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INTRODUCTION GENERALE

I- CANCER DU SEIN : Epidémiologie, Facteurs de risque, Dépistage organisé, Diagnostic histologique

1. Epidémiologie

En France métropolitaine, avec 58 459 nouveaux cas en 2018, le cancer du sein est le cancer le plus
fréquent chez la femme en termes d’incidence, nettement devant le cancer du colon-rectum et le cancer
du poumon. Lincidence du cancer du sein a augmenté de facon importante et constante depuis 1990.
Ainsi, le taux d’incidence a presque doublé entre 1990 et 2018 passant de 30 000 a 58 400 cas annuels,

soit +1,1% par an en moyenne (1).

Il représente également la premiere cause de déces par cancer chez la femme avec 14 % des déces
féminins par cancer soit 12 146 déces en 2018. Cependant, le taux de mortalité a diminué entre 2005

et 2012, évalué en moyenne a -1,5 points par an (1).

De plus, la survie nette a 5 ans standardisée sur I'age s'améliore au cours du temps. Elle est passée de
80 % pour les femmes diagnostiquées entre 1989 et 1993 a 87 % pour celles diagnostiquées entre 2005
et 2010. Cela s’explique en partie par I'amélioration des traitements et par un dépistage du cancer du
sein de plus en plus adapté au niveau du risque de chaque femme, permettant un diagnostic précoce

de cancer (1).

2. Facteurs de risque

Le cancer du sein est une maladie multifactorielle. Les facteurs de risque sont le sexe féminin, I'age, la
nulliparité, une premiéere grossesse tardive, une puberté précoce, une ménopause tardive, la prise de
traitement hormonal substitutif prolongé, les prédispositions génétiques (BRCA), un antécédent familial
de cancer du sein au premier degré et les antécédents personnels de cancers gynécologiques, un

antécédent d’irradiation thoracique, 'obésité, le tabac et I'alcool (2,3).
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3. Dépistage organisé

Le dépistage organisé du cancer du sein a été mis en place en France en 1994 puis généralisé a tout le
territoire francais depuis le début de 'année 2004. Il concerne les patientes a risque moyen, c’est-a-dire
toutes les femmes agées de 50 a 74 ans sans symptdme apparent ni facteur de risque particulier. Il
consiste en un examen clinique des seins et une mammographie de dépistage tous les 2 ans avec une
double lecture systématique en cas de cliché normal ou bénin. Les femmes présentant des facteurs de
risque importants en sont exclues. En cas d’'image ACR4 a ACR5 (Annexe 1), des prélevements par

microbiopsies ou macrobiopsies percutanées pour analyse histologique sont réalisés (4).

4. Diagnostic histologique

A partir des biopsies ou des pieces opératoires (PO), le pathologiste détermine le type histologique de
la tumeur selon la classification OMS en vigueur ainsi que les éléments histopronostiques et
histoprédictifs de réponse aux traitements essentiels pour une prise en charge thérapeutique optimale
par le clinicien.

Les données histologiques minimales a renseigner dans un compte-rendu d’anatomopathologie pour
une tumeur primitive du sein sont le type histologique, le grade histopronostique de Scarff Bloom
Richardson modifié par Elston et Ellis (Annexe 2) permettant de grader les tumeurs (I a Ill) selon trois
items : architecture tumorale, atypies cyto-nucléaires et nombre de mitoses évalué sur 10 champs au
fort grossissement (CFG). Il faut également préciser la taille tumorale, la présence et le type de métastase
ganglionnaire axillaire permettant de déterminer le stade pTNM (Annexe 3), I'extension tumorale, la
présence d’emboles vasculaires, le pourcentage de carcinome in situ (CIS), le statut des récepteurs
hormonaux (récepteur a l'cestrogene alpha et a la progestérone), I'index de prolifération Ki67 et le statut
HER2 (Annexe 4 et 5). Pour les tumeurs ayant recu un traitement néoadjuvant, il faut apprécier la

réponse histologique apres traitement néoadjuvant (grade RCB) (5-7).
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II- CLASSIFICATION MOLECULAIRE DES CANCERS DU SEIN

Le cancer du sein est une maladie hétérogene composée de plusieurs sous-types moléculaires ayant
des caractéristiques cliniques et histologiques différentes ainsi que des évolutions différentes. Les
facteurs histopronostiques et histoprédictifs classiques sont pris a défaut dans un certain nombre de
cas, notamment chez les patientes a haut risque qui présentent une longue survie sans récidive ou a
I'inverse chez des patientes initialement classées en bas risque qui rechutent rapidement. Donc a elles
seules, les caractéristiques histologiques ne peuvent pas mettre en évidence de maniere adéquate
I"hétérogénéité moléculaire et la complexité du cancer du sein. C'est dans ce contexte que se sont
développées, dans les années 2000, les signatures moléculaires de caractérisation moléculaire des
tumeurs. Les premiers travaux ont été menés par Perou et Sorlie en 2000 avec la publication des
portraits moléculaires des tumeurs du sein qui a révolutionné I'approche de la pathologie mammaire
en proposant une approche completement nouvelle, classant les tumeurs en fonction de patterns
d’expression des genes grace a la technique cDNA array (8). Puis en 2001, Perou et Sorlie ont publié la
premiere classification transcriptomique des cancers du sein reposant sur I'analyse simultanée du
niveau d’expression des ARN messagers de milliers de génes dans une méme tumeur et le

regroupement des différentes tumeurs mammaires en fonction de leurs profils d’expression génique

(9).

Cette classification comprenait initialement 5 grands groupes de tumeurs mammaires avec des

pronostics différents :

- Tumeurs de phénotype luminal : tumeurs sur-exprimant le gene ESR1 codant pour le récepteur a
I'cestrogene alpha (REa) et des genes dont le niveau de transcription est dépendant d’ESR1 (genes de
la cytokératine 8, GATA3, FOXA1, XBP1 et MYB)) (10).

Les tumeurs luminales sont divisées en 2 groupes avec d’une part, les tumeurs sous-exprimant les génes
liés a la prolifération cellulaire classées en « luminal A » et d’autre part les tumeurs sur-exprimant les

genes liés a la prolifération cellulaire dites « luminal B ».

- Tumeur de phénotype HER2 enrichi: tumeurs associées a une amplification du gene ERBB2
responsable d’une surexpression d’HER2 en immunohistochimie. Ces tumeurs n‘expriment pas le gene

ESRI.

- Tumeur de phénotype basal-like : tumeurs sous-exprimant le gene ESR1 et les génes dépendant d’ESR1

ainsi que le gene ERBB2. Elles sur-expriment les genes basaux codant pour les cytokératines (CK) de haut

poids moléculaire (CK5, CK14, CK17).
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- Tumeur de phénotype Normal Brest like : tumeurs au profil d’expression ressemblant a celui des
cellules épithéliales mammaires normales. Ce groupe a été créé de maniere artéfactuelle et a donc été
exclu secondairement. En effet, il serait lié a un artéfact de dilution de I’ARN tumoral dans 'ARN de tissu
mammaire normal, particulierement dans les tumeurs hypo-cellulaires et donc pauvres en cellule
tumorales. Pour ces derniéres, l'analyse moléculaire a fait ressortir I'expression des génes des
constituants normaux du sein. Ce dernier est de ce fait le plus souvent remplacé par la catégorie

« inclassée ».

Cette classification intrinseque, dans sa version initiale, a marqué un tournant dans I'approche de la
carcinogenese mammaire mais elle n‘est pas applicable tel quel en routine a toutes les tumeurs
mammaires car pour la réaliser il faut du matériel tumoral congelé. Une classification intrinseque
simplifiée a été élaborée en 2009, dénommée PAMS0, non plus basée sur I'expression de 1900 genes
comme précédemment mais sur seulement 50 genes (11). Le niveau d’expression des génes est analysé
par RT-PCR quantitative (réaction en chaine de la polymérase de transcription inverse) a partir d’ARN
extrait de tumeurs fixées en formol et incluses en paraffine. Elle est devenue la technique de référence
pour le classement intrinseque des tumeurs du sein méme si, gagnant en simplicité d’utilisation, cette

technique a perdu en précision de classement.

Les experts de la conférence de consensus de St Gallen en 2013 ont transposé cette classification
intrinséque en classification immunohistochimique avec I'individualisation de deux types de tumeurs
luminales B en fonction du statut HER2. En effet, 50% des tumeurs HER2+ sont REa - et sont classées
dans les tumeurs HER2 enrichies et 50% sont REa + et sont classées dans les tumeurs luminales B.
Actuellement, 5 principaux sous-types histologiques sont reconnus : luminal A, luminal B-HER2 négatif,

luminal B-HER2 positif, HER2 positif non luminal et triple négatif (Tableau 1) (12).

La classe moléculaire d’'un cancer du sein est donc actuellement appréciée en routine par I'évaluation

immunohistochimique systématique de l'expression de REa, RP, HER2 et Ki67. Cette classification

conditionne la prise en charge thérapeutique (Figure 1) (12,13).
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Tableau 1. Classification immunohistochimique des cancers du sein

Groupe Type histologique

Profil immunohistochimique

Luminal A (56%)* | Carcinome infiltrant de grade |

ou ll

RE>10% et RP>10%
HER2 score 0, 1+, 2+ non amplifié

Ki67<14% ou 14%=<Ki67<20% et RP>20%

Luminal B (29%)* | Carcinome infiltrant de grade |l

HER2- (23%)* oulll

HER2+ (6%)*

RE> 10%

HER2-:

HER2 score 0, 1+, 2+ non amplifié
Ki>20% ou 14%<Ki67<20% et RP<20%
HER2+:

HER2 score 3+ ou 2+ amplifié

Quel que soit la valeur du Ki67 et de RP

Her2 enrichi (6%)* | Carcinome infiltrant de grade I

ou Il

RE<10%
RP<10%

Her2 3+ ou 2+ amplifié

Triple négatif | Carcinome infiltrant de grade Il
(10%)*
RA- (9%)

RA+ (1%)

RE<10%

RP<10%

HER2- : HER2 score O, 1+, 2+ non amplifié

Sous type basal-like : RA<10% et CK5/6 + et/ou CK14+

Sous type moléculaire apocrine : RA>10%

* Données Institut Bergonié
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Figure 1. Classification immunophénotypique des cancers du sein et traitements systémiques. Dr

MacGrogan (14) d’aprés Goldhirsch et al. (13).
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I1l- CARCINOMES MAMMAIRES DE PHENOTYPE LUMINAL

1. Définition des carcinomes du sein de phénotype luminal

Les cancers du sein de phénotype luminal représentent environ 80% des carcinomes mammaires dont
plus de 50 % sont de type luminal A.

lIs sont définis par une surexpression du gene ESRI1 se traduisant en immunohistochimie par une
positivité du REa. La définition d’'une tumeur du sein RE positive est variable selon les pays. En France et
dans de nombreux pays européens, la recommandation du GEFPICS est de considérer une tumeur RE
positive a partir de 10% de cellules carcinomateuses infiltrantes positives (15). Les recommandations

américaines (ASCO et CAP) retiennent le seuil de 1% (négativité <1%)(16).

2. Phénotype luminal A et luminal B

Une classification des tumeurs luminales du sein a été définie par les experts de la conférence de
consensus de Saint Gallen en 2013 (12) puis précisée par Maisonneuve et al en 2014 (12,17). Elle
distingue deux groupes avec d’une part les tumeurs de phénotype luminal A et d’autre part les tumeurs

de phénotype luminal B (Tableau 1).

a) Tumeurs de phénotype luminal A

Histologiquement, il s’agit de carcinomes infiltrants de grade | ou Il.

En immunohistochimie, le sous-groupe luminal A est défini par RE210% et RP >10%, HER2 score 0, 1+,
2+ non amplifié et Ki67<14% ou 14%<Ki67<20% et RP>20%.

Sur le plan génétique, ces tumeurs présentent un profil génomique peu remanié en analyse par CGH-
Array avec des profils de type « simplex » correspondant de maniere caractéristique a une délétion du
bras long du chromosome 16 (16q) associé a une duplication du bras long du chromosome 1 (1q) .

Sur le plan transcriptomique, ces tumeurs expriment fortement le gene ESR1 associé a une expression
élevée des genes régulés par le gene ESR1 (GATA3, FOXA1) et a une faible expression des genes liés a la
prolifération cellulaire (20).

Sur le plan mutationnel, le taux de mutation est plus faible que dans le groupe luminal B. Les génes les
plus fréquemment mutés sont PIK3CA (45%), GATA3 (14%), MAP3K1 (13%), TP53 (12%), CDH1 (9%),
MLL3 (8%) et MAP2K4 (7%)(21).
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b) Tumeurs de phénotype luminal B

Histologiquement, il s’agit de carcinomes infiltrants de grade Il ou lll.

En immunohistochimie, deux types de tumeurs luminales B ont été individualisés en fonction du statut
HER2.

Les tumeurs luminales B HER2- sont définies par RE210%, HER2 score O, 1+, 2+ non amplifié et un Ki=20%
quel que soit le statut de RP ou 14%<Ki67<20% et RP<20%.

Les tumeurs luminales B HER2+ sont définies par RE210%, Her2 score 3+ ou 2+ amplifié quel que soit la
valeur du Ki67 et des RP.

En France, la détermination du statut HER2 est établie selon les recommandations de I'ASCO/CAP (5).
Les deux méthodes utilisées sont I'immunohistochimie et la FISH (Annexe 5 et 6).

Sur le plan génétique, ce sous-groupe présente un profil génomique en analyse par CGH-Array dit
« amplificateur » en raison de nombreuses amplifications de partie du génome (18-20) avec un profil
plus remanié que les tumeurs luminales A.

Sur le plan transcriptomique, ces tumeurs expriment plus faiblement le gene ESR1 ainsi que les genes
régulés par le géne ESRI (GATA3, FOXA1). Ces tumeurs se différencient surtout des tumeurs de
phénotype luminal A par une expression plus élevée des genes liés a la prolifération cellulaire (20).

Sur le plan mutationnel, les genes mutés sont sensiblement les mémes que dans les tumeurs luminales
A mais a des fréquences différentes. En effet, PIK3CA et TP53 sont tous les deux mutés dans 29% de cas,

GATA3 dans 15% des cas, MLL3 dans 6%, CDH1 et MAP3K1 dans 5% des cas (21).

3. Prise en charge par chimiothérapie néoadjuvante des tumeurs luminales HER2- a un stade

précoce

Le cancer du sein précoce, défini par l'absence de métastases a distance, est une maladie
potentiellement curable. Véritable spectre Iésionnel, les cancers luminaux sont au coeur des enjeux de
la désescalade thérapeutique entamée ces dernieres années. Le traitement a considérablement
progressé avec une réduction de I'intensité de la thérapie, tant pour la thérapie locorégionale que pour
la thérapie systémique. Eviter les sur-traitements mais aussi les sous-traitements est devenu un objectif

majeur.

