cas-la. En s’appuyant sur les recommandations de I’AJCC qui
considerent I'addition des parameétres biologiques dans le cancer du sein luminal, les experts
retiennent quatre signatures transcriptomiques comme ayant une valeur ajoutée pour
I’évaluation du pronostic et la décision thérapeutique (mise en place ou non d’une

chimiothérapie).

lIs ont ainsi défini une population « cible » pour les signatures moléculaires pour laquelle il
existe une incertitude quant au rapport bénéfice/risque de la chimiothérapie adjuvante,

identifiée par les situations suivantes :

Grade 1 Tlc, N1
ou T2, NO/N1
Grade 2 <2cmet NO mais prolifération élevée (Ki67 > 20%)
ou présence d’emboles
2,1-5cm, NO
Grade 3 1-2 cm, NO

Les tests disponibles reposent tous sur la quantification de I'expression de génes impliqués
dans la cancérogénése, mais divergent sur les méthodes et les cibles utilisées. Il existe quatre
signatures moléculaires retenues par les sociétés savantes telles que I’ASCO, Saint-GALLEN, et

I'ESMO : Mammaprint®, Oncotype®, Prosigna®, et Endopredict®.

e Mammaprint® de Agendia est une méthode de microarray basée sur I'évaluation de

I’expression de 70 génes. L'information obtenue est le taux de rechute a cing ans avec
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deux catégories (faible risque et haut risque). Cette signature a été validée dans un
essai prospectif international (MINDACT) [45]

Oncotype® de Genomic Health, signature utilisant la RT-qPCR basée sur I’évaluation de
I’expression de 21 genes. L'information obtenue est le taux de rechute a dix ans avec
trois catégories (risque faible, intermédiaire ou haut risque). Cette signature a été
validée dans deux essais prospectifs (TAILORx et RxPonder) [46][47][48]

Prosigna® de Nanostring, qui prend en compte I'expression de 50 genes (N-counter) et
intégre a son analyse la taille tumorale et le statut ganglionnaire. Il fournit un risque
de récidive a 10 ans, avec également un risque intermédiaire.[49]

Endopredict® de Myriad Genetics, qui évalue par RT-qPCR I'expression de huit genes
d’intérét (et trois genes de ménage) et prend également en compte les caractéristiques
clinicopathologiques (taille et envahissement ganglionnaire). Il fournit un risque de

récidive a 10 ans avec deux catégories (haut risque et bas risque).[50]

Oncotype DX® Endopredict® Prosigna®
Genomic Healtn | Myriad Genetics Nanostring

TECHNIQUES Microarray RT-gPCR RT-gPCR N-counter
PARAMETRE PRIS 70 génes 21 génes 8 génes 50 génes
EN COMPTE Taille tumorale Taille tumorale
Statut Statut
ganglionnaire ganglionnaire
MATERIEL Bloc tumoral Bloc tumoral Bloc tumoral Bloc tumoral
VALEUR Récidive a 5ans  Récidive a 10 ans Récidive a 10 ans Récidive a 10 ans
PRONOSTIQUE
RESULTATS Bas Risque Bas, Bas Risque Bas,
Haut Risque Intermédiaire ou  Haut Risque Intermédiaire ou
Haut Risque EPClinde0a6 Haut Risque
RS de 0 a 100 ROR de 0 a 100
Sous type
moléculaire

Tableau Il : tableau comparatif des quatre signatures moléculaires
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1.2. Evaluation des biomarqueurs

En routine, au sein des laboratoires de pathologie, ces biomarqueurs d’intérét sont évalués,
avec des kits standardisés, par immunohistochimie et par FISH (hybridation in situ par

fluorescence) pour Her2. C’est le gold standard actuel.

e Récepteurs hormonaux (RE/RP)

Il s’agit d’un marquage nucléaire. Le résultat est exprimé sous forme de pourcentage
(évaluation du nombre de cellules tumorales marquées/nombre de cellules tumorales). On
précise également l'intensité du marquage (faible/modérée/intense). Le seuil de positivité
utilisé en France est de 10%. Les recommandations de I’ASCO/CAP et de pays étrangers
retiennent quant a eux le seuil de 1%. Néanmoins, la pertinence du seuil de 10% a été
consolidée par certaines études pour la prescription d’'une hormonothérapie. (38)

On peut aussi utiliser le score d’Allred allant de 0 a 8, en additionnant le pourcentage de

cellules marquées (de 0 a 5) et leur intensité (de 0 a 3).

Proportion 0
Score (PS)

L)
Awly

Intensity 0 v
Score (IS) = negative

Total Score (TS)=PS + IS (range 0, 2 - 8)

Figure 2 : Méthode de calcul du score d’Allred.
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e HER2

La définition du statut HER2 doit répondre aujourd’hui aux critéres de I’ASCO/CAP 2018 et du
GEFPICS 2019. C’est un marguage membranaire. |l faut évaluer le caractére complet ou
incomplet du marquage membranaire, son intensité (faible, modérée, forte) et le pourcentage
de cellules tumorales marquées. En fonction de ces critéres on établit un score entre 0 et 3+.
Les cas 0 et 1+ sont dits Her2 non amplifié ; les cas 3+ sont Her2 amplifié. Pour les cas 2+, une

étude complémentaire par FISH est nécessaire.

Cancer du sein testé pour HER2 en IHC sur

la composante tumorale infiltrante

. Score 1+:
Score 0: Score 3+:

Marquage faible et Score 2+: marquage
Absence de marquage ou quag complet faible 8 modéré

. : Marquage fort complet
marquage faible <10% incomplet de plus de o
des cellules 10% des cellules >10% des cellules >10% des cellules

Figure 3 : Algorithme pour I’évaluation du statut HER2 en IHC selon les recommandations de
I’ASCO 2018
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En hybridation in situ, Her2 est dit positif si le nombre de copies du gene HER2 est > 6 ou si le

rapport HER2 / chromosome 17 (CEP17) est > 2 et copies HER2 > 4. (Annexe 7).

o Ki67

Il n’y a pas de réel consensus d’évaluation pour le Ki67 [51]. La valeur seuil pour considérer un
Ki67 élevé ne fait pas I'objet d’'un consensus international [52]. En France, elle a été fixée a
20%.[53]

Il s’agit d’un marquage nucléaire a apprécier par eyeballing (appréciation appuyée a I'ceil au
x400) ou par comptage manuel. Il est important de prendre en compte toutes les intensités
de marquage. Le résultat est donné en pourcentage de cellules tumorales marquées. En cas
d’hétérogénéité du marquage il faut sectoriser la tumeur en deux ou trois surfaces maximums
de niveaux d’index différents au faible grossissement et apprécier la part occupée par chaque

surface, puis établir chaque index sur un champ représentatif, au fort grossissement.[25]

1.3. Limite de la méthode classique IHC/FISH

Comme nous l'avons vu, la prise en charge thérapeutique du cancer du sein dépend en grande
partie de son sous-type moléculaire et donc des 4 biomarqueurs qui le composent. Il est
nécessaire que leurs valeurs soient fiables et reproductibles [54]. L'immunohistochimie peut
étre critiquable sur ces deux points. Pour étre fiables, ces techniques demandent du savoir-
faire et un bon respect des phases pré-analytiques et analytiques [25] [55].

De méme pour I'évaluation du statut Her2, la FISH reste une méthode assez complexe, longue

et onéreuse. Elle nécessite également une grande expertise de lecture [56]. De plus 5 a 10%
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des carcinomes mammaires testés en FISH Her2 sont classés équivoques selon les
recommandations 2013 de I’ASCO/CAP. Cette catégorie, qui a disparu des recommandations
2018, a entrainé de nombreuses problématiques au sujet du traitement du patient et de la
mise en place ou non d’une thérapie ciblée.[57]

De nouvelles techniques de quantification de ces quatre biomarqueurs se développent,
notamment en biologie moléculaire avec la RT-qPCR. La société Cepheid a mis au point a cet
effet un nouvel appareil, GeneXpert Instrument, pour le test Xpert Breast Cancer STRAT4

(STRAT4).

26



1.4. Obijectif de I'étude

Le gold standard actuel est 'immunohistochimie/FISH dans les laboratoires d’anatomie et
cytopathologie. Une nouvelle approche par la biologie moléculaire (RT-gPCR) a été

récemment développée.

L’objectif principal de cette étude est de comparer les résultats des quatre biomarqueurs RE,
RP, HER2 et Ki-67 obtenus par immunohistochimie/FISH et par RT-gPCR a I'aide du kit STRAT4

sur GeneXpert Instrument afin de vérifier leur concordance.

Les objectifs secondaires sont de vérifier la concordance inter-observateurs en

immunohistochimie et entre couple biopsie/piéce opératoire.
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2.1.

MATERIEL ET METHODES

Constitution de la cohorte

268 cas de carcinomes canalaires infiltrants diagnostiqués dans le Département de pathologie

du Centre Jean Perrin, entre le 08/04/2016 et le 23/07/2018, ont été sélectionnés de maniére

rétrospective a I'aide du logiciel DIAMIC, spécialisé pour la gestion de données en laboratoire.

Il s’agissait de 56 biopsies et 212 piéces opératoires.

Nous avons suivi le protocole de I’étude Xpert Breast Cancer STRAT4 mis au point par la société

Cepheid.

Les critéres d’inclusion étaient :

Disposition d’un bloc de tissu FFPE (formalin-fixed paraffin- embedded) ou d’une
coupe de tissu provenant d’un exces de tissu non nécessaire pour le management du
patient et ne pénalisant pas la conservation réglementaire de tissus pathologiques a
visée sanitaire.

Disposition d’un bloc de tissu FFPE contenant suffisamment de tissu pour réaliser le
nombre de coupes nécessaires pour cette étude.

Disposition d’un bloc de tissu FFPE ou d’une coupe de tissu provenant d’'un
préléevement chirurgical (mastectomie, tumorectomie) ou de biopsies initiales du site

tumoral mammaire invasif.
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Les critéres d’exclusion étaient :

e Le bloc de tissu FFPE ou la coupe de tissu contient une zone <5mm? de cancer
mammaire invasif.

e Le prélevement a été fixé dans un autre fixateur que du formol a 10%.

