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BONINI Francesca
BOUCRAUT Joseph
BOULAMERY Audrey
BOULLU/CIOCCA Sandrine
BOUSSEN Salah Michel
BUFFAT Christophe
CAMILLERI Serge
CARRON Romain
CASSAGNE Carole
CERMOLACCE Michel
CHAUDET Hervé
CHRETIEN Anne-Sophie
COZE Carole

CUNY Thomas

DADOUN Frédéric (disponibilité)
DALES Jean-Philippe
DARIEL Anne

DAUMAS Aurélie
DEGEORGES/VITTE Joélle
DELLIAUX Stéphane
DESPLAT/JEGO Sophie
DEVILLIER Raynier
DUBOURG Grégory
DUCONSEIL Pauline
DUFOUR Jean-Charles

ABU ZAINEH Mohammad
BARBACARU/PERLES T. A.
BERLAND Caroline

BOYER Sylvie

COLSON Sébastien
DEGIOANNI/SALLE Anna

FOLETTI Jean- Marc

FRANKEL Diane

FROMONOT Julien

GASTALDI Marguerite
GELSI/BOYER Véronique
GIUSIANO Bernard

GIUSTANO COURCAMBECK Sophie
GONZALEZ Jean-Michel
GOURIET Frédérique

GRAILLON Thomas

GUERIN Carole

GUENOUN MEYSSIGNAC Daphné
GUIDON Catherine

GUIVARCH Jokthan
HAUTIER/KRAHN Aurélie
HRAIECH Sami

KASPI-PEZZOLI Elise

L'OLLIVIER Coralie
LABIT-BOUVIER Corinne
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina
LAGARDE Stanislas

LAGIER Aude (disponibilité)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude
LEVY/MOZZICONACCI Annie
LOOSVELD Marie

MAAROUF Adil

MACAGNO Nicolas

MAUES DE PAULA André

MEGE Diane

MOTTOLA GHIGO Giovanna
NINOVE Laetitia

NOUGAIREDE Antoine

(mono-appartenants)
DESNUES Benoit
MARANINCHI Marie

MERHEJ/CHAUVEAU Vicky
MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte
POGGI Marjorie

POUGET Benoit

PAULMYER/LACROIX Odile
PESENTI Sébastien
RADULESCO Thomas
RESSEGUIER Noémie
ROBERT Philippe

ROBERT Thomas

ROMANET Pauline
SABATIER Renaud
SARI-MINODIER Iréne
SAVEANU Alexandru

SECQ Véronique (disponibilité)
STELLMANN Jan-Patrick
SUCHON Pierre

TABOURET Emeline

TOGA Caroline

TOGA Isabelle

TOMASINI Pascale
TOSELLO Barthélémy
TROUSSE Delphine
TUCHTAN-TORRENTS Lucile
VELY Frédéric

VION-DURY Jean
ZATTARA/CANNONI Héléne

MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES

RUEL Jérome
THOLLON Lionel

THIRION Sylvie
VERNA Emeline

MAITRE DE CONFERENCES DES UNIVERSITES DE MEDECINE GENERALE

CASANOVA Ludovic

MAITRES DE CONFERENCES ASSOCIES DE MEDECINE GENERALE a MI-TEMPS

BARGIER Jacques
CALVET-MONTREDON Céline
FORTE Jenny
JANCZEWSKI Aurélie
NUSSLI Nicolas
ROUSSEAU-DURAND Raphaélle



THERY Didier

MAITRE DE CONFERENCES ASSOCIE a MI-TEMPS
BOURRIQUEN Maryline
EVANS-VIALLAT Catherine

LAZZAROTTO Sébastien

LUCAS Guillaume

MATHIEU Marion

MAYENS-RODRIGUES Sandrine
MELLINAS Marie
ROMAN Christophe
TRINQUET Laure



ESSEURS DES UNIVERSITES et MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES - PRATICIENS HOSPITA|
PROFESSEURS ASSOCIES, MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES mono-appartenants

| ANATOMIE 4201

| ANTHROPOLOGIE 20 |

CHAMPSAUR Pierre (PU-PH)
LE CORROLLER Thomas (PU-PH)
PIRRO Nicolas (PU-PH)

GUENOUN-MEYSSIGNAC Daphné (MCU-PH)
LAGIER Aude (MCU-PH) disponibilité

THOLLON Lionel (MCF) (60eéme section)