En 2017, Harbeck et Gnant ont publié des recommandations sur la prise en charge du cancer du sein a
un stade précoce en s‘appuyant sur la conférence de consensus de saint Gallen menée par un groupe
d’experts en 2013 (12,22). En 2019, le GEFPICS a également proposé des recommandations pour la prise

en charge des prélevements mammaires et ganglionnaires avant et aprées traitement néoadjuvant (23).
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Les traitements utilisés pour traiter les cancers du sein luminaux HER2- sont la chirurgie, la
radiothérapie, I'hormonothérapie, la chimiothérapie et les thérapies ciblées. Les carcinomes infiltrants
(Cl) de type canalaire et de type lobulaire sont traités de la méme facon. Au stade précoce, en dehors
de la chirurgie et de la radiothérapie, la prise en charge thérapeutique est basée sur le sous-type

moléculaire défini a partir des biomarqueurs REa, RP, Ki67 et HER2.

Une biopsie pré-thérapeutique percutanée radioguidée de la tumeur primitive, avec si possible la pose
d’un clip au sein de la tumeur, est indispensable avant tout traitement néoadjuvant. En cas de réponse
clinique complete (ycT0), le clip permet au radiologue de positionner le harpon qui servira de guide au
chirurgien lors de la tumorectomie. En 'absence de clip et en cas de réponse clinique compléte, il
devient alors tres difficile pour le chirurgien d’enlever le site de la tumeur initiale. Ce prélevement
biopsique est précieux, car en cas de réponse histologique compléte (pCR), ce matériel sera le seul

disponible.

a) Chimiothérapie néoadjuvante

La chimiothérapie néoadjuvante (CNA) dans le cancer du sein est une stratégie thérapeutique introduite
vers la fin du XXe siecle dans le but de réduire la taille des tumeurs. Elle repose sur quatre principes. Elle
devrait rendre opérable une tumeur initialement inopérable, permettre une chirurgie conservatrice
pour les indications de mastectomie d’emblée. Elle devrait permettre une amélioration de la survie
globale des patients atteints de cancer localement avancés qui ont un risque élevé de développer des
métastases a distance. De plus, la CNA donne la possibilité de mesurer I'efficacité du traitement en
mesurant cliniquement et par imagerie la régression tumorale. Cependant, des études ont démontré
qgue les bénéfices en termes de survie sans maladie et la survie globale ne sont pas prouvés (24).
Certaines études ont également mis en évidence une augmentation du risque de récidive locale par
rapport aux patientes ayant eu une chirurgie conservatrice d’'emblée (25). Concernant les tumeurs
luminales HER2 négatives, la CNA est donc indiquée actuellement pour les tumeurs de grande taille
clinique (=30 mm), des tumeurs dont la taille par rapport a la taille du sein ne permettrait pas un
traitement conservateur d’emblée, des tumeurs localement avancées et les cancers inflammatoires

(26,27).

La CNA est administrée avant la chirurgie, sur preuve histologique apres détermination des facteurs
histopronostiques (grade, RH, Ki67 et HER2). La décision d'administration de CNA est prise a la fois selon
le choix de la patiente et les caractéristiques histologiques de la tumeur. La chimiosensibilité des cancers
du sein luminaux HER2- dépend du niveau de prolifération cellulaire. En effet, alors que les tumeurs RE-
/HER2- et HER2+ ont pour la plupart des scores de prolifération élevés, les tumeurs RE+/HER2- ont un

spectre lésionnel allant d’une tumeur faiblement proliférante a une tumeur fortement proliférante, la
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grande majorité de la population étant classée en zone intermédiaire (28). La discussion de
chimiothérapie se fait pour les cas de prolifération intermédiaire avec un Ki67 entre 10 et 30% rendant
difficile la prise en charge (28).

La réponse histologique au traitement néoadjuvant permet une évaluation de |'efficacité thérapeutique.

Contrairement a la maladie triple négative et a la maladie HER2 positive, la majorité des tumeurs
luminales présentent une faible chimiosensibilité et sont moins souvent en pCR apres CNA. Les tumeurs
luminales HER2- les plus proliférantes répondent bien a la CNA et sont donc associées a une plus grande
proportion de pCR aprés CNA (29). La réponse a la chimiothérapie s'est avérée étre un prédicteur
important de l'issue de la maladie HER2-positive et du cancer du sein triple négatif, les patientes
obtenant une pCR montrant une amélioration de la survie par rapport a celles qui obtiennent moins
gu'une pCR. Dans le cancer du sein luminal HER2-, la pCR n'est pas pronostique dans les tumeurs de

grade I/l alors qu'elle est associée a un meilleur pronostic dans les tumeurs de grade IlI (30).

Le schéma thérapeutique standard actuel est une chimiothérapie combinée a base d’anthracycline et
de taxanes avec un nombre de cycles variables, administrés le plus souvent selon un protocole

séquentiel pour des raisons de toxicité.

Les antracyclines (doxurubicine et épirubicine) appartiennent a la famille des inhibiteurs de la topo-
isomérase Il. Leur principal mécanisme d’action est d’inhiber 'action de cette enzyme responsable de la
cassure bicaténaire de 'ADN nécessaire a la transcription, en s’intercalant entre les paires de bases
azotées de I'ADN afin d’induire la mort cellulaire. Leffet indésirable majeur de ce traitement est
I'insuffisance cardiaque chronique. Le régime FEC correspond a |'association de 3 agents cytotoxiques
dont une antracycline : 5-fluorouracile (5-FU), épirubicine et cyclophosphamide. Depuis avril 2019, avant
la prescription de 5-FU, I'HAS recommande la recherche d’un déficit de I'enzyme dihydropyrimidine
déshydrogénase (DPD) présent chez 3 a 8% de la population. La DPD est une enzyme capable de
dégrader le médicament, son déficit entraine de graves effets indésirables. La recherche d’un déficit en
DPD avant 'administration d’une chimiothérapie a base de 5-FU permet de réduire considérablement le

risque de survenue d’effets indésirables liés a ce déficit (31).

Les taxanes regroupent deux molécules, le paclitaxel (Taxol) et le docetaxel (Taxotere). lls appartiennent
a la famille des poisons du fuseau. Leur principal mécanisme d’action est I'inhibition de la fonction des
microtubules qui sont essentiels a la division cellulaire bloquant ainsi la division normale des cellules et

entrainant la mort cellulaire.
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b) Chirurgie

= Tumeur

Il existe deux types de chirurgie dans le cancer du sein : la chirurgie conservatrice et la chirurgie non

conservatrice. Le choix entre les deux options dépend de la tumeur et de la patiente.

La chirurgie mammaire conservatrice correspond a une mastectomie partielle (tumorectomie ou
guadrantectomie) emportant la tumeur en totalité avec des berges macroscopiquement saines, le cas
échéant des recoupes tissulaires sont réalisées. Lexérese est effectuée sur toute I'épaisseur du tissu
mammaire jusqu’au plan musculaire. L'objectif de la mastectomie partielle est une berge non envahie
pour le Cl et une berge >2 mm est recommandée pour le CIS sans composante infiltrante. Les décisions
de reprise chirurgicale sont discutées en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP). La plaque
aréolo-mamelonnaire (PAM) peut étre préservée sous réserve que I'exérese puisse étre in sano. La mise
en place de clips sur le site tumoral est recommandée, en particulier pour la radiothérapie et pour le
repérage par le chirurgien en cas de réponse histologique compléte. Une chirurgie conservatrice est
réalisée quand l'exérése complete est possible avec un résultat esthétique satisfaisant et des marges

histologiques saines et suffisantes (32).

La chirurgie mammaire non conservatrice correspond a une mammectomie totale emportant la PAM.
Elle est réalisée en cas de lésions plurifocales, de rapport volume tumoral/volume mammaire
défavorable, de néoplasie inflammatoire, de prédisposition génétique connu, de récidive d’un cancer

du sein déja traité par un traitement conservateur ou selon le désir de la patiente.

=  Ganglion sentinelle

Les ganglions sentinelles (GS) du creux axillaire représente le premier relais ganglionnaire de drainage
lymphatique du sein. En cas de Cl, la chirurgie mammaire s'accompagne d’un geste chirurgical axillaire
homolatéral. La technique du GS consiste a repérer le ou les premiers ganglions recevant le drainage

lymphatique axillaire du sein et a en faire I'exérese.

La procédure du GS constitue aujourd'hui la technique de référence pour I'exploration axillaire dans les
Cl du sein, histologiqguement prouvés, unifocaux ou plurifocaux T1/T2-NO sans atteinte ganglionnaire
clinique et échographique (32—-35) dans le but d’éviter un curage axillaire en cas de GS négatifs et donc
les effets secondaires qui en découlent.

En situation néoadjuvante, une procédure du GS peut étre réalisée en pré ou post-CNA chez les patients

cNO ou cN1 apres une exploration négative de l'aisselle (échographie axillaire et biopsie ganglionnaire
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négative). En cas de ganglion métastatique prouvé par biopsies ganglionnaires, un curage axillaire post-

CNA est indiqué (36,37).

L'analyse histologique du GS peut se faire par examen extemporané ; si le GS est positif, un curage

axillaire est réalisé dans le méme temps opératoire.

= Curage axillaire

Un curage axillaire réalisé d’emblée est indiqué en cas d’échec de détection du ganglion sentinelle ou

dans les situations suivantes : atteinte ganglionnaire prouvée sur biopsie ganglionnaire, stades T3/T4 et

antécédent de procédure du ganglion sentinelle homolatérale.

c) Hormonothérapie adjuvante

L'hormonothérapie est une thérapie ciblée indiquée uniquement dans les tumeurs luminales, c’est-a-
dire quand les récepteurs hormonaux (RE, RP) sont exprimés. Il est recommandé de déterminer le statut
des RP méme si leur role n’est pas clairement établi dans la prise en charge des cancers du sein (38).

La présence de RH dans les tumeurs est corrélée a I'efficacité de la thérapie endocrinienne adjuvante
avec une réduction significative de la récurrence et de la mortalité dans le cancer du sein précoce. La
sensibilité endocrinienne est directement corrélée au degré de positivité des récepteurs hormonaux
(39).

L'hormonothérapie dans les cancers du sein de type luminal diminue la morbidité et la mortalité liée au

cancer du sein (40-42).

Seulement 1,4% des tumeurs ont une expression des RE entre 1 et 10 % (1,4%). Ces tumeurs ont un
profil transcriptomique proche du profil RE- et ont une faible hormonosensibilité (43). Les américains
reconnaissent que la décision de faire une hormonothérapie doit prendre en compte le rapport

bénéfices/risques pour les patientes dont les tumeurs présentent ce faible niveau d’expression de RE.

Les tumeurs RE-/RP+ sont trés rares, ces résultats sont le plus souvent dus a des problémes techniques.
Elles sont le plus souvent de grade Il (44). L'indication d’"hormonothérapie pour ces tumeurs doit étre

discutée en RCP. Cependant, il semblerait que les tumeurs RE-/RP+ soient hormonosensibles (40).

L'hormonothérapie est prescrite indépendamment du statut HER2 et débutée en général apres la fin de
la radiothérapie.
Le choix de I’hormonothérapie est orienté selon le statut ménopausique de la patiente car les sites de

synthese de 'cestrogéne circulant varient en fonction de ce statut.
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Avant la ménopause, l'cestrogene circulant est principalement fabriqué dans les ovaires en réponse aux
hormones hypophysaires FSH et LH.
Aprés la ménopause, les précurseurs de l'cestrogene sont produits dans les glandes surrénales et

convertis en cestradiol dans les tissus périphériques apres aromatisation.

Pour les femmes non ménopausées, I"hormonothérapie standard est le Tamoxifene pour une durée
minimale de 5 ans. Le Tamoxifene est un inhibiteur compétitif des cestrogenes (SERM) qui peut avoir un
effet antogoniste dans le sein ou agoniste sur 'endometre et 'os. La méta-analyse du Early Breast Cancer
Trialists' Collaborative Group (EBCTCG)(39) a montré que 5 ans de traitement par Tamoxifene réduisent
le risque de récidive non seulement au cours des 4 premieres années mais aussi au cours des années 5
a 9. L'essai ATLAS91 a montré que la poursuite du Tamoxiféne pendant 5 ans supplémentaires, pour un
total de 10 ans de traitement, réduisait significativement le risque de récidive du cancer du sein et la

mortalité (45).

En cas de contre-indications absolues ou relatives (antécédents thrombo-emboliques ou obésité), la
suppression de la fonction ovarienne (SFO) est prescrite. La SFO peut étre médicamenteuse avec les
analogues de la LH-RH (=GnRH) ou par chirurgie (ovariectomie bilatérale) ou irradiation, les techniques
non définitives étant privilégiées. Aprés 2-3 ans de traitement par Tamoxifene, si la ménopause est
confirmée, le Tamoxiféne peut étre substitué par un inhibiteur de 'aromatase (IA) pour une durée totale

d’hormonothérapie minimale de 5 ans. Les IA sont contre-indiqués chez la femme non ménopausée (46).

Chez les femmes pré-ménopausiques atteintes d’un cancer du sein RE+, il n’existe pas de bénéfice
clinique global a I'ajout d’'une SFO au Tamoxiféne. Cependant, chez les femmes atteintes d’un cancer
du sein a haut risque ayant recues une chimiothérapie mais qui sont restées pré-ménopausées, I'ajout

d’une SFO au Tamoxifene réduit le risque de récidive du cancer du sein (46).

Pour les femmes ménopausées, le traitement de référence est un IA (stéroidien ou non stéroidien) pour
une durée minimale de 5 ans. Ils inhibent la synthese des cestrogenes par blocage de I'enzyme
aromatase. En cas de contre-indication ou d’intolérance aux IA, le Tamoxifene seul peut étre pris pendant

5 ans.

En 2019, le groupe d'experts de I’ASCO recommande que les femmes atteintes d'un cancer du sein avec

métastases ganglionnaires recoivent un traitement endocrinien adjuvant prolongé pour un total de 10

ans sur la base de recommandations relatives au risque de récidive (46).
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d) Radiothérapie adjuvante

Les recommandations de I'INCa, émises en 2012, sur lirradiation post-opératoire en cas de

chimiothérapie néoadjuvante sont les suivantes (47) :

En cas de tumeurs N- (cNO et ypNO) et T3/T4 ou T2 externe, une radiothérapie du sein en cas
de traitement conservateur ou de la paroi thoracique en cas de mastectomie et de la zone sus-
claviculaire est proposée. En cas de tumeur T1 (interne ou externe) ou T2 externe et ypTO, la
radiothérapie du ganglion ou de la paroi n‘est pas indiquée. En cas de résidu tumoral, il faut
discuter son indication en RCP.

En cas de tumeur ypN+ prouvée au diagnostic (cytologie ou histologie GS), quelle que soit la
réponse a la chimiothérapie, I'irradiation ganglionnaire (chaine mammaire interne +/- axillaire)
est recommandée quelle que soit la réponse a la chimiothérapie, mais chez des patientes sans
atteinte ganglionnaire (ypNO), il n'a pas été montré de bénéfice de l'irradiation ganglionnaire
(en plus de l'irradiation mammaire) sur la survie sans rechute, la survie spécifique et la survie

globale a 5 ans (48-50).

Le schéma thérapeutique de référence est une dose de 50 Gy délivrée en 25 fractions de 2 Gy, 5 jours

par semaine pendant 5 semaines.