Les données suivantes ont été recueillies pour chaque cas grace au logiciel interne CORA :

L’age du patient lors du diagnostic

- Sexe du patient

- L’année du diagnostic du cancer du sein invasif

- Le type histologique

- Stade tumoral (TNM)

- Taille de la tumeur

- Grade de la tumeur

- Statut ganglionnaire

- Les résultats immunohistochimiques des biomarqueurs (RE/RP/Her2/KI67) au
diagnostic

- L’existence ou non d’un traitement néo adjuvant
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2.2. Analyse par immunohistochimie

2.2.1. Technique

Les blocs de paraffine et les lames correspondant aux dossiers sélectionnés ont été

désarchivés.

Lors du diagnostic initial chaque bloc avait été débité au moyen d’un microtome permettant
d’obtenir des coupes de 4 a 5 um d’épaisseur. La coupe avait ensuite été déposée sur une
lame adhésive congue pour I'immunohistochimie (IHC), puis séchée sur une plaque chauffante
pendant environ 10 minutes a 56°C. Pour chaque cas la détection immunohistochimique
suivante avait été réalisée : RE, RP, KI67, HER2. La réaction antigene/anticorps a été visualisée
a l'aide des kits de révélation UltraView DAB (Réf. 760-500, Ventana/Roche Diagnostics,
Meylan, France). Les réactions ont été effectuées dans le circuit clos d’un automate
BenchMark Ultra (XT) de Ventana. L’ensemble des spécificités techniques de réalisation des

immunohistochimies est détaillé dans le tableau suivant.
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Restauration Temps Marquage
Anticorps Source Clone Dilution
antigénique d’incubation retenu
CC2
RE Ventana SP1 PréD 32 min Nucléaire
36 min
1E2 CCl
RP Ventana PréD 20 min Nucléaire
30 min
Thermo
SP6 CcCl 1/100
KI67 Scientific 60 min Nucléaire
36 min
4B5 Ccl
HER2 Ventana PréD 20 min Membranaire
30 min

Tableau IV : Récapitulatif des procédures immunohistochimiques.

2.2.2. Meéthode de lecture

Les diagnostics histopathologiques et immunohistochimiques initiaux ont été déterminés par

les cing pathologistes du centre (considérés comme le lecteur 1).

L'ensemble des lames d’immunohistochimie a fait I'objet d’une relecture par un seul

pathologiste en aveugle (appelé lecteur 2), de la maniére suivante :
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e RE/RP:

Une cellule tumorale est considérée comme positive quand elle montre un marquage
nucléaire quelle que soit son intensité.

Pour chaque cas nous avons déterminé le pourcentage de cellules positives (de 0 a 100%) et
I'intensité du marquage (faible 1+, modérée 2+ ou forte 3+).

Les cas ont ensuite été classés en positif ou négatif selon un “cut off” de 10% (positif si >
10%). En cas d’absence de marquage des cellules tumorales (0%), nous nous sommes assurés

de la présence sur la lame d’un témoin interne positif ou d’un témoin externe.
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Photographie 2 : Exemple de marquage IHC nucléaire par RE x200 : négatif (5%,1+, Allred 3), positif
(70%, 1 a 2+, Allred 6), positif (100%,3+, Allred 8)

e HER2:

Les résultats sont donnés sous forme de score 0, 1+, 2+, et 3+. Nous avons utilisé les anciennes
recommandations de I’ASCO/CAP 2013, en raison de la date de I’étude. Les scores O et 1+ sont
considérés comme négatifs ; les 3+ comme Her2 positifs. Concernant les cas 2+, une

évaluation par FISH a été nécessaire pour affirmer ou non I'existence d’'une amplification.
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Score 0

Score 2+

Score 1+

Photographie 3 : Exemple de marquage IHC membranaire par Her2 : du score 0 au score 3+

Cancer du sein testé pour HER2 en IHC sur la

composante tumorale infiltrante

Marquage membranaire
complet fort dans > 10% des

cellules tumorales

Marquage

tumorales ou

membranaire
modéré dans > 10%

incomplet
des cellules

Marquage fort complet membranaire

dans < 10% des cellules

Marquage membranaire
incomplet et faible dans
> 10% des cellules
tumorales

Absence de marquage ou
marquage incomplet
faible dans < 10% des
cellules

i

IHC 3+ positif

X

IHC 2+ Equivoque : testé en FISH

l

IHC 1 + négatif

l

IHC 0 négatif

Figure 3 : Algorithme pour I’évaluation du statut HER2 en IHC selon les recommandations de
I’ASCO 2013
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La technique de FISH a été effectuée sur des coupes de paraffine de 3 um d’épaisseur en

utilisant le kit Zytolight Spec HER2/CEN17 (Zytovision, CliniSciences). Par la suite la

fluorescence a été lue par le pathologiste responsable du dossier en utilisant un microscope

Leica DMRB a fluorescence. Au minimum 30 noyaux de cellules tumorales ont été analysés,

avec vérification de la zone analysée en contre coloration DAPI.

Le ratio HER2/CEN17 est obtenu en divisant le nombre de copie du géne HER2 par le nombre

de CEN 17. L’analyse de I'amplification du gene HER2 est définie comme le montre le schéma

suivant, avec une catégorie équivoque, selon les anciennes recommandations de ’ASCO/CAP

2013.[58]

en FISH HER2

Cancer du sein infiltrant testé

Ratio HER2/CEN17 > 2

Ratio HER2/CEN17 <2

2 \

Moyenne du Moyenne du
nombre de copies nombre de copies
HER2 par cellule > HER2 par cellule <

a4 a 4 (monosomie)

v v

FISH positive FISH négative

Figure 4 : Algorithme pour I’évaluation du statut HER2 en FISH selon les recommandations de

Moyenne du
nombre de copies
HER2 par cellule >

a6

v

FISH positive

I’ASCO 2013
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e Ki67:

L’évaluation du pourcentage de cellules tumorales marquées a été réalisée par eyeballing
(appréciation appuyée a I'ceil au grossissement X400). C'est un marquage nucléaire. Il faut
prendre en compte toutes les intensités de marquage et ne pas se focaliser sur les « hot

spots ». Le seuil de positivité retenu est de 20%.[30]

Pour ce biomarqueur, une autre lecture en aveugle a été réalisée par un troisieme lecteur
appelé lecteur 3 (évaluation par eyeballing et également par les deux méthodes proposées
par I"Association Frangaise d'Assurance Qualité en Anatomie et Cytologie

Pathologiques, AFAQAP)

Il s’agit de deux méthodes nommées méthodes A et B, développées afin de faciliter et
harmoniser le calcul du Ki67 notamment pour les cas hétérogéenes.

En cas de tumeur possédant un marquage homogene, la méthode A consiste a effectuer un
comptage manuel du nombre de cellules tumorales marquées par le Ki67 et du nombre total
de cellules tumorales sur un champ représentatif au X400, sachant qu’a ce grandissement une
tumeur modérément cellulaire comporte environ 500 a 700 cellules tumorales.

Pour la méthode B, on réalise un comptage manuel du nombre de cellules tumorales
marquées par le Ki67 et du nombre de cellules tumorales non marquées sur un champ

représentatif au X400.

En cas d’hétérogénéité du marquage tumoral (par plages) on sectorise la tumeur en deux ou

trois zones de niveaux d’index différents au faible grossissement et apprécie la part occupée
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par chaque territoire. Le calcul est ensuite effectué par le logiciel en ligne fourni par le site de

I’AFAQAP.

Figure 5 : Exemple de découpage d’une tumeur hétérogene avec 3 niveaux d’index ki67.

Renseignez les valeurs numériques pour les niveaux d'index  (Aide el recommandations)

1 niveau d'index Niveau d'index Index Ki67 moyen
Nb de cellules total/U de surface

Nb de cellules marquées Ki67/U de surface

Niveau d'index Niveau d'index
2 niveaux d'index le plus faibl le plus fort Index Ki67 moyen

% surface du niveau d'index
Nb de cellules total/U de surface

Nb de cellules marquées Ki67/U de surface

Niveau d'index Niveau d'index Niveau d'index

3.niveaux dlndex e plus faible intermédiaire e plus fort index Kle7.maven
% de surface 8 méme niveau d'index
Nb de cellules total/U de surface
Nbr app! ce cellules / unité de surface*
* Note : ce chiffre absolu peut étre remplacé par un chiffre relatif (soit, dans I'ex. utilisé : 1 -0,9- 1)
Renseignez les valeurs numériques pour les niveaux d'index  (Aide et recommandations)
1 niveau d'index Niveau d'index Index Ki67 moyen
Nb de cellules non marquées Ki67/U de surface
Nb de cellules marquées Ki67/U de surface
Niveau d'index Niveau d'index
2 niveaux d'index e plus faible SN IORE Index Ki67 moyen
% surface du niveau d'index
Nb de cellules non marquées Ki67/U de surface
Nb de cellules marquées Ki67/U de surface
Niveau d'index Niveau d'index Niveau d'index
Soleexdindex le plus faible intermédiaire le plus fort ndex cTmoyen

% de surface @ méme niveau d'index
Nb de cellules non marquées Ki67/U de surface

Nbr imatif ce cellules / unité de surface*
* Note : ce chiffre absolu peut étre remplacé par un chiffre relatif (soit, dans I'ex. utilisé : 1-0,9- 1)

Figure 6 : Méthode A et B sur le site de ’AFAQAP.
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2.3. Analyse par RT-qPCR a I'aide de GeneXpert Instrument

Pour notre étude nous avons utilisé le matériel GeneXpert Instrument du test Xpert Breast
Cancer STRAT4 (STRAT4) de la société Cepheid. C’est un test de diagnostic moléculaire in vitro
en RT-qPCR pour la détection quantitative du statut d'expression de I'ARNm des génes
ERBBB2, ESR1, PGR et MKI67 dans les tissus humains de cancer du sein, fixés au formol et
inclus en paraffine provenant de chirurgie ou de biopsie.

A partir d’une zone tumorale repérée sur lame colorée en HPS, la zone d’intérét de carcinome
mammaire invasif a été macro-disséquée dans le bloc de paraffine.