ADALIAN Pascal (PR)

DEGIOANNI/SALLE Anna (MCF)
POUGET Benoit (MCF)
VERNA Emeline (MCF)

I BACTERIOLOGIE-VIROLOGIE ; HYGIENE HOSPITALIERE 4501 I

CHARREL Rémi (PU PH)
DRANCOURT Michel (PU-PH)
FENOLLAR Florence (PU-PH)
FOURNIER Pierre-Edouard (PU-PH)

| ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES 4203

JNICOLAS DE LAMBALLERIE Xavier (PU-PH)

CHARAFE/JAUFFRET Emmanuelle (PU-PH)
DANIEL Laurent (PU-PH)
FIGARELLA/BRANGER Dominique (PU-PH)
GARCIA Stéphane (PU-PH)

XERRI Luc (PU-PH)

DALES Jean-Philippe (MCU-PH)

GIUSIANO COURCAMBECK Sophie (MCU PH)
LABIT/BOUVIER Corinne (MCU-PH)
MACAGNO Nicolas (MCU-PH)

MAUES DE PAULA André (MCU-PH)

SECQ Véronique (MCU-PH) disponibilité

LA SCOLA Bernard (PU-PH)
RAOULT Didier (PU-PH) Surnombre

AHERFI Sarah (MCU-PH)

ANGELAKIS Emmanouil (MCU-PH) disponibilité
DUBOURG Grégory (MCU-PH)

GOURIET Frédérique (MCU-PH)

NOUGAIREDE Antoine (MCU-PH)

NINOVE Laetitia (MCU-PH)

CHABRIERE Eric (PR) (64&me section)
LEVASSEUR Anthony (PR) (64eme section)

DESNUES Benoit (MCF) ( 65eéme section )
MERHEJ/CHAUVEAU Vicky (MCF) (87eme section)

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE 4401 |

ANESTHESIOLOGIE ET REANIMATION CHIRURGICALE ;
MEDECINE URGENCE 4801

IBARLIER/SETTI Anne (PU-PH)

ALBANESE Jacques (PU-PH)
BRUDER Nicolas (PU-PH)
LEONE Marc (PU-PH)
MICHEL Fabrice (PU-PH)
VELLY Lionel (PU-PH)

BOUSSEN Salah Michel (MCU-PH)
GUIDON Catherine (MCU-PH)

GABERT Jean (PU-PH)
GUIEU Régis (PU-PH)
OUAFIK L'Houcine (PU-PH)

BUFFAT Christophe (MCU-PH)
FROMONOT Julien (MCU-PH)
MOTTOLA GHIGO Giovanna (MCU-PH)
ROMANET Pauline (MCU-PH)
SAVEANU Alexandru (MCU-PH)

| ANGLAIS 11

| BIOLOGIE CELLULAIRE 4403 |

BRANDENBURGER Chantal (PRCE) retraite mars 2021
FRAISSE-MANGIALOMINI Jeanne (PRCE)

ROLL Patrice (PU-PH)

FRANKEL Diane (MCU-PH)
GASTALDI Marguerite (MCU-PH)
KASPI-PEZZOLI Elise (MCU-PH)

BIOLOGIE ET MEDECINE DU DEVELOPPEMENT

ET DE LA REPRODUCTION ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5405

ILEVY-MOZZICONNACCI Annie (MCU-PH)

METZLER/GUILLEMAIN Catherine (PU-PH)
PERRIN Jeanne (PU-PH)

| BIOPHYSIQUE ET MEDECINE NUCLEAIRE 4301

| CARDIOLOGIE 5102 |

GUED] Eric (PU-PH)

AVIERINOS Jean-Francois (PU-PH)



GUYE Maxime (PU-PH)
TAIEB David (PU-PH)

BELIN Pascal (PR) (69éme section)
RANJEVA Jean-Philippe (PR) (69eéme section)

CAMMILLERI Serge (MCU-PH)
VION-DURY Jean (MCU-PH)

BARBACARU/PERLES Téodora Adriana (MCF) (69eéme section)