Aprés CNA et traitement conservateur, une irradiation de la glande mammaire avec surimpression du lit

tumoral est indiquée.
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IV- FACTEURS HISTOPRONOSTIQUES ET HISTOPREDICTIFS DANS LE CANCER DU SEIN DE PHENOTYPE
LUMINAL HER2 NEGATIF

Le rOle des facteurs pronostiques est de fournir au clinicien des indications sur le risque de rechute locale
ou métastatique et le risque de déces encouru par les patientes présentant un Cl du sein. Ces indications

lui permettent d’adapter le traitement.
Les facteurs prédictifs apprécient la capacité des tumeurs a répondre a un traitement néoadjuvant et
I'influence d’un traitement médical adjuvant sur la survie des patientes opérées d’'emblée. Ces facteurs

permettent d'administrer une thérapeutique ciblée a la tumeur du patient.

Les principaux facteurs histologiques et biologiques sont résumés dans le tableau 2.

1. Grade d’Elston et Ellis

Tout Cl du sein doit étre gradé selon le grade histopronostique de Scarff Bloom Richardson modifié par
Elston et Ellis (Annexe 3) au moment du diagnostic que ce soit sur biopsie ou sur PO. Ce grade permet
de classer les tumeurs en trois groupes (I a Ill) selon trois items : architecture tumorale, atypies cyto-

nucléaires et nombre de mitoses évalué sur 10 CFG (51).

Pour définir la taille des noyaux des cellules tumorales, il faut se référer a la taille des noyaux des cellules
normales ou la taille d’'un lymphocyte qui mesure environ moins d’une fois et demi la taille des cellules
glandulaires normales.

Pour classer le pléomorphisme nucléaire en score 3, il est important de noter que les noyaux doivent

représenter > % de la surface tumorale.

Le compte des mitoses est un critere majeur nécessitant des prérequis indispensables pour un compte
optimal. En effet, le pré-analytique a un réle clé avec un temps d’ischémie froide minimal et une
technique optimale (temps de fixation, qualité du fixateur, coloration HES, coupe fine). Le compte des
mitoses s’effectue dans les secteurs tumoraux les plus mitotiques (hot spot), repérés au grossissement
x200, sur 10 champs consécutifs a fort grossissement (x400). Généralement, les mitoses sont plus
nombreuses au voisinage du front d’invasion. Il faut répéter ce compte plusieurs fois sur différentes
zones et garder la valeur la plus élevée. Il est important de compter uniquement les vraies figures

mitotiques selon les critéres de Van Diest et Baak pour ne pas sur-grader la tumeur. Seuls les noyaux
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avec des caractéristiques claires de métaphase, télophase et anaphase sont comptés. Les noyaux
hyperchromatiques ou les images d’apoptoses ne sont pas a prendre en compte (51,52).

Le diametre de champs au grossissement x400 étant variable d’un microscope a l'autre, le compte
mitotique doit étre adapté en fonction de ce diametre. Pour cela, Elston et Ellis ont établi un abaque qui
permet d’obtenir le score de mitose. Il est recommandé de compléter le grade SBR par I'index mitotique,
correspondant au nombre de mitose/mm?2. Dans un compte-rendu, il faudra donc préciser le compte
mitotique, le score de mitoses et I'index mitotique. Plusieurs études ont démontré que I'index mitotique
était un facteur prédictif important de réponse a la CNA situation adjuvante (53) comme en situation

néoadjuvante (54,55).

Quand il n’y a pas 10 CFG (prélevements de petites tailles, composante infiltrante de petite taille), il ne

faut pas grader ou émettre une réserve sur le grade proposé.

Le grade histologique est un facteur pronostique important et indépendant pour le risque métastatique
et la survie dans les groupes N+ et N- (56-58).
Une étude menée en 2002, a montré que le grade est un fort facteur prédictif de réponse a la CNA,

indépendamment du type de régime de chimiothérapie utilisé (59).

2. Récepteurs hormonaux : RE et RP

Le REa est un facteur de transcription nucléaire activé par la fixation de I'estradiol sur ce récepteur

entrafnant la croissance et la différenciation cellulaire (60).

Le RP est un également un facteur de transcription activé par la progestérone et dont 'activité est
régulée par la liaison de I'cestrogene sur le récepteur a I'cestrogene. Les RP indiquent donc, de maniere
indirecte, que la voie des cestrogénes est fonctionnelle. Les RP sont impliqués dans la croissance et la

différenciation cellulaire.

Tous les cancers du sein infiltrants doivent bénéficier d'une étude des RH. L'évaluation se fait par
technique immunohistochimique sur biopsie ou sur PO. Seul le marquage nucléaire granuleux quel que
soit son intensité est a prendre en compte. La valeur du marquage s’apprécie en évaluant le pourcentage
de cellules carcinomateuses infiltrantes positives par rapport a 'ensemble des cellules carcinomateuses
infiltrantes. Le résultat est exprimé en pourcentage en arrondissant a la dizaine et en intensité moyenne

de marquage (faible/moyenne/intense).
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Pour rappel, en France, le seuil de positivité des RE et RP est de 10%. L'ASCO/CAP et I'OMS 2012
retiennent le seuil de 1%. Cependant, la pertinence du seuil de 10% a été consolidée pour la prescription
d’une hormonothérapie (61) qui montre que seulement une minorité de tumeurs exprimant les RE avec

un % de cellules tumorales de 1 a 10% présente un profil moléculaire de type luminal.

Les RH doivent étre réévalués sur PO aprés CNA en cas de reliquat tumoral infiltrant important ou de
négativité des RH sur biopsie, car en cas de positivité la patiente est éligible a une hormonothérapie

adjuvante.

La fiabilité de la technique IHC dépend d’une technique rigoureuse et du respect de certaines regles

établies par le GEFPICS (62).

Les RH ont une valeur pronostique mais surtout une valeur prédictive de la réponse a
I'hnormonothérapie. La valeur du RP n’est pas toujours prise en compte dans les décisions
thérapeutiques. Les tumeurs doublement positives (RE+/RP+) sont plus hormonosensibles que les
tumeurs dissociées (RP+/RE- ou RE+/RP-). Les tumeurs double négative (RE-/RP-) sont non

hormonosensibles.

3. H-SCORE

Le HSCORE est un score d’évaluation semi-quantitative prenant en compte l'intensité et la distribution
de la coloration de immunomarqueurs RE et RP (63). Le HSCORE est obtenu en additionnant les

pourcentages de noyaux colorés a chaque intensité, multipliés par l'intensité pondérée de la coloration.
On distingue 4 catégories d’intensité avec 0 (aucune coloration), 1+ (faible mais détectable au-dessus

du contréle), 2+ (distinct) et 3+ (fort, avec une transmission lumineuse minimale a travers les noyaux

colorés). Le résultat s’exprime en % dont les valeurs sont comprises entre 0 et 300.

4. Index de prolifération Ki67

a) Définition

L'antigéne Ki67 est une protéine nucléaire et nucléolaire codée par le gene MKI-67 situé sur le

chromosome 17 et impliquée dans les étapes précoces de la synthese de la polymérase. Le Ki67 est un
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marqueur de prolifération exprimé dans le noyau des cellules lors des phases G1, S, G2 et M du cycle

cellulaire. La prolifération est évalué par méthode immunohistochimique avec I'anticorps anti-Ki67.

b) Evaluation immunohistochimique

La principale critique du Ki67 est son manque de reproductibilité inter-observateur di a un manque de
standardisation des techniques et des méthodes de notation, introduisant une grande variabilité dans
les résultats (64). En conséquence, ce biomarqueur n'est toujours pas completement intégré dans la
prise de décision clinique, les cliniciens préferent se tourner vers les signatures moléculaires qu’ils
considerent plus fiables. Dans ce contexte, un groupe international de chercheurs ayant une grande
expertise dans I'évaluation du Ki67 s’est réuni pour proposer des recommandations détaillées sur
I'évaluation pré-analytique et analytique, l'interprétation et la notation du Ki67 sur la base de données
actuelles dans le but d’harmoniser la méthodologie et de mettre en place une méthodologie
reproductible (65). Ce groupe a convenu que la mesure du Ki67 par I'lHC était le test actuel de choix

pour mesurer et surveiller la prolifération des tumeurs.

Les exigences pré-analytiques sont identiques a celles des autres marqueurs évalués dans le cancer du

sein (RE, RP et HER2)(66).

L'anticorps monoclonal de souris anti-Ki67 humain, le clone MIB1, est considéré comme le gold
standard. Pour valider la technique, un témoin interne doit étre positif (cellules glandulaires normales,
lymphocytes) et un témoin externe (appendice) est recommandé, surtout en I'absence de témoin
interne.

Seuls les marguages nucléaire et nucléolaire sont a considérer comme des marquages positifs quel que
soit leur intensité, c’est-a-dire allant d’un marquage punctiforme faible a nucléaire homogene. Les
noyaux négatifs ne présentent qu’une contre-coloration bleue de I’hématoxyline, sans coloration
nucléaire brune.

L’appréciation peut se faire par eyeballing (appréciation a I'ceil en balayant la lame) ou par comptage
manuel (au microscope optique, sur écran ou sur photo papier, avec ou sans compteur). L'évaluation
doit se faire sur 500 a 1000 cellules tumorales invasives. L'index Ki67 est exprimé en pourcentage de

cellules positives par rapport au nombre total de cellules invasives dans la zone évaluée.

Deux cas de figures existent selon si le marquage est homogéene ou hétérogéene.

En cas de marquage homogene, il est recommandé de compter au moins trois CFG (objectif x40) choisis
au hasard.

En cas de marquage hétérogene, deux types d’hétérogénéité prédominent. L'hétérogénéité peut se voir

avec une positivité plus importante en périphérie qu’au centre, dans ce cas, il faut analyser trois champs
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a la périphérie de la tumeur. L’hétérogénéité peut également se voir sous la forme de hot spot, c’est-a-
dire des zones au sein de la tumeur, ou le marquage est treés fort. Dans ce cas, il faut intégrer ces données
dans le score global sans se restreindre uniquement a ces hot spot. Pour cela, il faut sectoriseren 2 a 3
surfaces de niveaux d’index Ki67 différents a faible grossissement et apprécier la part occupée par
chaque surface. Puis, il faut évaluer I'index Ki67 pour chaque surface sur 1 CFG représentatif tout en
prenant en compte la densité cellulaire (une tumeur modérément cellulaire comporte environ 500 a
700 cellules tumorale). Le site de I’AFAQAP propose un outil d’aide a la lecture du Ki67 pour les cas
hétérogénes avec hot spot (67).

En 2018, ce groupe de travail a créé une application gratuite pour aider a calculer le Ki67 selon un
comptage manuel pour la méthode globale pondérée ou non pondérée et la méthode des hot spot (68).
Dans ces 3 cas, 4 champs de 100 cellules sont a analyser. Pour chaque champ, le compte des noyaux
tumoraux invasifs positifs et négatifs se fait a fort grossissement en partant du haut du champ

sélectionné puis selon un comptage comme une machine a écrire jusqu’a 100 noyaux.

Pour déterminer la méthode utilisée, la premiere étape consiste a examiner I'ensemble de la section
tumorale a faible grossissement puis d’estimer les pourcentages de la tumeur invasive qui présentent
des taux de Ki67 négatif, faible, moyen et élevé. Si la coloration est homogéne sur I'ensemble du Cl,
c'est-a-dire un taux Ki67 égal sur toute la composante de la tumeur infiltrante, il faut indiquer 100 %
dans le taux de Ki67 approprié, et 0 % pour les autres taux de Ki67. Pour chaque densité, le résultat
correspond au pourcentage de cellules infiltrantes positives dans cette catégorie divisée par le

pourcentage total de cellules invasives, le total multiplié par 100.

Pour la méthode globale non pondérée et des hot spots, le score est obtenu en comptant le nombre
total de noyaux positifs divisés par le nombre total de noyaux de tumeurs comptés (dans le champ d'un
hotspot, ou dans tous les champs pour la méthode globale).

Pour la méthode globale pondérée, le score est obtenu en pondérant le nombre de noyaux de tumeurs
dans chaque champ évalué par le pourcentage estimé de la surface totale du cancer couverte par

chaque densité de Ki67.

Le temps moyen nécessaire pour obtenir un score, une fois les champs sélectionnés, est de 3 a 4

minutes, quelle que soit la méthode utilisée.

Dans notre étude, nous avons utilisé la méthode globale pondérée car c’est la plus reproductible (69).

33



c) Seuil de I'index Ki67

Il n’existe pas de consensus sur le seuil de positivité dans la littérature aussi bien en ce qui concerne la
valeur pronostique que prédictive du Ki67 (70). En France et dans la littérature, le seuil de 20% est le
plus souvent utilisé dans les arbres décisionnels de traitement, mais la derniere conférence de
consensus de Saint Gallen utilisent le seuil de 14%, seuil corrélé avec les données de la biologie
moléculaire (13). Sans normalisation de la méthodologie, ces seuils ont une valeur limitée en dehors des

études dont ils sont issus et des centres qui les ont réalisés.

d) Valeurs pronostique et prédictive de réponse a la chimiothérapie néoadjuvante

Bien que la détection immunohistochimique de I'antigéne Ki67 soit utilisée depuis de nombreuses
années pour évaluer la prolifération du cancer, ce marqueur n'est toujours pas recommandé pour la
prise de décision thérapeutique d’une CNA (71). En effet, il existe une théorie générale selon laquelle
les biomarqueurs de prolifération peuvent prédire la réponse au traitement systémique, les tumeurs
trés prolifératives répondant davantage a la chimiothérapie (72). Cependant, a I'heure actuelle, il
n'existe pas de preuves solides que I'index Ki67 puisse servir d’outil pour identifier les patients qui

bénéficieront d’une chimiothérapie (73).

La prolifération a un réle pronostique majeur dans les tumeurs luminales HER2- (28) qui ont un faible
risque de métastase avant 5 ans comparé aux tumeurs HER2+ et aux tumeurs triples négatives. Apres 5
ans, la courbe s’inverse avec un risque métastatique plus élevé pour les tumeurs de phénotype luminal.

De plus, les tumeurs luminales B ont un pronostic plus défavorable que les tumeurs luminales A.

L'index Ki67 est facteur pronostic indépendant mais de moindre importance que le grade SBRm et le
compte des mitoses (70). Malgré la corrélation robuste entre Ki67 et la survie globale avec une
signification statistique, les chercheurs n'ont pas recommandé d'ajouter Ki67 aux indices pronostiques

couramment utilisés (74).

La valeur pronostique de I'index Ki67 est démontrée sur les biopsies avant CNA et sur les reliquats
tumoraux retrouvés apres CNA, en I'absence de pCR. Cependant, le Ki67 sur PO apres CNA a un impact
pronostique plus fort que sur biopsie (75). Un index de prolifération élevé apres CNA est associé a une

survie prolongée en cas d’index bas (76).
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5. Equation 3 de Magee

Léquation originale de Magee a été développée comme modele immunohistochimique pour prédire le
score de récurrence (RS) du test Oncotype Dx® (77,78). Le test Oncotype DX® est un test commercial
qui analyse 'expression d’un panel de 21 genes, dont RE, RP et HER2, a partir d’'un échantillon tumoral
FFPE par RT-PCR. Selon le niveau d’expression de chaque gene, un RS allant de 0 a 100 est calculé. Ce
test est une signature moléculaire pronostique (72) et prédictive de réponse a la chimiothérapie en
situation adjuvante (79-81) et néoadjuvante (82,83), les patientes présentant un RS élevé sont plus

susceptibles de bénéficier d'une chimiothérapie.