Elle a été ensuite placée dans un tube de 1,5 millilitres avec du tampon de lyse (Xpert FFPE
lysis kit) permettant la digestion de la coupe FFPE. Un aliquot de la solution obtenue a ensuite
été transféré dans une cartouche et placé dans le thermocycleur GeneXpert Instrument qui

effectue un programme de 40 cycles de RT-qPCR en 75 minutes (Annexes 5-6).

Cette cartouche contient quatre chambres réactionnelles. Chacune d’elles renferme la reverse
transcriptase (RT) permettant de retranscrire les ARNm en ADNc ; I’'enzyme qui permet de
polymériser I’ADN (Taq polymérase), du chlorure de magnésium, des amorces, des
nucléotides, du tampon et des sondes. Ces sondes sont couplées a un « quencher »
fluorochrome et sont spécifiques des 4 genes cibles recherchés ESR1, PGR, ERBB2, mMKi67 et

du géne de ménage CYFIP1.

Ces sondes ne produisent de la fluorescence qu'une fois fixées a I'ADN. Un seuil de
fluorescence est établi par le programme de I'appareil de PCR en temps réel. Les données de
fluorescence sont collectées a chaque cycle de la PCR et représentent la quantité de produit
amplifié a cet instant. Plus I’échantillon est concentré en molécules cibles a I'origine, moins il
faudra de cycles pour atteindre un point pour lequel le signal fluorescent est significativement
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supérieur au bruit de fond. Ce point est défini comme le Ct pour "Cycle Threshold" ou cycle
seuil et apparait en début de phase exponentielle. Ce concept de Ct est a la base de la précision
et de la reproductibilité de la technique. Si I'on suit la fluorescence au cours du temps d’une
PCR en temps réel, on observe une augmentation de cette fluorescence et donc du nombre

de fragments PCR en 3 phases distinctes :

Phase plateau

Phase exponentielle

F0—0—0—0—0—0—0—0—0“——————— | jgne de base
Phase d'initiation

Intensité du signal fluorescent émis

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Nombre de cycles PCR

Figure 7 : Exemple d’un tracé de fluorescence de q-PCR.

- Phase de bruit de fond ou initiation : la quantité de fragment amplifié est insuffisante pour

générer un signal fluorescent supérieur au bruit de fond.

- Phase exponentielle : la quantité de fragment amplifié génére un signal fluorescent

supérieur au seuil de détection de I'appareil, puis le nombre de produit amplifié double a
chaque cycle. En coordonnées logarithmiques, cette phase est représentée par une droite.

- Phase de plateau (ou de saturation) : certains composants de la réaction deviennent

limitants. Le systeme ne permet plus une amplification exponentielle.
Ces 3 étapes constituent un cycle de PCR en temps réel ou qPCR.[59]

Une fois I'analyse effectuée, un graphique est obtenu automatiquement grace au logiciel.
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Sur cet automate, il est possible de passer 4 échantillons en méme temps, indépendamment

les uns des autres.

1 Résultat du test
Mom du test  Xpaert Breast Cancer STRAT4 Version 1
Résultat du test | e PosITIF;
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Figure 8 : Exemple de graphique généré par le logiciel de GeneXpert.

Les génes de ménage, sont un groupe de genes qui codent pour des protéines dont la fonction
est essentielle a la viabilité de la cellule. Il est présumé que ces génes ont une expression
ubiquitaire, stable entre les différents tissus, entre les individus et quelles que soient les
conditions expérimentales. L'utilisation de ce contréle endogene permet de contréler toutes
les étapes du protocole expérimental ; son expression reflétant non seulement la quantité et
la qualité de I’ARN utilisé, mais aussi I'efficacité de la RT-qPCR. Ici c’est le geéne CYFIP1 qui est
utilisé, géne qui code pour une protéine qui régule la dynamique du cytosquelette et la

traduction des protéines.

Le logiciel analyse ensuite automatiquement les différentes courbes de fluorescence et calcule
la différence de Ct entre le geéne de ménage et chaque biomarqueur. Cela donne un delta Ct
(dCt) qui permet de conclure a un résultat positif ou négatif, selon des cut off de dCt prédéfinis

dans le protocole du test STRAT4.

dCt (delta de signaux seuils)= Ct géne de ménage — Ct géne d’intérét
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2.4. Analyses statistiques

L’ensemble des données cliniques, histologiques, immunohistochimiques et moléculaires a
été compilé dans un tableau récapitulatif et analysé a I'aide du logiciel SEM (Statistics
Epidemiology Medicine) [60].

Pour les parametres quantitatifs nous avons effectué des analyses descriptives avec calcul de
moyenne, médiane, écart-type, étendue et normalité de la distribution (test de Kolmogorov-
Smirnov). Pour les parameétres qualitatifs, nous avons dénombré les effectifs par classe puis
calculé les pourcentages correspondants. Les sensibilités, spécificités, VPN (valeur prédictive
négative) et VPP (valeur prédictive positive) ont été calculées.

Nous avons réalisé des analyses de régression : le coefficient de corrélation de Pearson ou
celui des rangs de Spearman a été calculé selon que les distributions étaient gaussiennes ou
non. La droite de régression a été aussi calculée par la méthode des moindres carrés.

Un test t des séries appariées a par ailleurs permis d’évaluer la différence absolue selon les
différentes méthodes ou les lecteurs, deux a deux.

Pour étudier la répartition des différences de lecture selon les lecteurs ou les méthodes
AFAQAP, un diagramme de Bland & Altman a été tracé avec calcul de la corrélation entre les
différences et la moyenne par couple de valeurs.

Enfin pour rechercher les meilleurs dCt permettant au mieux de discriminer un parametre
qualitatif (positif/négatif), nous avons tracé des courbes ROC. Le seuil optimal a été calculé
grace a l'indice de Youden. L’AUC (aire sous la courbe) a servi pour I'évaluation de I'efficacité

discriminante du seuil trouvé.
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lll. RESULTATS

Deux cent soixante-huit dossiers ont été initialement inclus dans notre cohorte. Quinze ont
été exclus car ils n"ont pas pu étre analysés par RT-gPCR par manque de matériel (surface de
carcinome infiltrant <5mm? ou risque d’épuisement du bloc). Au total 253 dossiers ont été
analysés, correspondant a 200 patientes (cohorte finale).

Cela comprenait 53 biopsies et 200 piéces opératoires.

3.1. Analyse descriptive des données cliniques et histologiques

L’ensemble des patients est de sexe féminin.

L’age moyen au diagnostic est de 61.7 £ 12.3 [36-93], avec une médiane = 62.5 ans.

Cent soixante-quinze patientes ont été traitées par chirurgie premiére, 25 ont eu un
traitement néo-adjuvant.

Le TNM au diagnostic a été renseigné pour 196 pieces opératoires: 135 patientes
présentaient une tumeur classée T1 (67,5%), 45 une tumeur T2 (22,5%), 16 une tumeur T3 /T4

(10%).

TNM: PT ] pTla =14
mpTib =47

pTlc =74

mpT2 =45

mpT3-4=16

Figure 9 : Données TNM de I’étude.
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Concernant le type histologique, on observe 155 carcinomes non spécifiques (77,5%), 37

carcinomes lobulaires (18,5%) et 8 autres types histologiques (4%).

M Canalaire 155

® Lobulaire 37

W Autre 5

Mucineux 3

Figure 10 : Données histologiques de I’étude.

Il s’agit dans 24% des cas d’une Iésion de grade | SBR (48), dans 66,5% des cas de grade Il SBR

(133) et dans 9,5% de grade 1l SBR(19).

SBR

m1=48
m2=133

m3=19

Figure 11 : Résumé grade SBR de I'étude.

Au diagnostic, 178 tumeurs sont RE positives (89%) avec une moyenne de 83,11% et 139 sont
RP positives (69,5%) avec une moyenne de 51,28%.

Pour le statut Her2, 171 tumeurs sont négatives (85,5%), 22 amplifiées (11%), et 7 équivoques
(3,5%).

Le Ki67 est négatif dans 131 tumeurs (66%) avec une moyenne = 18.1 + 19.6 [1-95], médiane

a 10.
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Figure 12 : Répartition des biomarqueurs dans notre population.

3.2. Etude des concordances entre le lecteur 1 et le lecteur 2

Pour chacun des quatre biomarqueurs nous avons comparé les résultats IHC du lecteur 1 (un

des cing pathologistes du centre) et du lecteur 2 (un seul pathologiste qui a relu I'ensemble

des cas) sur piéces opératoires et sur biopsies. Le lecteur 1 est pris comme référentiel.

3.2.1. Récepteurs aux cestrogénes

Cent quatre-vingt-seize pieces opératoires ont pu étre comparées. Deux cas seulement sont

discordants (5%/10% - 1%/10%) ; soit une concordance de 98.9% avec une sensibilité de 98.8%

et une spécificité de 100%.

Pour les biopsies les valeurs sont identiques.

43



RE lecteur 2| Positive Négative Total Proportion
RE lecteur1

Positive 173 2 175 89,3%
Négative 0 21 21 10,7%
Total 173 23 196

Proportion | 88,3% 11,7%

Tableau IV : Comparaison RE en IHC sur piéce opératoire entre Lecteur 1 et Lecteur 2.

3.2.2. Récepteurs a la progestérone

Pour les piéces opératoires, 18 cas sont discordants avec le cut off a 10 %, soit une
concordance de 91,9% avec une sensibilité de 89% et une spécificité de 95%.

Il'y a trois faux positifs (donné a 10, 20 et 25% par le lecteur 2 contre zéro, zéro et 5% pour le
lecteur 1) et 15 faux négatifs (rendu entre 0 et 5% par le lecteur 2 contre huit cas a 10%, cinq
cas a 20%, un cas a 25%, et un 30% pour le lecteur 1).

Pour les biopsies la concordance est de 100%.