BONELLO Laurent (PU PH)
BONNET Jean-Louis (PU-PH)
CUISSET Thomas (PU-PH)
DEHARO Jean-Claude (PU-PH)
FRANCESCHI Frédéric (PU-PH)
HABIB Gilbert (PU-PH)
PAGANELLI Franck (PU-PH)
THUNY Franck (PU-PH)

| CHIRURGIE VISCERALE ET DIGESTIVE 5202 |

BERDAH Stéphane (PU-PH)

BIOSTATISTIQUES, INFORMATIQUE MEDICALE
ET TECHNOLOGIES DE COMMUNICATION 4604

HARDWIGSEN Jean (PU-PH)
MOUTARDIER Vincent (PU-PH)

GAUDART Jean (PU-PH)
GIORGI Roch (PU-PH)
MANCINI Julien (PU-PH)

CHAUDET Hervé (MCU-PH)
DUFOUR Jean-Charles (MCU-PH)
GIUSIANO Bernard (MCU-PH)

ABU ZAINEH Mohammad (MCF) (5eéme section)
BOYER Sylvie (MCF) (5eéme section)

SEBAG Frédéric (PU-PH)
SIELEZNEFF Igor (PU-PH)
TURRINI Olivier (PU-PH)

BEGE Thierry (MCU-PH)
BEYER-BERJOT Laura (MCU-PH)
BIRNBAUM David (MCU-PH)
DUCONSEIL Pauline (MCU-PH)
GUERIN Carole (MCU PH)
MEGE Diane (MCU-PH)

I CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE 5002 I

ARGENSON Jean-Noél (PU-PH)

BLONDEL Benjamin (PU-PH)

FLECHER Xavier (PU PH)

OLLIVIER Matthieu (PU-PH)

PARRATTE Sébastien (PU-PH) Disponibilité
ROCHWERGER Richard (PU-PH)
TROPIANO Patrick (PU-PH)

| CHIRURGIE INFANTILE 5402CHIRURGIE INFANTILE 5402 |

GUYS Jean-Michel (PU-PH) Surnombre

JOUVE Jean-Luc (PU-PH)

LAUNAY Franck (PU-PH)

MERROT Thierry (PU-PH)

VIEHWEGER Heide Elke (PU-PH) détachement
DARIEL Anne (MCU-PH)

IROLOGIE ; RADIOTHERAPIE 4702CANCEROLOGIE ; RADIOTHERAPJFAURE Alice (MCU PH)

BERTUCCI Francois (PU-PH)
CHINOT Olivier (PU-PH)
COWEN Didier (PU-PH)
DUFFAUD Florence (PU-PH)
GONCALVES Anthony PU-PH)
HOUVENAEGHEL Gilles (PU-PH)
LAMBAUDIE Eric (PU-PH)
PADOVANI Laetitia (PH-PH)
SALAS Sébastien (PU-PH)
VIENS Patrice (PU-PH)

SABATIER Renaud (MCU-PH)
TABOURET Emeline (MCU-PH)

PESENTI Sébastien (MCU-PH)

[FACIALE ET STOMATOLOGIE 5503CHIRURGIE MAXILLO-FACIALE A

CHOSSEGROS Cyrille (PU-PH)
GUYOT Laurent (PU-PH)

FOLETTI Jean-Marc (MCU-PH)



| CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIOVASCULAIRE 5103

CHIRURGIE PLASTIQUE,

COLLART Frédéric (PU-PH)
D'JOURNO Xavier (PU-PH)
DODDOLI Christophe (PU-PH)
FOUILLOUX Virginie (PU-PH)
GARIBOLDI Vlad (PU-PH)
MACE Loic (PU-PH)

THOMAS Pascal (PU-PH)
TROUSSE Delphine (MCU-PH)

RECONSTRUCTRICE ET ESTHETIQUE ; BRULOLOGIE 5004

CASANOVA Dominique (PU-PH)
LEGRE Régis (PU-PH)

BERTRAND Baptiste (MCU-PH)
HAUTIER/KRAHN Aurélie (MCU-PH)

I CHIRURGIE VASCULAIRE ; MEDECINE VASCULAIRE 5104

ALIMI Yves (PU-PH)

AMABILE Philippe (PU-PH)

BARTOLI Michel (PU-PH)

BOUFI Mourad (PU-PH)

MAGNAN Pierre-Edouard (PU-PH)
PIQUET Philippe (PU-PH)
SARLON-BARTOLI Gabrielle (PU PH)