Le score de récurrence peut étre estimé en incorporant des variables histologiques et
immunohistochimiques standards dans des équations donnant ainsi I'équation originale de Magee. En
s'appuyant sur I'équation originale, Klein et al. ont publié trois équations de Magee supplémentaires (1,
2 et 3) qui sont des modeéles multivariés utilisant différentes combinaisons de variables

clinicopathologiques standards (taille de la tumeur, score de Nottingham, Ki-67, RE, RP et HER2)(78).

Dans notre étude, nous avons utilisé I'équation 3 de Magee, car elle ne requiert que des résultats semi-
guantitatifs, immunohistochimiques (RE, RP, Ki67 et HER2) et de FISH (HER2), systématiquement

déterminés par le pathologiste au diagnostic initial.

L'équation 3 de Magee est la suivante : 24,30812 + H-SCORE RE x (-0,02177) + H-score RP x (-0,02884)
+ (0 pour HER2 négatif, 1,46495 pour HER2 équivoque ou 12,75525 pour HER2 positif) + Ki-67 x 0,18649.
Le Ki67 est exprimé en pourcentage selon la méthode précisée dans le paragraphe Ki67.
Les scores de I'équation 3 de Magee sont divisés en 3 catégories de risque, de maniére similaire a
I'Oncotype Dx®, a savoir, 0 a <18 (faible), 18 a <31 (intermédiaire), et 31 ou plus (élevé).
Il a été démontré que cette équation peut étre utilisée comme une alternative rentable pour prédire le

RS a partir de biopsies avant CNA dans les cancers du sein luminaux HER2- (84).

Par ailleurs, I'équation 3 de Magee a une valeur prédictive de réponse a la CNA dans les tumeurs
luminales HER2- (85,86). Un score élevé est associé a une forte chance de pCR. Ces résultats montrent
I'utilité de cette équation pour déterminer les groupes de patients qui tireront un bénéfice de la CNA,
permettant d’éviter d’administrer une CNA pour rien avec les effets indésirables en conséquence.

La valeur pronostique de cette équation n‘a cependant pas été clairement démontrée (87).
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6. Score [HC4

Cuzick et al. ont développé le score IHC4, score pronostique, basé sur quatre marqueurs
immunohistochimiques largement mesurés en pratique : RE, RP, HER2 et Ki-67 (88).

La formule initialement publiée était la suivante : 94.7 x [(—0.100RE1o — 0.079 * RP1 + 0.586HER2neuro/1
+ 0.240In (1 + 10xKi-67%pos)]. Le résultat du score Ki67 avait été initialement obtenu a partir d’une
analyse automatisée d’images numériques, les auteurs ont par la suite adapté I'algorithme a une analyse
visuelle du Ki67 : 94.7 x [(—0.100RE 10 — 0.079 * RP1g + 0.586HER2euro/1 + 0.240In (1 + 4 x Ki-67%p0s)].

La variable RE;o est obtenue en divisant le H-score de RE par 30 pour obtenir une variable entre 0 et 10.
La variable RP1g est obtenue en divisant le pourcentage de cellules positives aux RP par 10 pour obtenir
une variable entre 0 et 10. La valeur d’"HER2 est de 0 ou 1 avec un score de O pour les tumeurs O, 1+ ou
2+ non amplifiées et un score de 1 pour les tumeurs 2+ amplifiée ou 3+. Le Ki67 est évalué en

pourcentage de cellules positives selon la méthode précisée dans le paragraphe Ki67.

Le score IHC4 est un outil permettant de calculer le risque de récidive a distance. Cet algorithme a été
développé et validé dans les cancers du sein luminaux (88,89).
Certaines études suggerent que c’est également est un facteur prédictif de réponse a la CNA dans les

cancers du sein de type luminal (90,91).

7. Lymphocytes du stroma infiltrant la tumeur : sTILs

Les TILs correspondent a l'infiltration de la tumeur par des lymphocytes matures, des lymphocytes
activés, des cellules lympho-plasmocytoides et des plasmocytes. On distingue les TILs stromaux (sTILs)
situés dans le stroma, entre les amas tumoraux, et les TILs intra-tumoraux. Pour linstant, il est

recommandé de ne déterminer que les sTILs (92)

En 2014, Salgado et al. ont émis des recommandations sur I'évaluation des sTILs dans les cancers du sein
(92). Les sTILs s"évaluent sur coupe HES fine au sein du stroma intra-tumoral sans prendre en compte la
périphérie de la tumeur, les lésions de CIS, les lobules normaux ni les zones de nécrose souvent riches
en éléments inflammatoires. Les cellules stromales mésenchymateuses, les macrophages, les
polynucléaires neutrophiles, les mastocytes et les cellules tumorales altérées ne doivent pas étre pris en
compte.

La valeur des sTILS est obtenue en évaluant le pourcentage de la surface stromale occupée par les TlLs,
c’est-a-dire la surface occupée par les sTILs sur la surface totale stromale. Le pathologiste doit réaliser

une évaluation compléte des sTILs moyens dans la zone tumorale sans se focaliser sur les zones de hot
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spot. Le résultat est une variable continue entre 0 et 100 %. Il est préférable de compter par incrément

de 10%.

Dans tous les sous-types de cancer du sein, des sTILS élevés, déterminés sur la biopsie pré-thérapeutique,
sont un facteur prédictif de bonne réponse a la CNA. Cependant, en ce qui concerne les critéres de
survie, il existe des différences majeures entre les sous-types. Pour les cancers du sein triple négatif et
HER2+, les sTILs élevés sont un facteur de bon pronostique (93-95) avec une amélioration de la survie
globale et de la survie sans maladie. Pour les tumeurs luminales HER2-, les sTILs élevés sont un facteur
pronostique défavorable pour la survie globale avec un meilleur pronostic quand les sTlLs sont faibles

(93).

8. Evaluation histologique de la réponse a la chimiothérapie néoadjuvante avec le RCB

La réponse a la CNA est évaluée cliniguement, radiologiquement et histologiquement sur la PO mais

I'examen histologique reste le gold standard pour évaluer la réponse thérapeutique.

Histologiquement, I"évaluation de la maladie résiduelle aprés CNA sur la tumeur et les ganglions peut se
faire selon différentes classifications histologiques reconnues comme le RCB (7) ou les classifications de

Chevallier et de Sataloff.

Le calcul du RCB se fait a partir de 6 variables, obtenues a partir d'un examen pathologique et entrées
dans un algorithme disponible gratuitement sur Internet (96). Les 6 variables correspondent aux deux
plus grands dimensions de la tumeur évaluées microscopiquement en mesurant I'ensemble des foyers
résiduels, la cellularité tumorale comprenant le pourcentage moyen de cellules carcinomateuses in situ
et invasives par rapport a la surface tumorale, le pourcentage de CIS par rapport a la surface de cellules
carcinomateuses totales, le nombre de ganglions positifs en comptant les cellules tumorales isolées
(CTI) et le diametre de la plus grande métastase. Chaque variable est précisée par Symmans et al.
(96,97). En 2015, en raison d’un manque d’uniformité dans la définition de la réponse pathologique
complete, un groupe de travail international mené par Provenzano et al. a émis des recommandations
pratiques pour évaluer la maladie résiduelle (7). Ce groupe a admis que la présence d’emboles en
I'absence de carcinome invasif ne correspond pas a une pCR. Ce groupe a proposé d’utiliser le score

RCB comme évaluation standardisée internationale de la réponse histologique compléte.
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Une fois les critéres remplis, on obtient 2 résultats : le score RCB (variable continue) et la classe RCB. |l
existe 4 classes RCB avec la réponse histologique compléte noté pCR, la classe | (maladie résiduelle
minime), la classe Il (maladie résiduelle modérée) et la classe Il (maladie résiduelle extensive).

Dans la classification RCB, une pCR correspond a lI'absence de carcinome infiltrant et de métastases
ganglionnaires, le CIS est accepté (ypTONO ou ypTisNO). La présence de carcinome infiltrant, de méme
que la présence de cellules tumorales isolées (CTI) entraine un score RCB >0. Dans un étude réalisée a
partir de 12 essais internationaux en situation néoadjuvante, Cortazar n‘a pas retrouvé de différence

significative, en terme de survie, entre ypT0/is ypNO et ypTO ypNO (30).

Avant de conclure a une pCR, en raison de son impact pronostique, il faut s'assurer que la prise en charge

macroscopique ait été bien réalisée.

Les taux de pCR varient selon le type histologique et le grade. Les Cl de type non spécifique (CI-TNS) sont
plus souvent en pCR que les carcinomes lobulaires infiltrants. De plus, les Cl de grade Il sont plus souvent
en pCR que les Cl de grade | ou de grade Il (30).

Les taux de pCR varient également en fonction de la classe moléculaire avec des taux respectifs de pCR
de 50,3% pour les tumeurs RE- HER2+ traitées par Trastuzumab (anti-HER2), 33,6% pour les tumeurs
triples négatives, 16,2% pour les tumeurs RE+ HER2- de grade Ill et 7,5% pour les tumeurs RE+ HER2- de

grade | ou de grade Il (30).

Plusieurs études ont validé la valeur pronostique du systeme RCB pour prédire le risque de rechute a
distance dans les tous les sous-types de cancers du sein traité par CNA (7,30,96,98). La pCR est un
facteur de meilleur pronostic en termes de survie globale (99). Cependant, I'association de la pCR avec
une meilleure survie se voit pour les CI-TNS mais pas pour les CLI. Cette association se retrouve
également pour les Cl de Il et de grade Il mais pas pour les grades | (30). L’association de la pCR avec
une meilleure survie est également observée pour toutes les tumeurs luminales HER2- de grade Ill et

pour toutes les tumeurs de RE- quel que soit le statut HER2 (30).

9. Emboles vasculaires

Un embole vasculaire (EV) est défini par la présence d'amas carcinomateux dans des petits vaisseaux en
dehors de la masse tumorale principale, le plus souvent en périphérie d'un carcinome infiltrant (emboles
péri-tumoraux) (100). Les EV pris en considération sont situés dans les tissus mammaires normaux
adjacents au carcinome infiltrant, en théorie, a une distance correspondant a au moins 1 champ
microscopique au x400 de la bordure du carcinome infiltrant. Mais en pratique, de véritable EV peuvent

étre observés a moins de 1 CFG de la bordure de la tumeur.
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Les EV sont situés au sein de lumiéres bordées d’un endothélium, souvent a proximité d’artéres, veines
ou filets nerveux, ce qui permet de les différencier de phénomene de rétraction artéfactuelle autour
d’amas carcinomateux observés notamment dans les tissus sous-fixés.

Seules les images évidentes sont a prendre en compte.

La présence d’embole péri-tumoraux est un facteur pronostique péjoratif indépendant pour la survie

sans métastase et la survie globale, dans les tumeurs du sein N-, mais aussi dans les tumeurs du sein N+

ou c’est un facteur indépendant pour la prédiction des récidives locales (100,101).

10. Les signatures d’expression génique

Bien qu’étant en dehors du champ de notre these, il nous a semblé important de citer les signatures
d’expression génique dans l'arsenal des facteurs pronostiques des cancers du sein de phénotype luminal
HER2 négatif. Les signatures d’expression génique correspondent a des tests biologiques évaluant le
niveau d’expression des ARN messagers de certains genes a partir du tissu fixé d’'une tumeur. Ces génes

sont impliqués dans la caractérisation, la progression et l'agressivité de la maladie.

Elles peuvent étre utilisées en pratique clinique dans certains pays, quand elles sont disponibles et
remboursées, pour la prise de décision d’'une chimiothérapie adjuvante. Les patients définis a faible
risque par une signature moléculaire peuvent étre épargnés par la chimiothérapie alors que les patients
définis a haut risque devront bénéficier d’une chimiothérapie. Chaque signature comporte un ensemble
spécifique de génes. Ces signatures ont un intérét uniguement dans les tumeurs luminales HER2-. Elles
sont indiquées dans les tumeurs du sein luminales HER2- a un stade précoce sans atteinte ganglionnaire
(N-) ou avec 1 a 3 ganglions atteints (N+). Elles ont été développées dans le but d’'améliorer la capacité
a prédire le risque de récidive du cancer du sein et d’identifier les patientes susceptibles de bénéficier
d’une chimiothérapie adjuvante.

Les différentes signatures reconnues a I’heure actuelle pour prédire le risque individuel de récidive de
maladie sont Mammaprint® (102,103), Oncotype Dx® (72), Prosigna® (PAM50)(104,105), Endopredict®
(106), Breast Cancer Index® (107,108) et le Genomic Grade Index® (109). L'utilité de tests MammaPrint®
(110) et Oncotype Dx® (111) a été validée en clinique permettant de déterminer quels patients peuvent
bénéficier d’une chimiothérapie adjuvante. La signature Oncotype Dx® a également montré sa valeur

prédictive pour la réponse a la CNA (82,83).
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Tableau 2. Principaux facteurs pronostiques et prédictifs histologiques dans les cancers infiltrants du sein

Facteurs pronostiques Facteurs prédictifs
Facteurs histologiques
Envahissement des ganglions axillaires +++
Taille tumorale histologique +++
Grade histologique +++ +++
Compte des mitoses ++ +++
Type histologique ++
Emboles vasculaires péri-tumoraux ++
Nécrose tumorale extensive +
Facteurs biologiques et moléculaires
Récepteurs hormonaux ++ +++
Statut HER2 ++ +++
Kie7 +++ pas démontré
Equation 3 de Magee pas démontré ++
Score IHC4 ++ +
Signatures moléculaires +++ Oncotype Dx®
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

Dans le contexte de la chimiothérapie néoadjuvante des cancers du sein de phénotype luminal HER2
négatif, il nous a paru important de redéfinir d’'une part, les facteurs prédictifs clinico-pathologiques de
chimiosensibilité et d’autre part, les facteurs pronostiques a partir des données obtenues sur les

microbiopsies pré-thérapeutiques et sur la piece opératoire post-chimiothérapie.

Les objectifs de ce travail étaient donc :
- d’évaluer sur microbiopsie, la valeur prédictive des facteurs clinicopathologiques évalués en routine,
de I'équation 3 de Magee, du score IHC4 et des sTlLs ;

- d’évaluer sur microbiopsie et piece opératoire, la valeur pronostique de certains de ces mémes facteurs.

Notre étude porte sur une cohorte de 221 patientes présentant un carcinome mammaire de phénotype
luminal HER2-, non métastatique et traité par chimiothérapie néoadjuvante suivie d’une chirurgie a

I'Institut Bergonié (IB).

Il s’agit d’'une étude rétrospective réalisée a partir de la base de données de I'IB entre janvier 2006 et
décembre 2018. Sur les 221 biopsies examinées, 60 biopsies sont issues du laboratoire privé d’anatomie
et cytologie pathologique Unilabs a Bruges. Les autres biopsies et I'ensemble des pieces opératoires ont
été prélevées a I'Institut Bergonié. Lensemble des lames et des blocs FFPE est disponible a I'IB.