RPlecteur2 | Positive Négative Total Proportion
RPlecteur1

Négative 3 57 60 30,3%
Positive 123 15 138 69,7%

Total 126 72 198

Proportion 63,6% 36,4%

Tableau V : Comparaison RP en IHC sur piéce opératoire entre Lecteur 1 et Lecteur 2.
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3.2.3. HER2

Pour I’étude de Her2 sur nos piéces opératoires, les cas 2+ en IHC ont été testés par FISH par
les deux lecteurs et sont tous non amplifiés (les cas équivoques ont été classés dans les non
amplifiés, conformément aux recommandations 2018). Donc nous avons considéré ici les cas
0, 1+ et 2+ comme négatifs et les cas 3+ comme positifs.

A partir de la nous avons obtenu une sensibilité de 94%, une spécificité de 100%, une

concordance de 99%, une VPN de 100% et VPP de 93.3%. Il y a eu un cas discordant.

Her2lect2 |0 1+ 2+ 3+ Total Proportion
Her2 lectl

0 74 5 1 0 80 41%

1+ 24 15 2 0 41 21%

2+ 3 5 51 0 59 30,3%

3+ 0 0 1 14 15 7,7%

Total 101 25 55 14 195

Proportion | 51,8% 12,8% 28,2% 7,2%

Tableau VI : Comparaison Her2 en IHC sur piéce opératoire entre Lecteur 1 et Lecteur 2.

Nous avons également fait une analyse quantitative avec une analyse de régression. Le r des
rangs de Spearman est de 0,856 : p < 0.0000001 ; il existe une bonne corrélation (r tend vers

1) ; les deux facteurs sont donc liés significativement.
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Lecteur 1

Figure 13 : Equation de régression : Y = 0.9056 * X -0.03967 pour Her2

Pour les biopsies, nous n’avons pas eu de cas Her2 amplifié (c’est-a-dire qu’il n’y a pas eu de
3 + en IHC ou 2+ amplifié en FISH). Le taux de concordance était de 100%.
3.2.4. KI67

3.2.4.1. Entre lecteur 1 et lecteur 2

Les résultats pour le lecteur 1 sont de 17,93 +/- 19,57 et pour le lecteur 2 de 17,77 +/- 20,48.

Lecteur 1 Lecteur 2
Moyenne 17.93 17.77
Ecart-type 19.57 20.48

Tableau VII : Comparaison Ki67 en IHC sur piéce opératoire entre Lecteur 1 et Lecteur 2

Pour comparer les résultats IHC du Ki67 entre les deux lecteurs sur nos 200 piéces opératoires,

nous avons fait une analyse de régression. Le r des rangs de Spearman est de 0,802 : p <

0.0000001 ; les deux facteurs sont donc liés significativement.
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100.0 -

KI-67 lecteur 2

1 KI-67 lecteur 1 95

Figure 14 : Equation de régression : Y = 0.927 * X + 1.142 pour Ki67 lecteur 1 /2

On observe une différence moyenne de 0.17% * 9.62 entre les deux lecteurs d’apres le graphe
de Bland et Altman avec un lecteur 1 qui a tendance a donner des valeurs plus élevées que le

lecteur 2, notamment dans les valeurs hautes.

différence lecteur 1 - lecteur 2

:

1 Ki-&67 lecteur 1 95

Figure 15 : Graphe de Bland et Altman pour Ki67 lecteur 1/2.
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3.2.4.2. Entre lecteur 2 et lecteur 3

Pour le lecteur 2, les valeurs du KI67 sont de 17,77 +/- 20,48 contre 18,4 +/- 20,5 contre le

lecteur 3.
Lecteur 2 Lecteur 3
Moyenne 17.77 18.4
Ecart-type 20.48 20.5

Tableau VIl : Comparaison Ki67 en IHC entre Lecteur 2 et Lecteur 3
Entre le lecteur 2 et le lecteur 3 les résultats sont encore plus concordants avec un petit r des

rangs de Spearman a 0,906 : p < 0.0000001, donc tres proche de 1. Les deux facteurs sont liés

significativement.

100.0 -

KI-67 lecteur 3

0.00 EE . r
(] Ki-67 lecteur 2

Figure 16 : Equation de régression : Y = 0.9297 * X + 1.811 pour Ki67 lecteur 2/3
Nous remarquons que la corrélation est meilleure entre le lecteur 2 et lecteur 3 qu’entre le

lecteur 1 et lecteur 2. Cela peut s’expliquer par le fait que le lecteur 1 correspond aux

différents pathologistes du centre et entraine donc plus de variabilité de lecture.
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3.2.4.3. Entre les deux méthodes AFAQAP

Entre les deux méthodes AFAQAP (méthode A et méthode B) il n'y a pas de différence
significative, comme on peut le voir sur la droite de régression avec un r des rangs de

Spearman égal a 0,992 ; p < 0.0000001. Les deux méthodes sont tres bien corrélées.

100.0 -
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0 AFAQAP méthode A 100

L’équation de régression donne Y = 0.9932 * X + 0.1627 avec une différence entre les 2
méthodes qui est de -0.02716% + 1.8.
Pour la suite des analyses, on utilisera comme référence la méthode A puisqu’aucune

différence significative existe avec la méthode B.

3.2.4.4. Entre le lecteur 3 et la méthode AFAQAP

Comme il existe une bonne concordance entre les résultats du Ki67 donnés par les différents
lecteurs, nous avons choisi de prendre les résultats du lecteur 3 pour les comparer aux
résultats des méthodes AFAQAP.

D’aprés la droite de régression il n'y a pas non plus de différence significative entre ces

résultats. Le r des rangs de Spearman est de 0.870 : p < 0.0000001. Les deux facteurs sont liés
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significativement. On ne démontre donc pas d’avantage pour la méthode AFAQAP. Le graphe
de Bland et Altman ne montre pas de différence significative, les deux droites sont quasiment

superposées.

KI-67 AFAGAP-A

0.00

L] KI-67 Lecteur 3 100

Figure 17 : Equation de régression : Y = 1.026 * X + 0.838 pour Ki67 AFAQAP/lecteur 3

-
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Figure 18 : Graphe Bland et Altman avec une différence moyenne de -1.32 + 4.16.

A noter que pour les biopsies toutes ces comparaisons donnent des résultats similaires.
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3.3. Etude des concordances entre lecteur IHC et biologie moléculaire

Les cas discordants en immunohistochimie entre les trois lecteurs vus ci-dessus ont été relus
par un quatrieme pathologiste qui a retenu a I'aveugle la valeur qui lui semblait correcte. Ceci
nous a permis de comparer les résultats de I'analyse GeneXpert/STRAT4 aux résultats

immunohistochimiques « optimisés », pris comme référentiel.

3.3.1. Pour les pieces opératoires

e Récepteur aux cestrogenes

Pour I'analyse des RE sur piece opératoire, la concordance est de 96% avec une sensibilité de
98.3% et une spécificité de 77.3%. Nous avons observé 5 faux positifs et 3 faux négatifs.

La VPN est a 85% et la VPP a 97.2%.

RE biomol Positif Négatif
RE IHC

Positif 175 3
Négatif 5 17

Tableau IX : Comparaison résultats RE piece opératoire entre résultats obtenus en IHC et en
biologie moléculaire.
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e Récepteur a la progestérone

On obtient une concordance de 77,5% avec une sensibilité de 98.5% mais une spécificité de
seulement 35.8%. La VPN est de 92,3% et la VPP de 75,3%. On a 43 faux positifs et deux faux

négatifs.

RP biomol | Positif Négatif
RP IHC

Positif 131 2
Négatif 43 24

Tableau X : Comparaison résultats RP piéce opératoire entre résultats obtenus en IHC et en biologie
moléculaire.

e Her2

Pour I'analyse du biomarqueur Her2 nous avons pris les résultats finaux, c’est a dire apres
étude par FISH pour les cas classés 2+ en IHC. Les dossiers équivoques sont traités comme des
négatifs.

En immunohistochimie 22 cas sont classés positifs contre 82 avec I'instrument GeneXpert. De
méme 178 cas sont classés négatifs en immunohistochimie contre 118 en biologie

moléculaire.
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Her2 biomol | Négatif Positif
Her2

(IHC + FISH)

Négatif 117 61
Positif 1 21

Tableau XI : Comparaison résultats Her2 piéce opératoire entre résultats obtenus en IHC/FISH et en
biologie moléculaire.

Nous relevons un faux négatif et 61 faux positifs. Cela nous donne une sensibilité de 95,5%,

une spécificité de 65,7%, une VPN de 99,2% et une VPP de 25,6%. La concordance est de 68%.

e Ki67

La concordance entre les résultats du Ki67 en IHC et en biologie moléculaire est établie par

I'analyse de régression. Le petit r des rangs de Spearman est a 0,609 ; p < 0.0000001.

Les deux facteurs sont ici aussi liés significativement.

214 +

dCT-KI-67

120 .
1 KI-6T lecteur 1 95

Figure 19 : Equation de régression : Y = 0.05534 * X -4.428 pour Ki67
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Pour faire une analyse qualitative, le cut off choisi par la société Cepheid pour un Ki67 positif
est un taux >20%.
Avec cette valeur, la sensibilité est de 80%, la spécificité de 66,4%, la VPN de 86% et la VPP de

56%. La concordance est de 71%. Nous observons 14 faux négatifs et 44 faux positifs.

Ki67 biomol | Négatif Positif Proportion
Ki6é7 IHC

Négatif 86 44 65%
Positif 14 56 35%
Proportion 50% 50%

Tableau XII : Comparaison résultats Ki67 piéce opératoire entre résultats obtenus en IHC et en
biologie moléculaire.

3.3.2. Pour les biopsies

Les résultats obtenus sur les 53 biopsies sont quasiment identiques aux résultats des pieces
opératoires. Les quatre biomarqueurs étudiés montrent également des valeurs concordantes
significativement en comparant les résultats obtenus par IHC et par biologie moléculaire.

De maniere générale les chiffres sont légerement améliorés sur biopsies par rapport aux
piéces opératoires.

Pour RE, nous avons obtenu une sensibilité de 95,7%, une spécificité de 100% et une
concordance de 96%.