EASTROENTEROLOGIE ; HEPATOLOGIE ; ADDICTOLOGIE 5203

BARTHET Marc (PU-PH)
DAHAN-ALCARAZ Laetitia (PU-PH)
GEROLAMI-SANTANDREA René (PU-PH)
GRANDVAL Philippe (PU-PH)

VITTON Véronique (PU-PH)

I HISTOLOGIE, EMBRYOLOGIE ET CYTOGENETIQUE 4202 I

LEPIDI Hubert (PU-PH)

PAULMYER/LACROIX Odile (MCU-PH)

GONZALEZ Jean-Michel ( MCU-PH)

| DERMATOLOGIE - VENEREOLOGIE 5003

| GENETIQUE 4704 |

BERBIS Philippe (PU-PH)

DELAPORTE Emmanuel (PU-PH)
GAUDY/MARQUESTE Caroline (PU-PH)
GROB Jean-Jacques (PU-PH)
RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth (PU-PH)

BEROUD Christophe (PU-PH)
KRAHN Martin (PU-PH)

LEVY Nicolas (PU-PH)
NGYUEN Karine (PU-PH)

| DUSI

COLSON Sébastien (MCF)

BOURRIQUEN Maryline (MAST)
EVANS-VIALLAT Catherine (MAST)
LUCAS Guillaume (MAST)
MAYEN-RODRIGUES Sandrine (MAST)
MELLINAS Marie (MAST)

ROMAN Christophe (MAST)
TRINQUET Laure (MAST)

TOGA Caroline (MCU-PH)
ZATTARA/CANNONI Hélene (MCU-PH)

[GYNECOLOGIE-OBSTETRIQUE ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5403

AGOSTINI Aubert (PU-PH)

BOUBLI Léon (PU-PH) Surnombre
BRETELLE Florence (PU-PH)
CARCOPINO-TUSOLI Xavier (PU-PH)
COURBIERE Blandine (PU-PH)

ENDOCRINOLOGIE ,DIABETE ET MALADIES METABOLIQUES ;
GYNECOLOGIE MEDICALE 5404

ICRAVELLO Ludovic (PU-PH)
D'ERCOLE Claude (PU-PH)

BRUE Thierry (PU-PH)
CASTINETTI Frédéric (PU-PH)
CUNY Thomas (MCU PH)



IPIDEMIOLOGIE, ECONOMIE DE LA SANTE ET PREVENTION 460} HEMATOLOGIE ; TRANSFUSION 4701 |
AUQUIER Pascal (PU-PH) BLAISE Didier (PU-PH)
BERBIS Julie (PU-PH) COSTELLO Régis (PU-PH)
BOYER Laurent (PU-PH) CHIARONI Jacques (PU-PH)
GENTILE Stéphanie (PU-PH) GILBERT/ALESSI Marie-Christine (PU-PH)
MORANGE Pierre-Emmanuel (PU-PH)
VEY Norbert (PU-PH)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude (MCU-PH) DEVILLIER Raynier (MCU PH)
RESSEGUIER Noémie (MCU-PH) GELSI/BOYER Véronique (MCU-PH)
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina (MCU-PH)
MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte (MCF)(06eme section) LOOSVELD Marie (MCU-PH)
SUCHON Pierre (MCU-PH)
POGGI Marjorie (MCF) (64eme section)
| IMMUNOLOGIE 4703
MEDECINE LEGALE ET DROIT DE LA SANTE 4603 |
KAPLANSKI Gilles (PU-PH)
MEGE Jean-Louis (PU-PH) BARTOLI Christophe (PU-PH)
OLIVE Daniel (PU-PH) LEONETTI Georges (PU-PH)
VIVIER Eric (PU-PH) PELISSIER-ALICOT Anne-Laure (PU-PH)
PIERCECCHI-MARTI Marie-Dominique (PU-PH)
FERON Francois (PR) (69éme section)
TUCHTAN-TORRENTS Lucile (MCU-PH)
BOUCRAUT Joseph (MCU-PH)
CHRETIEN Anne-Sophie (MCU PH) BERLAND Caroline (MCF) (1ére section)
DEGEORGES/VITTE Joélle (MCU-PH)
DESPLAT/JEGO Sophie (MCU-PH)
ROBERT Philippe (MCU-PH)
VELY Frédéric (MCU-PH)
| MEDECINE PHYSIQUE ET DE READAPTATION 4905 |
I MALADIES INFECTIEUSES ; MALADIES TROPICALES 4503 IBENSOUSSAN Laurent (PU-PH)
VITON Jean-Michel (PU-PH)
BROUQUI Philippe (PU-PH)
LAGIER Jean-Christophe (PU-PH)
MILLION Matthieu (PU-PH) | MEDECINE ET SANTE AU TRAVAIL 4602 |