Les lames HES réalisées avant 2012 et les lames HES des biopsies issues du laboratoire privé ont été

refaites a I'IB.

Chaque biopsie et chaque piece opératoire ont été relues par un pathologiste.

Pour chaque biopsie, nous avons fait une relecture des lames HES et des lames d’immunohistochimie
(RE, RP, Ki67 et HER2) pour confirmer le phénotype luminal HER2- de la tumeur, le sous-type histologique,
le grade d’Elston et Ellis et I'index mitotique. Nous avons analysé d’autres facteurs pour répondre a

I'objectif de notre étude : sTILs, RE H-SCORE, RP H-SCORE, équation 3 de Magee et score IHC4.

Pour chaque piece opératoire post-CNA, nous avons fait une relecture des lames pour établir le grade

d’Elston et Ellis, I'index mitotique, la présence d’emboles vasculaires, I'index Ki67, les sTILs, le score RCB,

la classe RCB et le stade ypTN.
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ABSTRACT

BACKGROUND: The indications of neoadjuvant chemotherapy (NAC) for patients with estrogen receptor
(ER)-positive HER2 negative early breast cancer (BC) remain controversial. We assessed the predictive
and prognostic values of clinicopathological factors, stromal tumor infiltrating lymphocytes (sTIL),

Magee equation 3 and IHC4 score in luminal Her2-negative BC treated by NAC.

METHODS: 221 patients with ER+HER2- early BC treated with NAC followed by surgery, were included
in the study. Histological grade, sTIL, Magee equation 3, IHC4, Ki67 and Residual Cancer Burden (RCB)

were determined on pre-treatment core biopsies and/or on surgical specimens.

RESULTS: sTIL (HR = 5.030, CI95% [2.027-12.479], P = 0.0005) and grade (HR = 4.291, CI95% [1.783-
10.324], P=0.0011) were independent factors associated with RCBO/1. Independent prognostic factors
for DRFI before chemotherapy were clinical stage (HR = 3.570, CI95% [1.990-6.404], P < 0.0001) and
IHC4 (HR = 9.307, CI95% [3.251-26.640], P <0.0001) and after chemotherapy were Ki67 (HR = 5.816,
Cl95% [2.688-12.584], P < 0.0001), vascular emboli (HR = 2.484, CI95% [1.366-4.516], P = 0.0029) and

grade (HR = 5.395, CI95% [1.164-24.995], P = 0.0312).

CONCLUSIONS: These findings enhance the value of sTIL and grade as tools for aiding chemotherapy

decision-making and IHC4 and Ki-67 for assessing prognosis in HER2-negative luminal BC.
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BACKGROUND

Breast cancer (BC) is the most frequent cancer in women worldwide, both in the developed and less
developed countries, and it’s a leading cause of death from cancer. In 2011, 508 000 women died due
to BC %. BC is a heterogeneous disease with varied morphological appearances and molecular features.

Subtypes can be defined by genetic array testing 2™

or approximations of this classification using
immunohistochemistry °. Tumors expressing the estrogen receptor alpha (ER), also named luminal
tumors, represent approximately 80% of invasive BC. A classification of luminal breast tumors was
proposed by the St Gallen conference in 2013 ° and further refined by Maisonneuve et al. in 2014 °. It
distinguishes the Luminal A and the Luminal B HER2-negative intrinsic molecular subtypes. The presence
of hormone receptors in tumors is correlated with the efficacy of adjuvant endocrine therapy with a
significant reduction in recurrence and mortality in early BC 7.

A neoadjuvant systemic therapy approach is more and more often applied to the treatment of BC 111,
Neoadjuvant systemic therapies (chemotherapy and/or endocrine therapies) are indicated for HER2-
positive disease, triple-negative breast cancer (TNBC), inflammatory BC and locally advanced disease,
whatever phenotype 23, The COVID-19 pandemic has accelerated this approach with the use of
primary systemic therapy to postpone surgery after confinement **.

For luminal breast tumors, neoadjuvant hormone therapy or neoadjuvant chemotherapy (NAC) are two
different options. Unlike TNBC and HER2-positive disease, most luminal tumors display low neoadjuvant
chemosensitivity and achieve less often pathological complete response (pCR). Response to
chemotherapy has proven to be a strong predictor of outcome in HER2-positive disease and TNBC, with
patients achieving pCR demonstrating improved survival compared with those achieving less than a pCR.
However, pCR in luminal BC is not prognostic in grade I/l tumors whereas it is associated with better
prognosis in grade Il tumors *°.

Concerning proliferation, while TNBC and HER2-positive tumors have mostly high proliferation scores,
ER-positive/HER2-negative tumors display a wide range of values, encompassing the low values and the
high values typical for ER-negative/HER2-negative and HER2-positive tumors. Previous studies have

shown that luminal BC chemosensitivity depends on the level of cellular proliferation; more highly

proliferative tumors are associated with a greater proportion of pCR after NAC 2°.
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Several multi-gene signatures are available to determine response to NAC #6729 Their widespread use
in routine practice is still being debated, due to several reasons including their cost and availability. In
this context, equations incorporating standard immunohistochemical variables were developed to

provide useful prognostic and predictive information. The two main equations, IHC4 score 2 and Magee

3 22,23 C 25-27

equation were validated to be prognostic 2 and to predict the response to NA in patients
with luminal BC.

Recent studies have demonstrated the impact of the immune microenvironment on the
chemosensitivity of BC 28, A high stromal tumor infiltrating lymphocyte (sTIL) score is associated with
increased response to neoadjuvant chemotherapy in triple negative BC, Her2-positive BC and also
Luminal Her2-negative BC 2%,

Given this data we decided to assess the predictive and prognostic values of current clinicopathological

factors, Magee equation 3 and IHC4 score as well as sTIL in luminal Her2-negative BC treated by

neoadjuvant chemotherapy in an independent cohort of patients treated in a single institution.

MATERIALS AND METHODS

Study population and tumor material

Two hundred and seventy-three patients, with ER-positive and HER2-negative tumors and treated by
NAC followed by surgery for primary BC in our institute, were included in the study. The pre- and post-
treatment samples were available for review. Patients were identified retrospectively as a consecutive
cohort from a prospectively maintained hospital research database between January 2006 and
December 2018. Patients with a distant metastasis at the time of diagnosis, who did not undergo surgery
in our institute, with a HER-2 positive tumor, who had undergone anti-HER2 treatment, who were male,
who were less than 18 years, who had not given consent, were excluded from the study. Similarly,
patients whose pathological material was not available or insufficient for review where also excluded.
Finally, 221 patients were included in this study. Patients were informed of the study project and those
who consented to use their tumor material were included in this study. This study was approved by the
institutional review board of Institut Bergonié and data collection was in compliance with the Jardé law

reference methodology 004 (MR-004).
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Treatment

All 221 patients in this study underwent NAC. The majority (98.2%) received sequentially an
anthracycline-containing regimen and taxanes [(median number of cycles: 6 (4-16)]. Four patients were
treated with other protocols: two received anthracyclines only, one received anthracyclines with
alkylating agents and one received a taxane with alkylating agents. All patients received adjuvant
radiotherapy. The majority (99.1%) were treated by adjuvant endocrine therapy (median duration of

therapy: 60 months).

Pathological evaluation

Hematoxylin and eosin stained (H&E) slides, ER, PR, HER2 and Ki67 immunostains on pre-NAC biopsy
specimens of all patients were reviewed to confirm the luminal HER2-negative tumor status, tumor
subtype, Elston & Ellis (E&E) grade and mitotic index. For the purpose of this study supplementary
factors including: sTIL score, ER H-SCORE, PR H-SCORE, Magee equation 3 score and IHC4 score were
assessed. Likewise, the post-NAC surgical specimens were reviewed to assess E&E grade, mitotic index,
presence of lymphovascular invasion, and Ki67 index. Furthermore, sTIL score, residual invasive
carcinoma cellularity, ypTN stage, Residual Cancer Burden (RCB) index and RCB class were assessed on
the same specimens.

The mitotic count was defined as the number of mitotic figures in 10 consecutive high-power fields. The
mitosis score, depending on the field diameter, was obtained from an abacus provided by the Royal
College of Pathologists 1. The mitotic index was defined as the number of mitoses per 10 consecutive
high-power fields divided by the surface area of those 10 high power fields. This count was reported by
mm?,

sTIL evaluation was performed on one representative H&E section of the biopsy and surgical specimens
according to the recommendations of the international Immuno-Oncology Biomarker Working Group
32,33.

Peritumoral emboli were defined by the presence of neoplastic emboli within vascular lumina in areas

adjacent to but outside the margins of the invasive carcinoma 3.
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Immunohistochemical stainings were performed in each case on 3-p-thick serial sections from a
representative FFPE tumor block of the biopsy (ER, PR, Her2, Ki67) and surgical specimens (Ki67). The
immunohistochemical study was carried out on a Benchmark®ULTRA (ROCHE-VENTANA) automat with
the UltraView Universal DAB (760-500) or OptiView DAB IHC (760—700) detection kits according to the
protocols of the different primary antibodies used. Detailed information is provided in Supplementary
Materials (Table S1).

A negative ER and/or PR status was defined by the presence of less than 1% of positive tumor cells. HER-
2 status was determined according to the 2014 French National GEFPICS’s recommendations .

The H-SCORE was derived by summing percentages of cells stained at each intensity multiplied by the
weighted intensity *°. This score was performed for ER (ER H-SCORE) and PR (PR H-SCORE)
immunostains.

Ki67 index was determined according to the international recommendations on the assessment of Ki-
67 in BC ¥ with a free mobile application implementing this scoring protocol. This application helps
determine the number of fields to score and calculate the final Ki67 index. We used the unweighted
Ki67 to calculate the indexes 3%.

Luminal A tumors were defined as estrogen receptor (ER)-positive and HER2-negative with low Ki-67
positivity (<14%) or with intermediate Ki-67 positivity (14% to 19%) and high progesterone receptor (PR)
levels (220%). Luminal B HER2-negative tumors were defined as ER-positive and HER2-negative with
intermediate Ki-67 expression (14% to 19%) and low PR levels (<20%) or with high Ki-67 positivity

(220%)°.

Magee Equation 3

Pre-therapy ER, PR, HER2 and Ki-67 results obtained from the biopsies were used to calculate Magee
Equation 3 scores, using the equation: 24.30812 + ER H-score x (-0.02177) + PR H-score x (-0.02884) +
(0 for HER2 negative, 1.46495 for equivocal, 12.75525 for HER2 positive) + Ki-67 index x 0.18649. Due
to our population selection, HER2 was scored 0. Magee scores were divided into 3 categories similar to

Oncotype DX, ie, 0 to <18 (low), 18 to <31 (intermediate), and 31 or higher scores (high)?.
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IHC4 score

Similarly, the IHC4 score was calculated using the pre-therapy IHC markers, ER, PR, HER2 and Ki-67 and
the following equation: 94.7 x [(-0.100ER1o — 0.079 * PR1p + 0.586HER2neuro/1 + 0.240IN (1 + 4XKi-67ingex)].
ER was quantified by using the H-score. The variable ER;o was obtained by dividing the HSCORE by 30 to
obtain a variable with a range of 0 to 10. PR was scored as a percentage of cells staining positive. PR1o
was obtained by dividing this percentage by 10 to obtain a variable with a range of 0 to 10. Again, due

to our population selection, HER2 was scored 0 2.

RCB index

The extent of residual disease in the post-treatment surgical resection specimen was evaluated as
described by Symmans et al.>°. The RCB index of the tumors in our series was categorized into one of
four classes: pathological complete response (RCB-0), minimal residual disease (RCB-I), moderate
residual disease (RCB-II), or extensive residual disease (RCB-III). pCR corresponds to ypTO/Tis and ypNO

stages according to the ypTN stage of the 8th edition of the American Joint Committee on Cancer.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the 9.4 SAS software version (SAS Institute, Inc., Cary, NC).

The qualitative data were described by their numbers and percentages, the quantitative data by their
medians and their ranges [min-max]. The quantitative data were analyzed either as continuous variables
or were categorized in two groups using predefined cutoffs: 5% and 20%, for sTIL and KI67, respectively
or three groups using the tertile values as thresholds (mitotic index, Magee equation 3, IHC4). In the
absence of consensus regarding the ideal cut point for Ki67 ¥, we chose 20%, as it is the one we use in
clinical practice and it is coherent with what has been previously published>®4°.

For assessing the predictive value of the different factors, the associations between RCB index and pre
NAC clinicopathological variables, sTIL, Magee equation 3 and IHC4 score, obtained from the biopsy
specimens, were analyzed using the X2 test for qualitative data and Kruskall Wallis test for continuous

guantitative data. We defined two groups of tumor response to chemotherapy, with the responder

group corresponding to RCBO and RCB1 (RCBO/RCB1) cases and the non-responder group corresponding

54



to RCB2 and RCB3 (RCB2/RCB3) cases. We chose this dichotomy because ER+ disease has been
associated with a favorable long-term outcome even in the presence of minimal or minimal proliferative
disease following neo-adjuvant chemotherapy #*. Multivariate analysis was performed with a binary
logistic regression procedure using the descending and stepwise options.

For assessing the prognostic value of the different factors, distant recurrence-free interval (DRFI) was
evaluated. DRFI was defined as the time interval between the surgery date and the date of death from
BC or distant recurrence/metastases, whichever occurred first *2. Follow-up times were censored at last
contact if no distant relapse had occurred or if patients had died without distant relapse. The follow-up
was calculated using the inverse Kaplan-Meier method, where deaths are censored. For the prognosis
study pre NAC variables including clinicopathological variables, sTIL, Magee equation 3, and IHC4 score
obtained from the biopsy specimens were assessed as well as post NAC variables obtained from the
surgical specimens, including RCB index, E&E grade, mitotic index, Ki-67 index, sTIL and vascular emboli.
The Kaplan-Meier method was used to estimate DRFI and OS, and the results were compared between
groups with log-rank tests.

For the univariate analysis of DRFI, hazard ratios (HR) and 95% confidence interval (95%Cl) were
calculated with the Cox proportional hazard regression model, P Wald is also reported.

Only variables with P<0.05 in the univariate analysis were included in multivariate analyzes using a Cox
model with the stepwise and descending procedures to investigate their prognostic value. The
proportionality of the risks was verified by the schoenfeld test. A P-value <0.05 was considered

significant.

RESULTS

Population and tumor characteristics

Tables 1, 2 and 3 show the detailed clinico-pathological characteristics of the patient cohort.

Among the 221 patients included in this study, a total of 134 (60.6%) patients had cT2 disease. The

invasive carcinomas were of no special type in 202 cases (91.4%) and lobular in 19 cases (8.6%).
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Predictive value of pretherapeutic clinicopathological factors obtained from the biopsies for response
to NAC

Results of univariate and multivariate analyses are reported in Table 4.

Thirty-three patients (15%) achieved RCBO/RCB1, 20 were RCBO and 13 were RCB1, whereas 188 (85%)

achieved RCB2/RCB3, 113 were RCB2 and 75 were RCB3.