Pour RP, les résultats sont nettement meilleurs avec une sensibilité de 88,2%, une sensibilité

de 100% et une spécificité de 60%.
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Sur biopsie, pour Her2 nous obtenons une concordance de 57%. Pour rappel nous n’avions
pas dans notre panel de cas de biopsie IHC/FISH amplifiée.

Enfin, pour le Ki67 nous avons obtenu une concordance de 76,5% avec une sensibilité de

93,8% et une spécificité de 63,6%.

3.4. Etude des concordances par couple biopsie/piéce opératoire

e Récepteurs aux cestrogénes

- Immunohistochimie

En moyenne le taux des RE est de 82,18% pour les piéces opératoires contre 85,98% pour les

biopsies.
Piece opératoire Biopsie
Moyenne 82,18 85,98
Ecart-type 33,3 29,67

Tableau XIIl : Comparaison résultats RE en IHC entre piéce opératoire et biopsie

En considérant les résultats des pieces opératoires comme référence, nous obtenons une
sensibilité de 97,7%, une spécificité de 42,9%, une VPN de 75% et une VPP de 91,5%. La

concordance est de 90%. Cing cas sont discordants.
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-  Biologie moléculaire

Avec STRAT4, nous obtenons une concordance de 96%. La sensibilité est de 97,7%, la

spécificité de 83,3%, la VPN de 83,3% et la VPP de 97,7%.

Tableau XIV : Comparaison résultats RE piéce opératoire / biopsie en biologie moléculaire.

RE Biopsie Positif Négatif Proportion
RE PO

Positif 43 1 88%
Négatif 1 5 12%
Proportion 88% 12%

- Immunohistochimie

Pour les RP, la moyenne est de 50,1% pour les piéces opératoires contre 57,45% pour les

Récepteurs a la progestérone

biopsies.
Piece opératoire Biopsie
Moyenne 50,1 57,45
Ecart-type 42,07 41,15

Tableau XV : Comparaison résultats RP en IHC entre piéce opératoire et biopsie

56




La concordance est de 86,3% avec deux faux négatifs et cing faux positifs. Parmi les sept cas
discordants, quatre ont recu un traitement néo adjuvant.

La sensibilité est calculée a 93,9% et la spécificité a 72,2%.

- Biologie moléculaire

On note deux faux positifs et trois faux négatifs. La concordance est de 90% avec une

sensibilité de 92,9% et une spécificité de 75%. Pour les biopsies, 41 cas sont classés RP positifs

et 9 RP négatifs. Pour les pieces opératoires, 42 cas sont RP positifs et 7 RP négatifs.

RP Biopsie Positif Négatif Proportion
RP PO

Positif 39 3 84%
Négatif 2 6 16%
Proportion 82% 18%

Tableau XVI : Comparaison résultats RP piéce opératoire / biopsie en biologie moléculaire.
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e Her2

- Immunohistochimie/FISH

Dans nos couples biopsie/piéce opératoire on obtient une concordance de 98% avec un seul

cas discordant classé équivoque sur la biopsie et positif sur piéce opératoire.

- Biologie moléculaire

Les deux facteurs sont liés significativement avec une concordance de 78%, une sensibilité de

81% et une spécificité de 76%. Pour les biopsies 21 cas sont classés Her2 positifs et 29 Her2

négatifs. Pour les pieces opératoires il y a 16 cas positifs et 34 négatifs.

e Ki67

- Immunohistochimie

Les pieces opératoires ont en moyenne un Ki67 a 15% avec un écart-type a 15,97. Les biopsies

montrent un Ki67 a 19,61% avec un écart-type a 22,09.

Piece opératoire Biopsie
Moyenne 15 19,61
Ecart-type 15,97 22,09

Tableau XVII : Comparaison résultats Ki67 en IHC entre piéce opératoire et biopsie
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16 biopsies ont un ki67 positif et 35 un ki67 négatif contre 13 et 38 pour les pieces opératoires
(cut off a 20%). La concordance est de 75%, avec une sensibilité de 61,5% et une spécificité de

78,9%.

- Biologie moléculaire

Ici 25 biopsies ont un Ki67 positif et 25 un Ki67 négatif contre 24 et 26 pour les piéces
opératoires. Cependant il y a 13 faux négatifs et 14 faux positifs. La concordance est de 46%
avec une sensibilité de 45,8% et une spécificité de 46,2%. Le r des rangs de Spearman est a

0,115 avec un p = 0.53. Ces résultats ne sont pas liés significativement.

Ki67 Biopsie | Positif Négatif Proportion
Ki67 PO

Positif 11 13 48%
Négatif 14 12 52%
Proportion 50% 50%

Tableau XVIII : Comparaison résultats Ki67 piéce opératoire / biopsie en biologie moléculaire.
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3.5. Etude des discordances entre IHC et biologie moléculaire sur

piéce opératoire

e Récepteurs aux cestrogenes.

Nous avons vu précédemment qu’il y a cing faux positifs et trois faux négatifs. Les cing cas
classés positifs par GeneXpert ont 0% de cellules tumorales marquées en IHC avec un témoin
interne positif. Les trois cas classés négatifs par le logiciel GeneXpert ont des pourcentages en
IHC de 10% (pour deux cas) et 70%. Nous sommes revenus sur ces dossiers discordants. Aprés
relecture des lames d’immunohistochimie nous n’avons pas fait de modifications sur nos

résultats. Nous ne pouvons pas expliquer ces différences.

e Récepteurs a la progestérone

Deux cas ont été classés négatifs par le logiciel GeneXpert alors qu’ils montrent un
pourcentage de cellules tumorales marquées en IHC a 25% et 30%.

Quarante-trois cas ont de méme été classés positifs alors qu’en IHC ils ont entre 0 et 8% de
cellules tumorales marquées.

Il est a noté que le logiciel GeneXpert a été mis au point a partir du protocole STRAT 4 par la
société Cepheid aux Etats-Unis. La-bas, les valeurs seuils de positivité en IHC sont de 1% de
cellules tumorales marquées pour les RE et RP, alors que pour rappel en France le seuil retenu
est de 10%. Si I'on respecte leur seuil, sept cas passent de faux positifs a vrai positifs. Cela

améliore un peu la concordance (87,9%) et la spécificité (51,7%).
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Pour ce biomarqueur, au vu des résultats, nous avons essayé d’optimiser le logiciel GeneXpert
en cherchant un meilleur dCt qui permettrait d’améliorer la spécificité et la VPP. A l'aide d’'une
courbe ROC on voit que, pour un seuil de positivité en IHC a 10%, le dCt optimal est -0,5. Avec
ce seuil on obtient une concordance de 88%, une sensibilité de 85,1%, une spécificité de

93,7%, une VPN de 69,4% et une VPP de 97,4%.

0,8 4
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0,4 J

R AUC =0,957
0,2 J ’/ [0,93,088]

Sensibilité (taux de vrais positifs)

0,0

0.0 02 04 06 0.2 1,0
1 - Spécificité (taux de faux positifs)

Figure 20 : courbe ROC pour le calcul dCt optimal pour les RP.
Maintenant si I'on souhaite coller au seuil de positivité Américain =1%, on obtient grace a la

courbe ROC un dCt a -1,4. La société Cepheid avait choisi son dCt a -3,5.

e Her2

Pour rappel, pour ce biomarqueur, les cas équivoques aprés analyse par FISH sont classés
négatifs. On a eu 61 faux positifs. Parmi eux il y a 20 scores 0 et 19 scores 1+. Une FISH de
contrble a été réalisée sur ces cas et ne modifie pas le résultat. Les 22 autres cas sont des
scores 2+ classés équivoques (5) ou non amplifiés (17) aprés FISH. Aucun cas ne peut étre
reclassé apres relecture. On reste donc avec une concordance de 68%, une spécificité a 65,7%

et une VPP a 25,6%.
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Nous avons cherché a obtenir le meilleur seuil de dCt, celui qui permettrait au mieux
d’optimiser la discrimination (positif/négatif en IHC-FISH).

A l'aide d’une courbe ROC on a pu objectiver qu’un dCt égal a -0,4 donnait de meilleurs
résultats que le dCt choisit pour I’étude a -1. Ce nouveau seuil permet une concordance de

92%, une spécificité a 91,7% et une VPP a 51,3%.
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Figure 21 : courbe ROC pour le calcul dCt optimal pour Her2.

Ensuite nous avons a placé les cas équivoques avec les cas classés positifs. Les résultats
obtenus sont inférieurs aux précédents avec une concordance de 72%, une spécificité a 69,9%
et une VPP a 29,8%. Cela est en accord avec les nouvelles recommandations de I’ASCO/CAP
2018 (Annexe 7).[58]

A I'heure actuelle, les anciens cas équivoques (ratio Her2/CEN17 <2 avec un nombre de copie
Her2 par noyau entre 4 et 6) sont testés une deuxiéme fois en IHC/FISH. Si les seconds

résultats sont identiques au premier ces cas sont considérés négatifs.[61]
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e Ki67

Le seuil de positivité en IHC choisi pour ce biomarqueur dans cette étude par la société
Cepheid est de 20%. Avec ce seuil nous avons eu 44 faux positifs. 14 cas possédent un Ki67
entre 1 et 9%. Les 30 autres ont un Ki67 entre 10 et 19%. Apres relecture il n’y a pas de
modifications des résultats. Cela donne comme vu plus haut une sensibilité de 81,2%, une
spécificité de 66,4%, et une VPP de 56%.

Toujours a I'aide d’une courbe ROC nous avons cherché cette fois-ci le meilleur seuil IHC pour
optimiser la discrimination positif-négatif et la concordance des deux méthodes. C’est avec
un seuil a 10% (positif =10%) que I'on obtient les meilleurs résultats. La concordance est alors
de 88% avec une sensibilité a 91,3%, une spécificité a 85,2%, une VPP a 85% et une VPN a 92%.

(La recherche du dCt optimal n’a pas permis I'amélioration des résultats).
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Figure 22 : courbe ROC pour le calcul du % IHC optimal pour le Ki67.
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IV. DISCUSSION

4.1. Point sur notre étude

Dans cette étude nous avons tout d’abord cherché a comparer les résultats des quatre
biomarqueurs d’intérét du cancer du sein: RE, RP, HER2 et Ki-67 obtenus par méthode
classique (immunohistochimie/FISH) et par un systéme dédié de RT-qPCR (STRAT4) afin de
vérifier leur concordance.