PAROLA Philippe (PU-PH)
STEIN Andréas (PU-PH)

ELDIN Carole (MCU-PH)

LEHUCHER/MICHEL Marie-Pascale (PU-PH)

| MEDECINE D'URGENCE 4805

[SARI/MINODIER Iréne (MCU-PH)

KERBAUL Francois (PU-PH) détachement
MICHELET Pierre (PU-PH)

MEDECINE INTERNE ; GERIATRIE ET BIOLOGIE DU
VIEILLISSEMENT ; ADDICTOLOGIE 5301

BONIN/GUILLAUME Sylvie (PU-PH)
DISDIER Patrick (PU-PH)

DURAND Jean-Marc (PU-PH)
EBBO Mikael (PU-PH)
GRANEL/REY Brigitte (PU-PH)
HARLE Jean-Robert (PU-PH)
ROSSI Pascal (PU-PH)
SCHLEINITZ Nicolas (PU-PH)

BENYAMINE Audrey (MCU-PH)



| MEDECINE GENERALE 5303 | NEPHROLOGIE 5203

GENTILE Gaétan (PR Méd. Gén. Temps plein) BRUNET Philippe (PU-PH)
BURTEY Stépahne (PU-PH)
CASANOVA Ludovic (MCF Méd. Gén. Temps plein) DUSSOL Bertrand (PU-PH)

JOURDE CHICHE Noémie (PU PH)
GUIDA Pierre (PR associé Méd. Gén. a mi-temps) retraite au 25/09/2(MOAL Valérie (PU-PH)

BARGIER Jacques (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps) ROBERT Thomas (MCU-PH)
CALVET-MONTREDON Céline (MCF associé Méd. Gén. a temps plein)
FORTE Jenny (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

JANCZEWSKI Aurélie (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps) | NEUROCHIRURGIE 4902

NUSSLI Nicolas (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

ROUSSEAU-DURAND Raphaélle (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps) DUFOUR Henry (PU-PH)

THERY Didier (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps) (nomination au 1,FUENTES Stéphane (PU-PH)
REGIS Jean (PU-PH)

| NUTRITION 4404 JROCHE Pierre-Hugues (PU-PH)
SCAVARDA Didier (PU-PH)

DARMON Patrice (PU-PH)
RACCAH Denis (PU-PH) CARRON Romain (MCU PH)
VALERO René (PU-PH) GRAILLON Thomas (MCU PH)

ATLAN Catherine (MCU-PH) disponibilité
BELIARD Sophie (MCU-PH)

MARANINCHI Marie (MCF) (66eme section)

NEUROLOGIE 4901

| ONCOLOGIE 65 (BIOLOGIE CELLULAIRE)
ATTARIAN Sharham (PU PH)
CHABANNON Christian (PR) (66eme section) AUDOIN Bertrand (PU-PH)
SOBOL Hagay (PR) (65eme section) AZULAY Jean-Philippe (PU-PH)
CECCALDI Mathieu (PU-PH)
EUSEBIO Alexandre (PU-PH)
| OPHTALMOLOGIE 5502 JFELICIAN Olivier (PU-PH)
DAVID Thierry (PU-PH) PELLETIER Jean (PU-PH)

DENIS Daniéle (PU-PH)
MAAROUF Adil (MCU-PH)

| PEDOPSYCHIATRIE; ADDICTOLOGIE 4904

DA FONSECA David (PU-PH)
POINSO Francois (PU-PH)

| OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE 5501 |
GUIVARCH Jokthan (MCU-PH)
DESSI Patrick (PU-PH) PHARMACOLOGIE FONDAMENTALE -
FAKHRY Nicolas (PU-PH) PHARMACOLOGIE CLINIQUE; ADDICTOLOGIE 4803
GIOVANNI Antoine (PU-PH)
LAVIEILLE Jean-Pierre (PU-PH) BLIN Olivier (PU-PH)
MICHEL Justin (PU-PH) MICALLEF/ROLL Joélle (PU-PH)
NICOLLAS Richard (PU-PH) SIMON Nicolas (PU-PH)