Prediction: univariate analysis

By univariate analysis, using categorical variables, the following factors were significantly associated
with RCBO/RCB1: sTIL, E&E grade, Ki67 index, mitotic index, Magee equation 3, tumor phenotype, tubule
formation and nuclear pleomorphism. Patients with a sTIL 25% or an E&E grade Il or Ki67>20% or a
luminal B phenotype or tubule formation score 3 or nuclear pleomorphism score 3 had a better
response to NAC. Patients with a low mitotic index (<1.5 mitoses per mm?) or Magee score <18 were
less likely to respond to NAC.

Age, pre-NAC clinical stage, histological subtype, mitotic score, ER H-SCORE, PR H-SCORE and IHC4 score
showed no significant association with response to NAC.

Using continuous variables, sTIL, Ki67 index, Magee equation 3, IHC4 score and mitotic index were

significantly associated with RCBO/RCB1.

Prediction: multivariate analysis

The multivariate analysis was adjusted to 7 factors: sTIL, E&E grade, Ki67 index, mitotic index, Magee
equation 3, tumor phenotype and IHC4 score. Tubule formation and nuclear pleomorphism were
significant by univariate analysis but were not included in the multivariate model because they are part
of the definition of the E&E grade.

In a multivariate model not including sTIL, Magee equation 3 (OR = 1.104, CI95% [1.027-1.188], P =
0.007) and E&E grade (OR = 2.960, CI95% [1.279-6.846], P = 0.011) were independent factors.

When sTIL were included in the multivariate model, Magee equation 3 didn’t remain significant whereas

sTIL and E&E grade were independent factors associated with RCBO/1.
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Patients with sTIL 5% or E&E grade Ill had a better response to NAC. RCBO/RCB1 was achieved in 15
(8.9%) of 168 patients with low sTIL (<5%) and 18 (34%) of 53 patients with high sTIL (25%).
RCBO/RCB1 was achieved in 12 (8.2%) of 147 patients with E&E grade I+l and 21 (28.8%) of 73 patients

with grade Il

Prognosis (DRFI)

Median follow-up was 6.5 years [79.8 months, 95%Cl (72.8-91.2)]. At last follow-up, 165 patients were
alive without cancer and 43 (19.5%) had died, out of which 39 breast cancer-specific deaths were
observed (all metastatic). One other death was due to uterine carcinosarcoma and three patients died
from another cause. Four patients (1.8%) suffered a contralateral BC, five patients (2.3%) had a
locoregional relapse out of which two suffered from distant metastasis. Forty-eight patients (21.7%)
developed a distant metastasis nine of whom were still alive at last follow up. The most frequent
metastatic sites were liver, bone and brain. The majority of metastatic patients had multiple metastatic
sites (37/48).

Overall 5-year and 10-year survival rates were 91.2% (95% Cl [85.9-94.5]) and 68.6% (95% Cl| [58.6-
76.6]), respectively.

The DRFI at 3, 5 and 10 years were 89.2% (95% Cl [84.1-92.8]), 82.6% (Cl 95% [76.3-87.3]) and 69.9%

(CI95% [61.3-76.9]) respectively.

Prognostic value of pre-NAC factors obtained from biopsy specimens

Results from univariate and multivariate analyses are reported in Table 5.

DRFI: univariate analysis of prognostic factors obtained from biopsy specimens

One clinical criterion and four histological criteria were correlated to DRFI: pre-therapeutic clinical stage
(cT), E&E grade, tumor phenotype, mitotic index, and tubule formation. Patients with a low cT
(TO/T1/T2), E&E grade | or II, luminal A subtype, low mitotic index (<1.5 mitoses per mm?) or score 1 or

2 for tubule formation had a better prognosis than those without these criteria.
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Concerning immunohistochemical factors, DRFI was significantly longer for patients with IHC4 score <-
9.96, Magee equation 3 <18, Ki67 <20% and PR H-SCORE >200.
Age, mitotic score, ER H-SCORE, nuclear pleomorphism and sTlLs showed no significant association with

DRFI.

DRFI: multivariate analysis of prognostic factors obtained from biopsy specimens

By multivariate analysis, including cT, IHC4 score, E&E grade, Magee equation 3, tumor phenotype, and
mitotic index, only the pretherapeutic clinical stage and IHC4 were independent prognostic factors for
DRFI. Patients with ¢T3 or IHC4>-9.96 had a significantly shorter DRFI compared to cTO/T1/T2 stage or

I[HC4 <-9.96 tumors.

Prognostic value of post-NAC variables obtained from surgical specimens

Results from univariate and multivariate analyses are reported in Table 6.

DRFI: univariate analysis of prognostic factors obtained from surgical specimens

Five criteria were correlated with the DRFI: Ki67 index, vascular emboli, E&E grade, sTIL and mitotic
score. Patients with Ki67 <20%, no vascular emboli, E&E grade | or I, sTIL <5%, or mitotic score 1 had a
better prognosis than those without these criteria. Mitotic index and RCB showed no significant
association with DRFI. However, when considering only patients with an E&E grade 3 tumor on biopsy,
RCB was a significant prognostic factor: probability of non-metastasis at 3 years was 95.2% [70.7-
99.3] for patients achieving RCBO/RCB1 compared to 80.8% [66.2-89.5] for RCB2/RCB3 patients

(p=0.0255).

DRFI: multivariate analysis on surgical specimens

By multivariate analysis, including Ki67 index, vascular emboli, E&E grade and sTIL, only Ki67 index,

vascular emboli and E&E grade were retained in the final model.
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DISCUSSION

While there has been considerable progress in systemic treatment of BC over the last years, avoiding
over-treatment has become a major objective. In patients with ER+ tumors, there remains a critical need
to better identify tumors who will benefit from systemic chemotherapy, especially NAC. Multi-gene
assays have shown some efficacy in selecting patients who will likely benefit from NAC '%°. However,
because of their cost and availability, their widespread use is not at present a reasonable alternative in
everyday practice. For these reasons, it seems important to identify histological and
immunohistochemical factors that predict the response to NAC.

Our findings show the independent chemo-predicitive values of sTIL and E&E grade in luminal Her2-
negative BC in the neoadjuvant setting. Magee equation 3 was also a predictive factor in our series.
However, when sTIL was added to the multivariate model Magee equation 3 was excluded.

Pre-NAC clinical stage and IHC4 obtained from biopsies were the two independent prognostic factors
for DRFI.

Post-NAC, proliferation factors obtained from surgical specimens like E&E grade, and Ki67 as well as

vascular emboli were independent prognostic factors for DRFI.

Predictive and prognostic values of sTIL

Our study confirms a strong positive association of increased sTIL with increased RCBO/RCB1 after NAC.
Denkert et al. previously identified the predictive value of sTIL in the neoadjuvant chemotherapy setting,
in all molecular subtypes analyzed, including TNBC, Her2-positve BC as well as luminal HER2-negative
BC . sTIL was a strong independent predictive factor in our study, outperforming Magee equation 3 in
the multivariate analysis. Therefore, evaluation of sTIL may help to better select patient with luminal
HER2-negative BC for NAC. Conversely, in this study, we showed that for luminal HER2-negative
tumours, increased sTIL on post NAC residual disease, was an adverse prognostic factor for DRFI by
univariate analysis but not multivariate. However, we didn’t find any significant association between
sTIL and DFRI in pre NAC biopsies. Denkert et al. have previously shown the negative effect of pre NAC
sTIL on overall survival, but not disease free survival, in luminal Her2-negative tumors, contrarily to TNBC

and HER2-positive BC .
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Predictive and prognostic value: Ki67 and E&E grade

E&E grade and mitotic index were predictive factors of response to NAC in our cohort of luminal Her2-
negative BC, E&E being an independent predictive factor in the multivariate analysis. Surprisingly, few
studies have studied and found a predictive impact in of the E&E grade in the NAC setting ** and we
would like to stress the utility of such a simple factor to implement in everyday practice for the decision
to perform NAC.

Multiple studies have shown an independent prognostic significance of histological grade in BC in the
adjuvant setting **. In our study, E&E grade performed on the pretherapeutic biopsy specimens was
prognostic by univariate analysis but not by multivariate analysis. This could be explained by the fact
that luminal Her2-negative E&E grade Ill tumors that achieve pCR have a good prognosis, contrarily to
E&E grade Il tumors that do not *°, introducing a somewhat confounding effect of pretherapeutic grade
on prognosis. However, in post NAC surgical specimens, E&E grade in residual disease was an
independent prognostic factor, E&E grade Il residual tumors showing the worse prognosis.

Our study showed that Ki67 levels >20% were associated with increased RCBO/RCB1 rates in univariate
analysis but it was not significant in multivariate analysis. Although immunohistochemical detection of
the Ki67 antigen has been used for many years to assess cancer proliferation, there is no strong evidence
at present, that the Ki67 index can be used as a tool to select patients who are receiving chemotherapy
in the neoadjuvant setting *’. This situation could be partly explained by the absence of a standardized
procedure for Ki67 assessment in previously published studies. Our current study, although
retrospective, is strengthened by the use of a standardized and reproducible methodology according to
the recommendations of the international Ki67 in BC working group 3?’.

On pre-NAC biopsy and on post-NAC surgical specimens, Ki67 was prognostic by univariate or
multivariate analysis with a lower metastatic risk when Ki67 was <20%. A previous study by Jones and

co-workers “® demonstrated the prognostic value of Ki67 assessed on pre-NAC biopsy and on post-NAC

surgical specimens with a stronger prognostic impact for Ki67 on surgical specimens.
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Predictive and prognostic value: Magee equation 3 vs IHC4

The Magee equation 3 was significantly associated with RCBO/RCB1, by univariate analysis, in our study.
We confirm previously published data on the chemo-predictive value of Magee equation 3 in the
neoadjuvant setting in luminal Her2-negative BC 2”*°. The Magee equations, including equations 1, 2
and 3 were originally designed to predict Oncotype DX recurrence score using standard

histopathological and immunohistochemical factors 2%*°

. In our study, Magee equation 3 was a
significant predictive factor in univariate and multivariate analyses, but only when sTIL was not included
in the multivariate model. Farrugia et al. previously found Magee equation 3, as determined on the
pretherapeutic biopsy, to be an independent prognostic factor in patients not achieving pCR %’.
Although significant by univariate analysis in our study, Magee equation 3, was not an independent
prognostic factor when IHC4 was included in the multivariate model. IHC4 was a strong independent
prognostic factor with a stronger prognostic value than Magee equation 3 on biopsy. Higher values of
IHC4 were associated with worse prognosis.

In our study, IHC4, as a continuous variable, was strongly associated with chemotherapy response, by
univariate analysis. This was less clear when IHC4 was assessed as a discrete variable. RCBO/RCB1 rates
were 21.6% in the highest tertile and 9.6% in the lowest tertile of IHC4 (P=0.049). IHC4 was not an
independent predictive factor in our multivariate model, when in competition with sTIL and Magee
equation 3. When we didn’t include Magee equation 3 and sTIL in our multivariate model, IHC4 became
an independent predictive factor (P = 0.024) along with E&E grade (P = 0.004). We conclude that in our
study Magee equation 3 had a stronger predictive value than IHC4 in luminal HER2-negative BC. Sheri
et al. previously demonstrated the predictive value of IHC4 in luminal Her2-negative tumours in the
neoadjuvant setting, with a higher IHC4 score associated with improved pCR or near pCR%. In their study
RCBO/RCB1 rates were 35% in the highest quartile with no pCR in the lowest quartile of IHC4. Differences
in cut off points, population characteristics and chemotherapy regimens may explain this discrepancy.

In summary, in our study, Magee equation 3 was more predictive and IHC4 more prognostic than the

other, in the neoadjuvant chemotherapy setting of luminal Her2-negative BC.
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Prognostic value of RCB

In our study, we found a significant prognostic value of RCB only for patients with E&E grade Il tumors
on biopsy. This is concordant with the meta-analysis performed by Cortazar et al. where, in luminal
Her2-negative BC, pCR was significantly associated with overall survival in grade Ill tumors, but not in
grade |-l tumors *°. The RCB index is a significant prognostic factor in TNBC *°2 but matters are less
clear in luminal Her2-negative breast disease. In their study, Symmans et al. found the RCB index to be
prognostic in luminal Her2-negatve BC, however in their study, when considering different RCB classes,
RCB1 patients had better prognosis than RCBO patients and survival of RCBO patients was not

significantly different from survival of RCB2 patients >*.

Findings from this study show that evaluation of sTIL in pre-NAC biopsies should be considered to better
select patients with luminal HER2-negative BC for NAC. Increased sTIL concentrations were associated
with increased frequency of response to NAC. However, increased sTIL in the post-NAC surgical
specimens was an adverse prognostic factor for DRFI.

Proliferation factors (E&E grade, Ki67 index) are also important predictive factors on the pre-NAC
specimens and represent prognostic factors on the post-NAC surgical specimens.

Magee equation 3 and IHC4 scores are both predictive and prognostic on pre-NAC biopsies, Magee
equation 3 being more predictive and IHC4 being more prognostic. We have shown that common
histopathological and immunohistochemical factors can be used to select patients with luminal HER2-

negative BC for NAC and assess their prognosis.
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Table 1. Clinical characteristics of patients included in the study

Characteristics n=221
Total (n) %
Age Median  Min-max (years)
48.3 26.9-76.4
Clinical tumor size
<20 6 2.7
>20-30 9 41
>30 205 92.7
unknown 1 0,5
Ultrasound tumor size Median ~ Min-max (mm)
28.5 0-90
cT stage
cTO 4 1.8
cTl 4 1.8
cT2 134 60.6
cT3 78 353
cT4 0 0
unknown 1 0.5
Neoadjuvant therapy 221 100
Anthracycline + Taxane 217 98.2
Taxane + Alkylating agents 1 0.4
Anthracycline 2 0.9
Anthracycline + Alkylating agents 1 0.4
Surgery 221 100
Breast conservation 146 66.1
with axillary lymph node dissection 107 48.4
with sentinel lymph node dissection 31 14
with axillary lymph node and sentinel lymph node dissection 8 3,6
Mastectomy 75 33.9
with axillary lymph node dissection 66 29.9
with sentinel lymph node dissection 6 1.8
with axillary lymph node and sentinel lymph node dissection 3 1.4
Revision surgery 33 14.9
Breast conservation 10 4.5
Mastectomy 23 10.4
Radiotherapy 221 100
First adjuvant endocrine therapy 219 99.1
Aromatase inhibitor (Al) 105 47.5
Tamoxifen 94 42.5
Al + ovarian suppression 16 7.2
Tamoxifen + ovarian suppression 4 1.8
None 2 0.9
Duration First adjuvant endocrine therapy Median Min-max (months)
54 0-121
Second adjuvant endocrine therapy 45 20.4
Duration second adjuvant endocrine therapy Median Min-max (months)
36 4-108
Median duration of endocrine therapy Median Min-max (months)
60 0-130
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Table 2. Pre therapeutic histologic characteristics of luminal HER2 negative breast cancer assessed

on biopsy
Characteristics n=221
Total (%) Median (min-max) Quartile 25% Quartile 75%
Histological subtype
Invasive ductal/no special type 202 (91.4)
Invasive lobular 19 (8.6)
E&E grade
| 24 (10.9)
I 123 (55.7)
Il 73 (33)
Unknown/unfeasible 1(0.4)
Tubule formation
1 4(1.8)
2 36 (16.3)
3 181 (81.9)
Nuclear pleomorphism
1 1(0.5)
2 150 (67.9)
3 70 (31.7)
Mitotic score
1 118 (53.4)
2 53 (24)
3 48 (21.7)
Unknown/unfeasible 2(0.9)
Mitotic index per mm”2 2.7 (0-29.9) 0.9 6.4
<1,5 74 (33.5)
1.5-4.59 73 (33)
>4,6 73 (33)
Unknown 1(0.5)
ER status 95 (1-100) 80 95
Positive 221 (100)
1-9% 2(0.9)
>10% 219 (99.1)
Negative 0(0)
ER HSCORE 290 (1-300) 220 295
1-100 20 (9)
101-200 23(10.4)
201-300 178 (80.5)
PR status 40 (0-100) 10 80
Positive 206 (93.2)
1-9% 28 (12.7)
>10% 178 (80.5)
Negative 15 (6.8)
PR HSCORE 110 (0-300) 30 260
0 16 (7.2)
1-100 93 (42.1)
101-200 32 (14.5)
201-300 80 (36.2)
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Table 2. Pre therapeutic histologic characteristics of luminal HER2 negative breast cancer assessed

on biopsy (suite)