Secondairement, nous avons voulu vérifier la concordance immunohistochimique inter-
observateur dans un méme laboratoire.

Enfin nous avons étudié les concordances entre couple biopsie/piéce opératoire par la
méthode classique d’IHC et par RT-qPCR a I'aide du logiciel GeneXpert/STRATA4.

Cette étude a été portée par la volonté de développer des moyens fiables pour I'évaluation
de ces quatre biomarqueurs qui ont un impact thérapeutique et pronostique majeur dans le

cancer du sein.

4.1.1. Population étudiée

La population étudiée dans notre étude est assez représentative de la population générale.
Les patientes sont en moyenne légérement plus agées (+2,7 ans) [62]. Pour le type
histologique nous avons plus de carcinomes lobulaires (18,5% contre 15% dans la population
générale). Les carcinomes étudiés expriment plus souvent les récepteurs hormonaux que la
population générale (89% contre 80%), et moins Her2 avec notamment un faible nombre

d’équivoque (3,5% des Her2 testés en FISH contre 10%) [63].
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Ceci s’explique par un biais d’échantillonnage. Nous avons en effet, a cause de nos critéres
d’inclusion, sélectionné des cas ou le matériel tumoral était important. De ce fait nous avons
inclus beaucoup de cas traités par chirurgie premiére (correspondant souvent a des cancers
RH positifs). De méme pour les cas traités par chimiothérapie néo adjuvante, nous avons
sélectionné ceux avec un résidu tumoral évident (correspondant le plus souvent a des Her2
négatifs, les patientes Her2 positives ayant le plus souvent une réponse histologique

compléte).

4.1.2. Concordance IHC/FISH inter observateur

Pour I’étude de la concordance des résultats d'immunohistochimie en inter observateur nous
avons obtenu de trés bons résultats, meilleurs que ceux d’autres études qui ont des taux de
discordance allant jusqu’a 20% notamment pour Ki67 et Her2. [54] [64] [65][66]

En effet, il n'y a pas vraiment de consensus d’évaluation pour le Ki67, ni de valeur seuil
unanimement reconnue (positif/négatif) [67]. On observe donc a travers les études un bas
niveau de reproductibilité inter et intra observateur [68]. Cela génere un doute sur la fiabilité
de ce marqueur et de son utilité clinique dans la pratique au quotidien en pathologie
mammaire [51]. Pour ces raisons, le Ki67 déterminé par I'lHC n’est pas actuellement inclus
dans les lignes directrices des sociétés savantes tels que I’ASCO/CAP, GEFPICS, ou I'ESMO pour
['utilisation clinique courante[69]. Actuellement la recherche d’une harmonisation et d’une
standardisation de la méthodologie d’évaluation est donc souhaitable pour utiliser au mieux
ce marqueur comme facteur pronostique/prédictif [31][52]. De nombreuses études
travaillent sur ce sujet[70][71]. Certains centres tentent méme de développer des plateformes

de lectures de lames automatisées pour une valeur plus fiable et précise du Ki67 [72][73].
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L’AFAQAP a mis au point pour sa part deux méthodes d’analyse que nous avons testées dans
notre étude [31][30].

Nous avons obtenu pour les piéces opératoires un Ki67 lié significativement (p < 0,0000001)
avec un r des rangs de Spearman a 0,802 entre lecteur 1-2 et 0,906 entre lecteur2-3. L’analyse
a I'aide des outils AFAQAP n’a pas montré d’amélioration de la concordance inter et intra
observateur avec un r = 0,870. Il n’y a donc pas d’intérét pratique en routine a utiliser
systématiquement cette méthode qui est chronophage. Néanmoins pour les cas les plus
difficiles, hétérogenes, elle reste un outil standardisé précieux. [29]

Pour les autres biomarqueurs, nous avons obtenu une concordance de 98,9% pour les RE,
91,9% pour les RP, et 99% pour Her?2.

Pour les biopsies les résultats sont encore meilleurs avec une concordance de 100% pour RP
et Her2. Cela s’explique notamment par une plus petite zone a analyser.

Nous pouvons donc en conclure que dans notre service, nous avons une bonne
reproductibilité et une bonne maitrise de I'immunohistochimie/FISH sur le plan technique et
médical notamment grace au suivi des recommandations de ’ASCO/CAP, du GEFPICS et aux
tests d’assurance qualité réalisés [74] [75][76]. C’'est un gage de qualité de notre service de
pathologie qui permet une bonne corrélation anatomo-clinique et nous apporte la confiance

des cliniciens.
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4.1.3. Concordance méthode classique/GeneXpert instrument

Pour ce qui est du test STRAT4 de la société Cepheid, nous avons obtenu a I'aide de GeneXpert
un haut niveau de reproductibilité, comparable aux différentes études déja menées jusque-
la. Nous avons eu pour I'ensemble de nos 253 cas (pieéces opératoires + biopsies) une
concordance IHC-FISH/GeneXpert de 96,8% pour RE, 79,7% pour RP, 67% pour Her2 et 72,1%
pour le KI67.

En comparaison, la premiere étude STRAT4 menée, effectuée de maniéere rétrospective sur 80
cas diagnostiqués de 1998 a 2011 a montré une concordance de 91,2% pour Her2 en utilisant
les recommandations de I’ASCO 2007 (qui généraient moins de cas équivoques que les
recommandations de 2013 que nous avons suivies).[57]

Une deuxiéme étude rétrospective américaine ciblant cette fois, comme nous, les quatre
biomarqueurs d’intéréts, a été menée sur 503 dossiers venant de 5 hopitaux a travers le
monde. Elle a montré notamment, en utilisant les mémes cut-offs et dCt que dans notre
étude, des meilleurs taux de concordance ( 97,8% pour RE, 91% pour RP, 93,3% pour Her2 et
73% pour Ki67).[77]

Nous ne savons pas expliquer les différences de concordances de ces deux études, notamment
pour les résultats de RP et Her2. Il s’agit en effet de deux études établies a partir du méme
protocole (STRAT4) et utilisant le méme matériel GeneXpert de Cepheid.

On peut supposer gu’il existe un impact dii au microenvironnement du cancer infiltrant,
notamment la présence de carcinome in situ, ou une dilution des cellules tumorales par le
stroma et le tissu sain périphérique qui pourrait fausser les résultats de GeneXpert si la macro
dissection n’est pas optimale [78] . Dans notre étude nous n’avons pas vérifié, aprés analyse,

si pour les cas discordants Her2 et RP il y avait une forte présence ou non en intra tumoral de
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carcinome in situ. Nous n’avons pas non plus regardé le pourcentage de cellule tumorale dans
la zone sélectionnée lors de la macro dissection pour ces cas discordants.

Cependant une étude qui a porté sur 80 cas de macro biopsies (60 cas de carcinome infiltrant
pur et 20 cas de carcinome associant in situ et infiltrant), a montré I'absence d’impact
significatif de la macro dissection sur les résultats de GeneXpert [79]. Ces analyses sont a
confirmer sur une plus grande population et sur pieces opératoires. D’autres études portant

sur la fiabilité des techniques de RT-qPCR arrivent néanmoins a la méme conclusion [68] [80].

4.1.4. Optimisation des dCt

Les seuils de dCt utilisés dans notre étude pour les quatre biomarqueurs ont été préétablis
dans le protocole du test Xpert Breast Cancer STRAT4 a partir d'essais préalables réalisés sur
de petites bases de données.

Nous avons donc essayé d’optimiser ces dCt a I'aide de courbe ROC afin d’arriver a de
meilleurs résultats et de plus hauts niveaux de concordance.

Pour RP, avec un cut-off IHC >10% (seuil de positivité frangais), un dCt optimisé a -0,5 permet
une concordance de 88% (contre 79,7%). De méme pour Her2 un dCt a -0,4 permet
d’améliorer la VPP qui est primordiale pour le bon choix du traitement et d’obtenir une
concordance de 92% contre 67%. Enfin pour le Ki67, nous avons objectivé qu’un seuil IHC
>10% permet une meilleure discrimination des cas en positif/négatif.

Nous pouvons donc en conclure que la société Cepheid devra revoir ses valeurs de dCt pour
les optimiser au mieux, en s’appuyant sur les quelques études menées jusqu’a ce jour, dont la

notre.[77]
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4.1.5. Concordance biopsie/piéce opératoire

Notre étude a également porté sur la comparaison des résultats des couples biopsie/piece
opératoire en IHC/FISH et en biologie moléculaire. Nous avons pu remarquer que pour nos 53
couples les concordances étaient meilleures en IHC pour Her2 (98%/78%) et pour Ki67
(75%/46%). Pour RE et RP a contrario, les concordances étaient meilleures avec I'analyse par
biologie moléculaire (96%/90% pour RE et 90%/86,3% pour RP).

Cependant apres relecture, 86% des couples discordants en IHC ont des marquages
hétérogenes sur piece opératoire ou sont des dossiers pour lesquels il y a eu un traitement

néo adjuvant susceptible de modifier le profil de la tumeur.

4.1.6. Choix du géne de ménage

Comme nous l'avons vu, GeneXpert Instrument fonctionne a I'aide d’un gene de ménage
servant de témoin, de régulateur et permettant de calculer le dCt. Le géne de ménage choisi
par la société Cepheid est CYFIP1. Un géne de ménage fiable est obligatoire pour une mesure
précise de la quantification relative de I'expression des ARNm. Ce référent est choisi parmi les
geénes cellulaires qui sont exprimés de facon équivalente dans toutes les cellules de tous les
échantillons évalués. Cependant, plusieurs études ont montré que la plupart de ces genes ne
sont pas toujours exprimés de fagon stable entre les personnes et les différents sous-types de
cancer du sein [81]. Certaines études portent sur la recherche du meilleur gene de ménage, le
plus stable, pour permettre le meilleur calcul de dCt et des résultats les plus fiables. Les génes

qui sont majoritairement cités sont PUM1, GAPDH, ACTB, UBB, RPLP37 et RPL30. Tous ces
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genes s'expriment de fagon constitutionnelle dans les tissus mammaires, et ont des fonctions
cellulaires qui ne sont pas co-régulées [56] [82].