TRIGLIA Jean-Michel (PU-PH)

RADULESCO Thomas (MCU-PH)
BOULAMERY Audrey (MCU-PH)

REVIS Joana (PAST) (Orthophonie) (7eme Section)

| PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE 4502 | PHILOSPHIE 17




RANQUE Stéphane (PU-PH)

CASSAGNE Carole (MCU-PH)
L'OLLIVIER Coralie (MCU-PH)
TOGA Isabelle (MCU-PH)

LE COZ Pierre (PR) (17éme section)

MATHIEU Marion (MAST)

PHYSIOLOGIE 4402

| PEDIATRIE 5401

ANDRE Nicolas (PU-PH)
BARLOGIS Vincent (PU-PH)
CHAMBOST Hervé (PU-PH)
DUBUS Jean-Christophe (PU-PH)
FABRE Alexandre (PU-PH)
GIRAUD/CHABROL Brigitte (PU-PH)
MICHEL Gérard (PU-PH)

MILH Mathieu (PU-PH)
OVAERT-REGGIO Caroline (PU-PH)
REYNAUD Rachel (PU-PH)
TSIMARATOS Michel (PU-PH)

TOSELLO Barthélémy (MCU-PH)

BARTOLOMEI Fabrice (PU-PH)

BREGEON Fabienne (PU-PH)

GABORIT Bénédicte (PU-PH)
MEYER/DUTOUR Anne (PU-PH)
TREBUCHON/DA FONSECA Agnés (PU-PH)

BONINI Francesca (MCU-PH)
BOULLU/CIOCCA Sandrine (MCU-PH)
DADOUN Frédéric (MCU-PH) (disponibilité)
DELLIAUX Stéphane (MCU-PH)

LAGARDE Stanislas (MCU-PH)

RUEL Jéréme (MCF) (69éme section)
THIRION Sylvie (MCF) (66&me section)

| PSYCHIATRIE D'ADULTES ; ADDICTOLOGIE 4903

BAILLY Daniel (PU-PH)
LANCON Christophe (PU-PH)
NAUDIN Jean (PU-PH)
RICHIERI Raphaélle (PU-PH)

CERMOLACCE Michel (MCU-PH)

CHOLOGIE - PSYCHOLOGIE CLINIQUE, PCYCHOLOGIE SOCIAL

ASTOUL Philippe (PU-PH)
BARLESI Fabrice (PU-PH)
CHANEZ Pascal (PU-PH)

GREILLIER Laurent (PU PH)
REYNAUD/GAUBERT Martine (PU-PH)
16

AGHABABIAN Valérie (PR)

LAZZAROTTO Sébastien (MAST)

TOMASINI Pascale (MCU-PH)

| RADIOLOGIE ET IMAGERIE MEDICALE 4302

| RHUMATOLOGIE 5001

BARTOLI Jean-Michel (PU-PH)
CHAGNAUD Christophe (PU-PH)
CHAUMOITRE Kathia (PU-PH)
GIRARD Nadine (PU-PH)

JACQUIER Alexis (PU-PH)

MOULIN Guy (PU-PH)

PANUEL Michel (PU-PH) surnombre
PETIT Philippe (PU-PH)

VAROQUAUX Arthur Damien (PU-PH)
VIDAL Vincent (PU-PH)

STELLMANN Jan-Patrick (MCU-PH)

GUIS Sandrine (PU-PH)
LAFFORGUE Pierre (PU-PH)
PHAM Thao (PU-PH)
ROUDIER Jean (PU-PH)

IHERAPEUTIQUE; MEDECINE D'URGENCE; ADDICTOLOGIE 480]

PNEUMOLOGIE; ADDICTOLOGIE 5101

AMBROSI Pierre (PU-PH)
VILLANI Patrick (PU-PH)

DAUMAS Aurélie (MCU-PH)



| REANIMATION MEDICALE ; MEDECINE URGENCE 4802 |

GAINNIER Marc (PU-PH) | UROLOGIE 5204
GERBEAUX Patrick (PU-PH)

PAPAZIAN Laurent (PU-PH) BASTIDE Cyrille (PU-PH)