Characteristics

n=221
Total (%) Median (min-max) Quartile 25%  Quartile 75%
ER/PR status
ER+PR+ 178 (80.5)
ER+PR- 43 (19.5)
HER2 status
Negative 221 (100)
Equivocal 0(0)
Positive 0(0)
Ki67 index 31.5(1-91) 19.8 47.5
<20% 56 (25.3)
>20% 165 (74.7)
Molecular subtype
Luminal A 46 (20.8)
Luminal B 175 (79.2)
STIL 1 (1-90) 1 2
<5% 168 (76)
>5% 53 (24)
IHC4 12,9 (-76.4-139.1) -16 38.2
<-9,96 73 (33)
-9,95 - 28,5 74 (33.5)
>28,50 74 (33.5)
Magee Equation 3 score 21 (10.4-39.5) 17.7 25
<18 61 (27.6)
18-30 144 (65.2)
>31 16 (7.2)
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Table 3: Post chemotherapy histological characteristics in luminal HER2 negative breast cancer assessed

on surgical specimens

Characteristics n=221
Median (min- Quartile Quartile
Total (%) max) 25% 75%
E&E grade
1 47 (21.3)
2 139 (62.9)
3 11 (5)
Unknown/unfeasible 24 (10.9)
Mitotic index per mm~”2 201 0.5 (0-20) 0 1.4
0 77 (34.8)
0.1-0.90 58 (26.2)
>0.91 66 (29.9)
Unknown/unfeasible 20 (9)
Ki67 index 201 4.5 (0-77.5) 1.7 9.7
<20% 175 (79.2)
>20% 26 (11.8)
Unknown/unfeasible 20 (9)
Residual invasive cellularity 221 40 (0-90) 15 60
<20 81 (36.7)
21-45 66 (29.9)
>45 74 (33.5)
sTILs 1 (0-80) 1 2
<5% 160 (72.4)
>5% 36 (16.3)
Unknown/unfeasible 25(11.3)
RCB class
0 20 (9)
1 13 (5.9)
2 113 (51.1)
3 75 (33.9)
ypT
TO/Tis 25(11.3)
T1 87 (39.4)
T2 85 (38.5)
T3 23 (10.4)
T4 1(0.5)
ypN
NO/NOi+ 101 (45.7)
N1 77 (34.8)
N2 29 (13.1)
N3 14 (6.3)
Emboli
Yes 51(23.1)
No 170 (76.9)
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Table 4. Predictive value of clinicopathological factors for chemotherapy response in luminal HER2 negative breast cancer by univariate and multivariate analysis

Variables Univariate Multivariate
RCBO/1 RCB2/3
n (%) n (%) HR [95%Cl] P value (Wald) HR [95%Cl] P value (Wald)

sTILs

<5% 15 (8.9) 153 (91.1) 1

>5% 18 (34) 35 (66) 6.027 [2.533-14.340] <0.0001 5.030[2.027-12.479] 0.0005

continuous variable 1.04 [1.02-1.06] <0.0001
E&E grade

. . 1 (100)

[+ 12 (8.2) 135(91.8) 1 1

I 21 (28.8) 52 (71.2) 4.543 [2.087-9.892] 0.0001 4.291 [1.783-10.324] 0.0011
Ki67 index

<20% 3(5.4) 53 (94.6) 1

>20% 30(18.2) 135(81.8) 3.926 [1.149-13.413] 0.029

continuous variable 1.039 [1.019-1.058] <0.0001 NR 0.2025
Mitotic index

. . 1 (100) NR 0.2986

<15 4 (5.4) 70 (94.6) 1 0.024

1.5-4.59 13 (17.8) 60 (82.2) 3.792 [1.174-12.247] 0.026

>4.6 16 (21.9) 57 (78.1) 4.912 [1.555-15.515] 0.007

continuous variable 1.086 [1.025-1.151] 0.005
Magee Equation 3 score

<18 4 (6.6) 57 (93.4) 1 0.003 NR 0.4621

18-30 22 (15.3) 122 (84.7) 2.569 [0.846-7.800] 0.096

>31 7 (43.8) 9 (56.3) 11.081 [2.691-45.630] 0.001

continuous variable 1.142 [1.068-1.221] 0.0001
Tumor phenotype

Luminal A 1(2.2) 45 (97.8) 1 NR 0.9626

Luminal B 32(18.3) 143 (81.7) 10.07 [1.338-75.785] 0,025
IHC4

<-9.96 7 (9.6) 66 (90.4) 1 0.122

-9.95 - 28.50 10 (13.5) 64 (86.5) 1.473[0.528-4.107] 0.459

>28.50 16 (21.6) 58 (78.4) 2.601 [1.000-6.764] 0.049

continuous variable 1.014 [1.006-1.023] 0.001 NR 0.9982
Histology

Invasive ductal/no special type 30 (14,9) 172 (85.1) 0.93 [0.255-3.388] 0.913 NI

Invasive lobular 3(15.8) 16 (84.2) 1
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Table 5. Factors associated with distant recurrence-free survival on pre NAC luminal HER2-negative breast cancer on biopsy by univariate and multivariate analysis

Variables Univariate Multivariate
Probability of non-metastasis at HR Cl 95% P vaue (Wald) HR Cl 95% P vaue (Wald)
3 years (%)
cT stage
T0/T1/T2 96.2 [91.1-98.4] 1 1
T3 76.5 [64.9-84.7] 3.431 1.921-6.127 <0.0001 3.57 1.990-6.404 <0.0001
IHC4 score
<-9.96 98.6 [90.7-99.8] 1 <0.0001 1 <0.0001
-9.95-28.5 89.8 [79.7-95.0] 3.811 1.272-11.425 0.017 4.283 1.426-12.865 0.0095
>28.50 79.1[67.3-87.1] 9.099 3.194-25.926 <0.0001 9.307 3.251-26.640 <0.0001
E&E grade
|+l 91.4 [85.3-95.0] 1 NR 0.12
I 84.5[72.9-91.4] 2.409 1.373-4.229 0.0022
Magee Equation 3 score
<18 98.4 [88.9-99.8] 1 0.0004 NR 0.299
18-30 86.9 [79.7-91.6] 7.194 2.220-23.310 0.0010
>31 73.1 [43.0-89.0] 15.696 4.030-61.131 <0.0001
Tumor phenotype
luminal A 97.8 [85.6-99.7] 1 NR 0.706
luminal B 86.6 [80.2-91.1] 5.726 2.328-14.081 0.0001
Mitotic index
<1.5 90.3 [80.7-95.3] 1 0.012 NR 0.896
1.5-4.59 91.0[81.1-95.9] 0.755 0.347-1.646 0.480
>4.6 85.6 [74.0-92.3] 2.056 1.068-3.956 0.031
Ki67 index
<20% 98.2 [88.0-99.8] 1 NI
>20% 85.8 [79.1-90.6] 9.646 1.604-57.997 0.013
PR H-SCORE
0 84.0[48.7-95.9] 3.618 1.085-12.061 0.036
1-100 83.8 [74.2-90.1] 3.895 1.788-8.487 0.0006 NI
101-200 88.7 [68.7-96.2] 1.948 0.676-5.617 0.217
201-300 96.2 [88.8-98.8] 1 0.005
Tubule formation
1+2 97.2 [81.9-99.6] 1 NI
3 87.5[81.5-91.7] 2.896 1.040-8.063 0.042
sTILs
<5% 87.9[81.7-92.1] 1 NI
>5% 93.0[74.7-98.2] 0.898 0.402-2.006 0.793
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Table 6. Factors associated with distant recurrence-free survival by univariate and multivariate analysis on post-therapeutic surgical specimens in luminal HER2 negative

breast cancer

Variables Univariate Multivariate
Probability of non-metastasis at 3 HR Cl 95% P vaue (Wald) HR P vaue (Wald)
years (%)

Ki67 index

<20% 93.2 [88.0-96.2] 1 1

>20% 57.3[34.9-74.5] 6.435 3.436-12.050 <0.0001 5.816 2.688-12.584 <0.0001
Emboli

no 93.0 [87.7-96.1] 1 1

yes 75.7 [60.3-85.9] 3.104 1.751-5.500 0.0001 2.484 1.366-4.516 0.0029
E&E grade

| 100.0 1 <0.0001 1 0.0449

[l 87.7 [80.7-92.3] 5.696 1.755-18.488 0.004 4,408 1.345-14.452 0.0143

[ 41.7 [10.9-70.8] 26.446 6.756-103.526 <0.0001 5.395 1.164-24.995 0.0312
STILs

<5% 91.5 [85.7-95.0] 1

>5% 80.4 [61.2-90.7] 2.009 1.039-3.884 0.038 NR 0.2741
Mitotic score

1 92.1 [86.7-95.3] 1 NI

2+3 57.6 [32.7-76.1] 4.336 2.247-8.367 <0.0001
Mitotic index

0 94.3 [85.5-97.8] 1 0.074 NI

0.1-0.90 91.0 [79.6-96.2] 1.116 0.522-2.385 0.777

>0.91 80.4 [68.0-88.4] 2.045 1.036-4.034 0.039
RCB

0 93.8 [63.2-99.1] 0.292 0.039-2.167 0.229

1 92.3 [56.6-98.9] 1.319 0.395-4.410 0.653 NI

2 91.2 [83.8-95.4] 1 0.171

3 84.7 [74.0-91.2] 1.655 0.922-2.970 0.092
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Table supplementary 1 (Table S1): characteristics of antibodies and immunohistochemical techniques

used in this study

| ti
Antibody | Clone Vendor Dilution nc:il:jelon Pretreatment Detection
Roche Diagnostics Prediluted i
ER sP1 & CClstandard (62) | UItraView
Universal DAB
(760-4605) Ready to use 32 min
Roche Diagnostics Prediluted i
PR 1E2 & CC1 short (36') Ultraview
Universal DAB
(790-4296) Ready to use 12 min
Roche Diagnostics Prediluted i
HER2 485 & CC1 short (36') Ultraview
Universal DAB
(790-4493) Ready to use 12 min
Roche Diagnostics Prediluted i
Ki67 30.9 & CClstandard (62) | U'traView
- Universal DAB
(790-4493) Ready touse | 32 min
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CONCLUSIONS

D’apres les résultats de notre étude, nous avons pu montrer que les facteurs histologiques et
immunohistochimiques déterminés en routine peuvent étre utilisés pour sélectionner les patients,
présentant un cancer du sein de type luminal HER2-négatif, qui bénéficieront d’une chimiothérapie néo-

adjuvante ainsi que pour évaluer leur pronostic.

D’une part, nous avons mis en évidence la valeur chimio-prédictive du grade et des sTILs. Nous avons
étudié la prédiction de réponse a la chimiothérapie néo-adjuvante dans les cancers du sein de type
luminal HER2-négatif car, dans ces tumeurs, il reste indispensable de mieux identifier les candidats a
une chimiothérapie systémique et notamment a une chimiothérapie néo-adjuvante pour ne pas sur-
traiter les patients. Le grade et les sTILs sont deux facteurs histologiques que le pathologiste détermine
aisément sans technique complémentaire. Ces deux facteurs peuvent donc servir d’outil simple et
rapide pour aider le clinicien a sélectionner les patients pour une chimiothérapie néo-adjuvante.
L’équation 3 de Magee est également un facteur de prédiction de réponse mais dont la valeur prédictive
est moins forte que le grade et les sTlLs. L'équation 3 de Magee peut donc étre une aide supplémentaire
pour la prise de décision thérapeutique dans les cas difficiles. Le score IHC4 a également été étudié mais
nous avons montré que I'équation 3 de Magee est plus prédictive que le score IHC4. Notre étude fait
partie des rares études a avoir étudier la valeur prédictive des sTILs et du grade malgré leur facilité
d’acces dans la pratique quotidienne. Il semble donc important que les sTILs soient déterminés de

maniere systématique par les pathologistes sur les biopsies mammaires au diagnostic.

Dans notre étude, nous avons étudié I'index Ki67 qui est utilisé depuis de nombreuses années pour
évaluer la prolifération du cancer du sein. La prescription d’une chimiothérapie est, a I’heure actuelle,
essentiellement basée sur la valeur du Ki67. Nous avons montré que le Ki67 a une forte valeur prédictive
en analyse univariée, en valeur continue et catégoriel, avec une coupure a 20%. Cependant, avec cette
coupure et en présence du grade et des sTILs, le Ki67 ne ressort pas comme un facteur prédictif en
analyse multivariée. Une coupure a 50% a été réalisée et montre que le Ki67 est un facteur prédictif
plus fort avec un nombre de répondeurs (RCBO/1) plus important qu’avec une coupure a 20%.
Cependant, en pratique clinique, la coupure de 20% est la plus couramment utilisée pour la décision de
chimiothérapie. Ces éléments permettent de montrer la puissance prédictive du grade et des sTILs par

rapport au Ki67 qui ne constitue pas un facteur prédictif robuste dans notre étude.
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Dans un deuxieme temps, la valeur pronostique pour la survie sans métastase des facteurs histologiques
et immunohistochimiques a été déterminée sur biopsie pré-chimiothérapie néo-adjuvante et sur piece
opératoire post-chimiothérapie néo-adjuvante.

Sur biopsie, nous avons démontré la valeur pronostique du stade clinique pré-thérapeutique et du score
IHC4. L'équation 3 de Magee a également une valeur pronostique sur biopsie mais plus faible que le
score IHC4. Le score IHC4 est donc plus pronostique que I'équation 3 de Magee dans notre étude.
Apres chimiothérapie néo-adjuvante, sur piece opératoire, nous avons démontré la valeur pronostique
du grade, du Ki67 et des emboles vasculaires. Dans notre étude, les sTILs ne sont pas un facteur
pronostique indépendant en analyse multivariée mais sont significatifs en analyse univariée, les 3 autres
facteurs ayant une grande valeur pronostique. Une augmentation des sTILs sur piece opératoire post-
chimiothérapie néo-adjuvante est un facteur de mauvais pronostic pour la survie sans métastase dans

les cancers du sein luminal HER2-négatif.