Parmi ces études nous n’avons pas retrouvé CYF/P1 et nous ne savons pas sur quelles données
précises il a été sélectionné. Ce point reste donc a éclaircir d’autant plus que de récentes
études montrent une variation de I'expression du gene CYFIP1 dans des maladies mentales

(autisme, schizophrénie, syndrome X fragile...) et dans des cancers nasopharyngés.[83] [84]

4.2, Point sur d’autres études de RT-gPCR

Actuellement différentes sociétés développent des tests pour établir les signatures
moléculaires des cancers du sein notamment de certains cas RE+, comme nous I'avons vu en
introduction [85]. Quelques-uns utilisent comme technique de biologie moléculaire la RT-
gPCR [86]. C'est le cas notamment d’Endopredict® et Oncotype DX® qui en apportant un
risque relatif de récidive a 10 ans permettent notamment d’homogénéiser les pratiques de
prescription de la chimiothérapie.[87]

D’autres se penchent sur I’évaluation du sous-type moléculaire. Par exemple, MammaTyper®
(BioNTech Diagnostics, Mayence, Allemagne) qui est un nouveau test diagnostic in vitro. Il
guantifie, comme nous, I'expression de I'ARNm des quatre biomarqueurs clés, ERBB2, ESR1,
PGR et MKI67 sur la base de la RT-gPCR [68]. Une étude prospective sur 8 jours, internationale,
effectuée dans 10 laboratoires a montré une grande reproductibilité dans I'évaluation
guantitative inter et intra-laboratoire des marqueurs ERBB2, ESR1, PGR et MKI67, avec
respectivement des k de 1 ;0,91 ; 0,94 et 0,94, et surmonte ainsi la variabilité connue de I'lHC

[88].
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Toutes ces études sur I'analyse des biomarqueurs et signatures moléculaires du sein par RT-
gPCR s’accordent donc également a dire qu’il s’agit d’'une méthode de biologie moléculaire

guantitative, fiable, non subjective, adaptée au matériel en FFPE.

4.3. Point sur l'intérét de Xpert Breast Cancer STRAT4

La mesure des ARNm qui codent les biomarqueurs protéiques ER, PR, HER2 et Ki67 (ESR1, PGR,
ERBBB2 et MKi67, respectivement) sur une plateforme de diagnostic automatisée permet
d’en faire une méthode reproductible, standardisée, précise [89][68].

STRAT4 permet a I'aide de ses cartouches d’étre dans un systéme clos, pour éviter toutes
contaminations. Il s’agit d’'une méthode in vitro semi-quantitative, fiable, reproductible,
rapide et facile d’utilisation nécessitant moins de 10 min de main d’ceuvre pour le lancement
d’un appareil avec 4 échantillons patients et 75 min d’analyse [57]. A I'inverse I'lHC/FISH sont
des méthodes plus chronophages nécessitant un bon plateau technique, des techniciens
entrainés et des médecins expérimentés afin de pouvoir prétendre étre une méthode fiable
[56]. En moyenne les automates d’IHC prennent 30 lames a la fois soit 7 dossiers (avec RE, RP,
Her2, Ki67) pour des programmes de 187min au maximum (Ki67). En pratique dans les
laboratoires, les lames d’'immunohistochimie sont rendues en 24H et de FISH en 48H.

Dans les pays en voie de développement, notamment sub-sahariens, il est difficile de mettre
au point des plateaux techniques performants et fiables avec du personnel qualifié pour
I'utilisation d’IHC/FISH. Pourtant I'essor des cancers et notamment du cancer du sein est
devenu un probléme de santé majeur dans ces pays [90]. Au cours des derniéres années, des
traitements efficaces comme le tamoxiféne ou le trastuzumab sont devenus disponibles pour

les femmes atteintes d'un cancer du sein. Malheureusement, I'accés a des technologies
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diagnostiques de haute qualité capables d’évaluer les biomarqueurs et le sous-type
moléculaire du cancer de maniére fiable et précise est difficile. [91]

Par conséquent, compte tenu des bons résultats de concordance du test STRAT4 vu ci-dessus,
de sa facilité d’utilisation, et du fait qu’elle soit adaptée pour extraire les acides nucléiques
des tissus FFPE, GeneXpert pourrait étre considéré comme une solution potentielle au
probleme de I'acces limité au diagnostic du sous- type moléculaire du cancer du sein qui existe
actuellement dans les pays a faibles ressources. D’autant plus que la plate-forme, qui est déja
largement distribuée dans le monde entier avec plus de 17 000 instruments en service dans
182 pays, est également déja utilisée en biologie dans les pays Africains.[92] En effet, pour
détecter le virus EBOLA, virus a ARN, la simplicité d’utilisation de la plate-forme, a I'aide
d’autre cartouche, permet d'effectuer rapidement des tests dans une grande variété de
laboratoires, y compris des laboratoires éloignés qui ne sont pas en mesure d'effectuer des

tests d'amplification d'acide nucléique trés complexes.[93]

4.4, Point sur le colt des techniques

Pour avoir une idée du colt de ces différentes techniques, le panel RE, RP, Her2, Ki67 en
immunohistochimie revient a 47 euros pour les réactifs (sans compter le colt de main
d’ceuvre et appareils) et 65 euros pour une FISH, soit 112 euros environ pour un dossier
complet. En comparaison une cartouche STRAT4 revient a 150 euros. Mais comme vu ci-
dessus, le temps de main d’ceuvre (techniciens, médecins, équipements...) est plus élevé pour
I"IHC/FISH. Le ratio co(t/efficacité de ce test est donc intéressant pour les pays en voie de

développement.
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V. CONCLUSION

Au cours des derniéres décennies, les directives de I'ASCO/CAP ont considérablement
contribué a élever le niveau de normalisation des IHC pour HER2, ER et PR. Pourtant, les taux
de discordance des marqueurs entre les tests locaux et centraux, souvent signalés dans le
cadre d'essais cliniques modernes de grande envergure, révelent la persistance de limites
techniques et interprétatives. Pour le Ki-67 en particulier, les performances analytiques sous-
optimales rendent discutable I'utilisation de ce marqueur pour la sélection des patients qui
sont candidats a la chimiothérapie malgré la publication de recommandations internationales.
D'un point de vue technique, I'application de la RT-qPCR pour évaluer le statut des ERBB2,
ESR1, PGR et MKI67 représente une alternative efficace et reproductible pour I'évaluation
décentralisée systématique des sous-types moléculaires du cancer du sein. Nous avons dans
notre étude apporté la preuve que la quantification objective de I'expression de I'"ARNm
ERBB2, ESR1, PGR et MKI67 a I'aide de GeneXpert Instrument de la société Cepheid est simple,
rapide, sensible et concordant avec les résultats obtenus par méthode classique

d’immunohistochimie.
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Annexes

Annexe 1 : courbe tracant I’évolution de I'incidence et de la mortalité de 1980 a 2012 en France par

cancer mammaire

Evolution de I'incidence et de la mortalité par cancer du sein
de 1980 a 2012 en France métropolitaine
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Trattement : INCa 2016
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Annexe 2 : classification OMS 2012 des cancers du sein

EPITHELIAL TUMOURS
Microinvasive carcinoma

Invasive breast carcinoma

Invasive carcinoma of no special type (NST)
Pleomorphic carcinoma
Carcinoma with osteoclast-like stromal
glant cells
Carcinoma with choriocarcinomalous
features
Carcinoma with melanotic features
[nvasive lobular carcinoma
Classic lobular carcinoma
Solid lobular carcinoma
Alveolar lobular carcinoma
Pleomorphic lobular carcinoma
Tubulolobular carcinoma
Mixed lobular carcinoma
Tubular carcinoma
Cribriform carcinoma
Mucinous carcinoma
Carcinoma with medullary features
Medullary carcinoma
Alypical medullary carcinoma
Invasive carcinoma NST with medullary
features
Carcinoma with apocrine differentiation
Carcinoma with signet-ring-cell diferentiation
[nvasive micropapilary carcinoma 8507/3"
Metaplastic carcinoma of no specialtype  8575/3
Low-grade adenosquamous carcinoma 85703
Fibromatosis:ike metaplastic carcinoma 8572/3

8500/3
8022/3
8035/3

852013

821118
82013
848013

8510/3
8513/3

850013

Squamous cell carcinoma 8070/3
Spindle cell carcinoma 803213
Metaplastic carcinoma with
mesenchymal differentiation
Chondrold differentiation 8571/
Osseous differentiation 857113
Other types of mesenchyml
differentiation 857503
Mixed metaplastic carcinoma 857513
Myoepithellal carcinoma 896213

Rare types

Carcinoma with neuroendocrine features
Neuroendocrine tumour, well-differentiated 8246/3
Neuroendocrine carcinoma, poorly

differentiated (smal cell carcinoma) 80413
Carcinoma with neuroendocrine

differentiation 857413

Secretory carcinoma 8502/3

Invasive papillary carcinoma
Acinic cell carcinoma
Mucoepidermoid carcinoma
Polymorphous carcinoma
Oncocytic carcinoma
Lipid-rich carcinoma
Glycogen-rich clear cell carcinoma
Sebaceous carcinoma
Salivary gland/skin adnexal type tumours
Cylindroma
Clear cell hidradenoma

Epithelial-myoepithelial tumours

Pleomorphic adenoma
Adenomyoepithelioma

Adenomyoepithelioma with carcinoma
Adenoid cystic carcinoma

Precursor lesions
Ductal carcinomain situ
Lobular neoplasia
Lobular carcinoma in situ
Classic lobular carcinoma in situ
Pleomorphic lobular carcinoma in situ
Atypical lobular hyperplasia

Intraductal proliferative lesions

Usual ductal hyperplasia

Columnar cel lesions including flat epithelal
alypia

Atypical ductal hyperplasia

Papillary lesions

Intraductal papilloma
Intraductal papilloma with atypical
hyperplasia
Intraductal papilloma with ductal
carcinomarin situ
Intraductal papilloma with lobular
carcinoma in situ
Intracuctal papilary carcinoma
Encapsulated papillary carcinoma
Encapsulated papilary carcinoma with
invasion
Solid papillary carcinoma
[ situ
[nvasive