Au final, I'’équation 3 de Magee et le score IHC4 sont a la fois prédictifs et pronostiques sur les biopsies
pré-chimiothérapie néo-adjuvante, I’équation 3 de Magee étant plus prédictive et le score IHC4 étant
plus pronostique. De plus, un taux de sTILs élevé sur biopsie prédit une bonne réponse a la
chimiothérapie néo-adjuvante alors que sur piece opératoire post-chimiothérapie néo-adjuvante, un

taux élevé de sTILs est associé a un mauvais pronostique pour la survie sans métastase.

Il serait intéressant de déterminer la composition précise de l'infiltrat immun des sTILs dans les cancers
du sein luminal HER2-négatif pour déterminer quels sont les facteurs immuns impliqués dans la
prédiction de réponse. Dans une étude menée par Denkert, cet infiltrat inflammatoire a en partie été
caractérisé, suggérant une différence de composition cellulaire de l'infiltrat inflammatoire entre les
tumeurs luminales HER2-négatif, et les tumeurs triples négatives et HER2 enrichie. Ceci pourrait
expliquer la différence de valeur pronostique des sTILs sur piece opératoire entre les tumeurs luminales
HER2- et les autres tumeurs. Le cancer du sein est donc une maladie immunogéne qui pourrait étre

ciblée par des immunothérapies.

De plus, il serait intéressant d’étudier la valeur prédictive d’une ou plusieurs signatures moléculaires a
partir des biopsies pré-chimiothérapie néo-adjuvante pour comparer leurs valeurs prédictives a celles
des facteurs histologiques et immunohistochimiques utilisés en routine. En effet, seule la signature

Oncotype Dx® a été étudiée sur biopsie avant chimiothérapie néo-adjuvante.

L'anatomie et cytologie pathologique, comme d’autres spécialités médicales, est au coeur d’une

révolution numérique avec le développement de lintelligence artificielle. L'analyse d’images

numériques promet une précision de I’évaluation morphologique des tumeurs du sein a partir des lames
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HES ce qui pourrait permettre de mieux caractériser les facteurs prédictifs dans le cancer du sein luminal

HER2-négatif avec une meilleure reproductibilité.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Classification ACR des images mammographiques (HAS)

Classification en six catégories des images mammographiques en fonction du degré de suspicion de leur caractére
pathologique (en dehors des images construites et des variantes du normal) — correspondance avec le systéme
BIRADS de I’American College of radiology (ACR)

ACR 0: Des investigations complémentaires sont nécessaires : comparaison avec les documents antérieurs,
incidences complémentaires, clichés centrés comprimés, agrandissement de microcalcifications, échographie, etc.
C’est une classification « d’attente », qui s’utilise en situation de dépistage ou dans I'attente d’un second avis, ou
avant que le bilan d’imagerie soit complet et permette une classification définitive.

ACR 1 : Mammographie normale.

ACR 2 : Anomalies bénignes ne nécessitant ni surveillance ni examen complémentaire :

Opacité ronde avec macrocalcifications (adénofibrome ou kyste)

Ganglion intramammaire

Opacité(s) ronde(s) correspondant a un/des kyste(s) typique(s) en échographie

Image(s) de densité graisseuse ou mixte (lipome, hamartome, galactocele, kyste huileux)

Cicatrice(s) connue(s) et calcification(s) sur matériel de suture

Macrocalcifications sans opacité (adénofibrome, kyste, adiponécrose, ectasie canalaire sécrétante,
calcifications vasculaires, etc.)

Microcalcifications annulaires ou arciformes, semi-lunaires, sédimentées, rhomboédriques
Calcifications cutanées et calcifications punctiformes réguliéres diffuses

ACR 3 : Anomalie probablement bénigne pour laquelle une surveillance a court terme est conseillée :

Microcalcifications rondes ou punctiformes régulieres ou pulvérulentes, peu nombreuses, en petit amas
rond isolé

Petit(s) amas rond(s) ou ovale(s) de calcifications amorphes, peu nombreuses, évoquant un début de
calcifications d’adénofibrome

Opacité(s) bien circonscrite(s), ronde(s), ovale(s) ou discréetement polycyclique(s) sans microlobulation,
non calcifiée(s), non liquidiennes en échographie

Asymétrie focale de densité a limites concaves et/ou mélangée a de la graisse

ACR 4 : Anomalie indéterminée ou suspecte qui indique une vérification histologique :

Microcalcifications punctiformes régulieres nombreuses et/ou groupées en amas aux contours ni ronds,
ni ovales

Microcalcifications pulvérulentes groupées et nombreuses

Microcalcifications irréguliéres, polymorphes ou granulaires, peu nombreuses

Image(s) spiculée(s) sans centre dense

Opacité(s) non liquidienne(s) ronde(s) ou ovale(s) aux contours lobulés, ou masqués, ou ayant augmenté
de volume

Distorsion architecturale en dehors d’une cicatrice connue et stable

Asymeétrie(s) ou surcroft(s) de densité localisé(s) a limites convexes ou évolutif(s)

ACR 5 : Anomalie évocatrice d'un cancer :

Microcalcifications vermiculaires, arborescentes ou microcalcifications irréguliéres, polymorphes ou
granulaires, nombreuses et groupées

Groupement de microcalcifications quelle que soit leur morphologie, dont le topographie est
galactophorique

Microcalcifications associées a une anomalie architecturale ou a une opacité

Microcalcifications groupées ayant augmenté en nombre ou microcalcifications dont la morphologie et
la distribution sont devenues plus suspectes

Opacité mal circonscrite aux contours flous et irréguliers

Opacité spiculée a centre dense
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ANNEXE 2 : Grade histologique des cancers du sein selon Elston et Ellis

Critéres

Différenciation tubulo-glandulaire :

Score 1 : bien différencié (>75% de la surface tumorale)

Score 2 : moyennement différencié (10-75% de la surface tumorale)
Score 3 : peu différencié (<10% de la surface tumorale)

Pléomorphisme nucléaire :

Score 1 : petits noyaux réguliers (<2N)

Score 2 : noyaux légerement augmentés de taille (2 a 3N)
Score 3 : noyaux augmentés de taille (>3N) ou irréguliers

Compte mitotique (diamétre de champs = 0,50 mm)
Score1:0-7

Score 2 : 8-14

Score 3:>14

Grade histologique (addition des 3 scores)

Grade | (3-5)
Grade Il (6-7)
Grade 11l (8-9)
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ANNEXE 3 : Classification pTNM des cancers du sein selon I’AJCC 2017 (8eme édition)

T - Primary Tumour

TX Primary tumour cannot be assessed
TO No evidence of primary tumour
Tis Carcinoma insitu

Tis Ductal carcinoma in situ

(DCIS)

Tis Lobular carcinoma in situ®

(LCIS)

Tis Paget disease of the nipple not associated with invasive carcinoma and/or carcinoma in situ

(Paget) (DCIS and/or LCIS) in the underlying breast parenchyma. Carcinomas in the breast parenchyma
associated with Paget disease are categorized based on the size and characteristics of the
parenchymal disease, although the presence of Paget disease should still be noted.

T1 Tumour 2 cmor less in greatest dimension

T1mi Microinvasion 0.1 cmor less in greatest din’emionb
Tla More than 0.1 cm but not more than 0.5 cm in greatest dimension
T1b More than 0.5 cm but not more than 1 cm in greatest dimension
Tlc More than 1 cm but not more than 2 cm in greatest dimension

T2 Tumour more than 2 cm but not more than 5 cm in greatest dimension

T3 Tumour more than 5 cm in greatest dimension

T4 Tumour of any size with direct extension to chest wall and/or to skin (ulceration or skin nodules)g
T4a Extension to chest wall (does not include pectoralis muscle invasion only)
T4b Ulceration, ipsilateral satellite skin nodules, or skin oedema (including peau d'orange)
T4c Both4a and 4b

d
T4d Inflammatory carcinoma™

N - Regional Lymph Nodes

NX Regional lymph nodes cannot be assessed (e.g., previously removed)

NO No regional lymph node metastasis

N1 Metastasis in movable ipsilateral level I, II axillary lymph node(s)

N2 Metastasis in ipsilateral level I, II axillary lymph node(s) that are clinically fixed or matted; or in

clinically detected” ipsilateral internal mammary lymph node(s) in the absence of clinically evident
axillary lymph node metastasis

N2a Metastasis in axillary lymph node(s) fixed to one another (matted) or to other structures

N2b Metastasis only in clinically detected” internal mammary lymph node(s) and in the absence of
clinically detected axillary lymph node metastasis

N3 Metastasis in ipsilateral infraclavicular (level IIT axillary) lymph node(s) with or without level I, I
axillary lymph node involvement; or in clinically detected” ipsilateral internal mammary lymph
node(s) with clinically evident level I, II axillary lymph node metastasis; or metastasis in ipsilateral
supraclavicular lymph node(s) with or without axillary or internal mammary lymph node
involvement

N3a Metastasis in infraclavicular lymph node(s)
N3b Metastasis in internal mammary and axillary lymph nodes
N3c Metastasis in supraclavicular lymph node(s)

M - Distant Metastasis

MO No distant metastasis
M1 Distant metastasis
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ANNEXE 4 : Algorithme décisionnel pour I'évaluation du statut HER2 par immunohistochimie ASCO
2018

G.Mac Grogan

Evaluation de I'expression de HER2 a partir d’'une technique valide sur une population
cellulaire invasive homogéne et contigué
|
Régle de lecture de I'intensité de marquage
= Forte: bien visible au x4-x5
= Modérée: perceptible au x4-x5 et bien visible au x10-x20
= Faible: imperceptible au x4-x5, perceptible au x10-x20, bien visible au x40
= (CIQ et contrdle de marquage)
Marquage Marquage Marquage Marquage membranaire incomplet
membranaire membranaire complet membranaire incomplet faible dans
complet fort modéré faible < 10% cellules tumorales
> 10% cellules > 10% cellules > 10% cellules ou
tumorales tumorales tumorales Marquage membranaire absent
HER2 3+ HER2 2+
POSITIF i

Régle de lecture de I'intensité de marquage
= Tester le cas par une technique de FISH
* Nouveau marquage par IHC ou FISH sur nouveau specimen

Négatif

I imperceptible au x40 I

Faible

imperceptible au x4-x5,
perceptible au x10-x20,
bien visible au x40,

Modéré

perceptible au x4-x5,
bien visible au x10-x20

Intense




ANNEXE 5 : Algorithme décisionnel pour I'évaluation du statut Her2 par IHC et FISH ASCO 2018

G.Mac Grogan
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contre les lois de I'"humanité.

Jinformerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs
conséqguences.

Je ne tromperai jamais leur confiance et n’exploiterai pas le pouvoir hérité des
circonstances pour forcer les consciences.

Je donnerai mes soins a l'indigent et a quiconque me les demandera. Je ne me
laisserai pas influencer par la soif du gain ou la recherche de la gloire.

Admise dans l'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront confiés.

Recue a lintérieur des maisons, je respecterai les secrets des foyers et ma
conduite ne servira pas a corrompre les meeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement les
agonies. Je ne provoquerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai I'indépendance nécessaire a 'accomplissement de ma mission. Je
n‘entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les entretiendrai et les
perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui me seront demandés.

Japporterai mon aide a mes confréres ainsi qu’a leurs familles dans I'adversité.

Que les hommes et mes confreres m’accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses ; que je sois déshonorée et méprisée sij'y manque.”
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RESUME

Les indications de la chimiothérapie néo-adjuvante (CNA) chez les patients atteints d’un cancer du sein
luminal HER2- a un stade précoce restent controversées. Les objectifs de cette étude étaient d’évaluer,
sur microbiopsie, la valeur prédictive des facteurs clinicopathologiques évalués en routine, I'équation 3
de Magee, le score IHC4 et les sTILs et d’évaluer, sur piéce opératoire, la valeur pronostique de certains
de ces facteurs. Cette étude a porté sur 221 patientes atteinte d’un carcinome mammaire de phénotype
luminal HER2- non métastatique traité par CNA.

Les sTILs (HR=5.030, CI95% [2.027-12.479], P=0.0005) et le grade (HR=4.291, CI95% [1.783-10.324],
P=0.0011) étaient des facteurs indépendants associés au RCBO/1. Les facteurs pronostiques
indépendants pour la DRFI avant CNA étaient le stade clinique (HR = 3.570, CI95% [1.990-6.404],
P<0.0001) et le score IHC4 (HR=9.307, ClI95% [3.251-26.640], P<0.0001). Apres la CNA, les facteurs
pronostiques indépendants étaient le Ki67 (HR=5.816, CI95% [2.688-12.584], P<0.0001), les emboles
vasculaires (HR=2.484, CI95% [1.366-4.516], P= 0.0029) et le grade (HR=5.395, CI95% [1.164-24.995],
P=0.0312).

Nous avons mis en évidence la valeur chimio-prédictive du grade et des sTILs. Un taux de sTILs élevé sur
biopsie prédit une bonne réponse a la CNA. Ces deux facteurs peuvent donc servir d’outil simple et
rapide pour aider le clinicien a sélectionner les patients qui ont besoin d’une CNA. L'équation 3 de
Magee est également un facteur prédictif mais dont la valeur prédictive est moins forte que le grade et
les sTILs. L'équation 3 de Magee est plus prédictive que le score IHC4.

Sur biopsie, nous avons démontré la valeur pronostique du stade clinique pré-thérapeutique et du score
IHC4. Apres CNA, sur piece opératoire, le grade, le Ki67 et les emboles vasculaires étaient pronostiques.
Une augmentation des sTlLs sur piece opératoire post-CNA est un facteur de mauvais pronostic pour la
DRFI dans les cancers du sein luminal HER2-négatif.

The indications of neoadjuvant chemotherapy (NAC) for patients with estrogen receptor (ER)-positive
HER2 negative early breast cancer (BC) remain controversial. We assessed the predictive and prognostic
values of clinicopathological factors, stromal tumor infiltrating lymphocytes (sTIL), Magee equation 3
and IHC4 score in luminal Her2-negative BC treated by NAC.

221 patients with ER+HER2- early BC treated with NAC followed by surgery, were included in the study.
Histological grade, sTIL, Magee equation 3, IHC4, Ki67 and Residual Cancer Burden (RCB) were
determined on pre-treatment core biopsies and/or on surgical specimens.

sTIL (HR = 5.030, CI95% [2.027-12.479], P = 0.0005) and grade (HR = 4.291, CI95% [1.783-10.324], P =
0.0011) were independent factors associated with RCBO/1. Independent prognostic factors for DRFI
before chemotherapy were clinical stage (HR = 3.570, CI95% [1.990-6.404], P < 0.0001) and IHC4 (HR =
9.307, CI95% [3.251-26.640], P <0.0001) and after chemotherapy were Ki67 (HR = 5.816, CI95% [2.688-
12.584], P < 0.0001), vascular emboli (HR = 2.484, CI95% [1.366-4.516], P = 0.0029) and grade (HR =
5.395, CI95% [1.164-24.995], P = 0.0312).

These findings enhance the value of sTIL and grade as tools for aiding chemotherapy decision-making
and IHC4 and Ki-67 for assessing prognosis in HER2-negative luminal BC.
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