Benign epithelial proliferations

Sclerosing adenosis
Apocrine adenosis
Microglandular adenosis

75

Radial scar/complex sclerosing lesion
Adenomas

Tubular adenoma

L actating adenoma

Apocring adenoma

Ductal adenoma

MESENCHYMAL TUMOURS
Nodular fascitis
Myofbroblastoma
Desmoid-type fibromalosis
Inflammatory myoibroblastic tumour
Benign vascular lesions
Hagmangoma
Anglomalosis
Alypical vascular esions
Pagudoangiomalous siromal hyperplasia
(ranular cell tumeour
Bnign peripheral nerve:-sheath tumouts

FIBROEPITHELIAL TUMOURS
Fibroadenoma
Phyllodes tumour

Benign

Borderline

Malignant
Pericictalstromal tumour,kow grade
Hamartoma

TUMOURS OF THE NIPPLE
Nipple adenoma

Syfingomalous tumour
Paget disease of the nipple

82110
84010

BESESEEEEEL 2

9100
90201

9020/1
902073

84070
864013



11 Formes fréquentes de carcinome mammaire :

1. Carcinome infiltrant de type non spécifique NST
2. Carcinome lobulaire infiltrant

3. Carcinome tubuleux

4. Carcinome cribriforme

5. Carcinome mucineux

6. Carcinome avec aspects médullaires

7. Carcinome a différenciation apocrine

8. Carcinome avec cellules en bague a chaton

9. Carcinome invasive de type micropapillaire

10. Carcinome métaplasique

11. Carcinome adénoide kystique

11 Formes rares de carcinome mammaire :

1.Carcinome avec différenciation neuroendocrine
2.Carcinome sécrétoire

3.Carcinome papillaire infiltrant

4.Carcinome a cellule acineuse

5.Carcinome mucoépidermoide

6.Carcinome polymorphe

7.Carcinome oncocytique

8.Carcinome riche en lipide

9.Carcinome a cellules claires (riche en glycogéne)
10.Carcinome sébacé

11.Tumeur de type annexes de la peau/ glandes salivaires
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Annexe 3 : classification TNM du cancer du sein OMS 2012

Tx Tumeur primaire non évaluable
TO Pas de tumeur primaire
Tis (CCIS) Carcinome in situ de type canalaire
Tis (Paget) Maladie de Paget seule
T1<20mm
Timi <1lmm
Tla >let<5mm
Tib >5et <10 mm
Tlc >10 et <20 mm
T2 >20 et <50 mm
T3 >50
T4 Extension a la paroi thoracique ou peau, peu importe la
taille
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Annexe 4 : exemple d’arbre décisionnel thérapeutique pour un cancer du sein de sous type
moléculaire Luminal [16]

Cancer du
sein

RP+ ou RE+
HER2-

MO |

ot NI}T}qJ o
i =
ethR{i ™ 37
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Annexe 5 : différentes étapes la manipulation fournie dans le manuel de la société Cepheid®

Le pathologiste sélectionne la zone de carcinome mammaire invasif sur la lame colorée en

HPS.

1 : macro disséquer dans le bloc de paraffine la zone sélectionnée par le médecin, et

effectuer une coupe au microtome a 10 um d’épaisseur afin de récupérer cette zone.

2 :introduire cette coupe dans un tube de 1,5 millilitre (ml) identifié.

3 : ajouter 1,2 ml de tampon de lyse (permettant la digestion de la coupe de paraffine).

4 :y ajouter 20 microlitres (pL) de protéinase K. Cela permet de digérer les protéines

présentes dans I’échantillon et de rendre I’ARN accessible.

5 : agiter le tube pendant 5 secondes grace a un vortex.

6 : centrifuger brievement le tube afin d’homogénéiser la solution et que celle-ci soit au fond

du tube.

7 : mettre le tube dans un thermomixer chauffé a 80 degrés Celsius (°C) pendant 30 minutes

(température d’action de la protéinase K).

8 : homogénéiser la solution présente dans le tube de 1,5 mL grace a un vortex pendant 5

secondes.
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9 : centrifuger brievement.

10 : transférer la totalité de la solution présente du tube de 1,5 mL dans le tube de 5 mL

identifié.

11:

12

13

14 .

15

16:

17 :

introduire 1,2 mL d’éthanol a 99 % dans le tube de 5 mL.

: homogénéiser grace a un vortex pendant 15 secondes.

: identifier la cartouche avec le numéro du cas et du bloc

homogénéiser a nouveau pendant 15 secondes.

:ouvrir la cartouche.

transférer 520 plL de cette solution dans la cartouche.

refermer la cartouche et I'insérer dans le thermocycleur.

La cartouche contient différentes chambres réactionnelles dans lesquelles il y a la reverse

transcriptase (RT), I'enzyme qui permet de polymériser I’ADN (Taq polymerase), du chlorure

de magnésium, les amorces, des nucléotides, du tampon, des sondes quencher

fluorochrome pour les 4 cibles recherchées et le géne de ménage « CYFIP » qui permet de

contréler que I'amplification a bien eu lieu.
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Le reste de la solution est conservée au réfrigérateur a 4°C.

Ensuite, la cartouche est insérée dans un thermocycleur qui effectue 40 cycles de RT-qPCR.
La dénaturation se fait a 95°C, I’hybridation se fait a 68°C, élongation 72°C. L’analyse dans le
thermocycleur dure une heure et dix minutes. Sur cet automate, il est possible de passer 4

échantillons en méme temps, indépendamment les uns des autres.

Une fois I'analyse terminée, on remplit notre tableur avec les informations concernant la
surface du fragment qui a été macro disséquée et le pourcentage de cellules tumorales que
contenait ce fragment. Enfin, le tableur et les résultats de I'analyse sont envoyés a la société

Cepheid.

81



Annexe 6 : matériels et réactifs utiles pour effectuer I'analyse avec GeneXpert Instrument
Cette technique nécessite plusieurs équipements et consommables :

e o Microtome

e o Scalpel

e o Thermomixer

¢ o Une centrifugeuse de paillasse

e o Unvortex

e o Une pipette (1000 pL)

e o Une pipette (20 uL)

e o Alcoola99°

e o RNAse away® (solution de décontamination)

La société Cepheid® fournit :

e o Unthermocycleur

e o Unordinateur

e o Des kits contenant les cartouches (milieu réactionnel, enzymes, amorces, sonde
guencher-fluorochrome, contréle interne), les tubes de 1,5 ml et de 5 ml, le tampon
de lyse et la protéine K.
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Annexe 7 : nouvelles recommandations de I’ASCO 2018 pour I’évaluation du statut HER2 FISH

HER2/CEN17>2 HER2/CEN17 <2
Copie Her2 >
Copie Her2 >4 Copie Her2 <4 Copie Her2 >6 4et<6 Copie Her2 <4
signaux/cellule signaux/cellule signaux/cellule signaux/cellule signaux/cellule
Groupe 1 | Groupe 2 | Groupe 3 | Groupe 4 Groupe 5 négatif
positif d

Nouvelle IHC requise

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Groupe 5 négatif
| I ]

positif

Nouvelle IHC requise

I
[ I |

IHC 0/1+ IHC 2+ IHC 3+
négatif | positif
| Nouvelle FISH |
[ | | | |
Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Groupe 5
positif négatif positif négatif négatif
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Comparaison de I'évaluation des récepteurs hormonaux, du Ki67 et de Her2 par le kit
STRAT4 (RT-gPCR) et I'immunohistochimie dans le cancer du sein.

RESUME

Objet :

Le pronostic et le traitement du cancer du sein sont dépendants de |'évaluation de quatre
biomarqueurs lors du diagnostic: les récepteurs aux cestrogénes, les récepteurs a la progestérone,
Ki67 etHer2.

Le but de cette étude est de comparer les résultats obtenus par RT-gPCR aux résultats obtenus avec
la méthode classique d'immunohistochimie utilisée en routine.

Les objectifs secondaires sont d’évaluer la reproductibilité interobservateurs en lecture
d’'immunohistochimie et d’évaluer la concordance des résultats entre une biopsie et la piece
opératoire correspondante.

Méthodes :

268 cas de cancer du sein, correspondant a 212 patientes (56 biopsies et 212 piéces opératoires) ont
été inclus dans I'étude pour évaluer la concordance entre les méthodes classiques d’IHC/FISH et un
dosage quantitatif effectué en temps réel par transcription inverse (RT-gPCR), dans un systeme clos
automatisé de cartouche a usage unique, STRAT4.

Résultats :

La concordance entre les résultats obtenus par RT-qPCR et ceux obtenus par immunohistochimie est,
sur piece opératoire, de 96% pour RE, 77.5% pour RP, 68% pour Her2 et 71% pour Ki67 (passant
respectivement a 92% et 88% pour Her2 et Ki67 aprés recherche du meilleur dCt).

La concordance entre les résultats sur biopsie et ceux de la piece opératoire correspondante est de
90% pour les RE, 86.3% pour les RP, 98% pour Her2 et 75% pour Ki67.

La concordance interobservateur est de 98.9% pour RE, 91.9% pour RP, et de 99% pour Her2. Pour
I’analyse quantitative de Ki67, le r des rangs de Spearman est de 0.802(p<0.0000001).

Conclusion :

Les résultats des quatre biomarqueurs utilisés dans le cancer du sein obtenus par RT-qPCR a 'aide de
STRAT4 sont concordants avec les résultats obtenus par immunohistochimie dans notre collection
d’échantillons analysés rétrospectivement. STRAT4 peut étre un moyen de fournir rapidement des
résultats diagnostiques fiables pour les patientes atteintes d’un cancer du sein notamment dans des
pays a faibles ressources, ne disposant pas de plateau technique performant.

MOTS-CLES

Cancer du sein, récepteur aux oestrogénes, récepteur a la progestérone, Her2, Ki67,
immunohistochimie, RT-qPCR, concordance.