ROCH Antoine (PU-PH) KARSENTY Gilles (PU-PH)

LECHEVALLIER Eric (PU-PH)
HRAIECH Sami (MCU-PH) ROSSI Dominique (PU-PH)



Remerciements

Jury de thése :

J’exprime toute ma reconnaissance et adresse mes remerciements aux membres du

jury de cette these :

Au Président du Jury

Monsieur le Professeur Luc Xerri
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travail qui vous tenait a coeur, de m’'avoir conseillée et encadrée. Merci de m’'avoir fait
connaitre le monde de la biologie moléculaire et d’approfondir des connaissances
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et me former a vos cbtés, et c’est pour cela que je suis tant honorée de vous avoir a

mes cbtés pour mon travail de these.



Madame le Docteur Monique Cohen
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dévouement auprés de vos patientes et de votre entourage professionnel. J'ai pu
observer de pres au sein de ma famille ce dévouement et je vous en serais toujours
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l. INTRODUCTION

Le cancer du sein est le premier cancer de la femme en France mais des inconnues
demeurent. En effet, il s’agit d’'une maladie trés hétérogéne constituée de plusieurs
sous-types dont le profil biologique, le pronostic et la réponse aux traitements
different fortement.

Identifier les facteurs pronostiques permet d’'améliorer la connaissance de la biologie
et de I'histoire naturelle de la maladie et d’optimiser les stratégies thérapeutiques.
Ces derniéres années, bien que les traitements adjuvants aient largement démontré
leur efficacité sur la réduction du risque de rechute et du taux de mortalité, il a été
mis en évidence que, pour certains groupes de patients, la chimiothérapie n’apportait
pas de réels bénéfices par rapport a I'évolution naturelle du cancer. Chez les
patientes avec atteinte ganglionnaire (N1) ou non (NO), certaines données suggerent
gu’en cas de tumeur au stade précoce, HER2 négative exprimant fortement les
récepteurs aux cestrogénes, la chimiothérapie n’apporterait pas toujours de bénéfice.
Afin d’appliquer le traitement le mieux adapté a chaque patient en fonction du type et
de la gravité de sa maladie, il est nécessaire d’aborder le cancer du sein dans sa
complexité. Depuis quelgues années, se développent des biomarqueurs
moléculaires qui viennent, en plus des critéres cliniques et histologiques, en aide a la
prise de décision thérapeutique.

Notre travail a consisté en une étude rétrospective de 300 patients qui ont bénéficié
de la signature génomique Prosigna® a I'lPC. Nous avons étudié I'impact de ce test
dans la prise de décision de traitement adjuvant chez ces patients NO ou N1, RH+
HER2-. Cette étude nous a permis également d’étudier cette population et de se
concentrer sur l'intérét de 'immunohistochimie Ki67, un marqueur pronostique tres
controversé dans la pratique actuelle.

Dans une premiére partie, je présente les critéeres histo-cliniques qui permettent de
caractériser une tumeur du sein. La deuxieme partie détaille les classifications
moléculaires qui ont permis une nouvelle vision des tumeurs du sein. Je discute
ensuite les signatures génomiques, leur intérét dans la pratique, et particulierement

celui du développement du test Prosigna® au centre de notre travail.



A. Epidémiologie du cancer du sein

« Le cancer du sein se situe au 1* rang des cancers incidents chez la femme : 58
459 nouveaux cas de cancer du sein en France meétropolitaine en 2018.

o Taux d’incidence : entre 1990 et 2018, le nombre annuel de nouveaux cas de
cancer du sein chez la femme a presque doublé, passant de 30 000 a 58 400 cas
annuels, soit +1,1 % par an en moyenne.

o C’est le cancer qui cause le plus grand nombre de décés chez la femme, avec 14
% des déces féminins par cancer, 12 146 déces estimés en 2018. Il représente par
ailleurs prés de 8 % de I'ensemble des déces par cancer, tous sexes confondus

« Age médian au moment du déceés : 74 ans.

e Le taux de mortalité diminue d’année en année. La survie nette & 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. La survie nette standardisée sur I'age a 10 ans est de 76 %.
Cela s’explique en partie par 'amélioration des traitements et par un dépistage du
cancer du sein de plus en plus adapté au niveau de risque de chaque femme, qui
permet de diagnostiquer ces cancers a un stade précoce.

e Le cancer du sein chez ’'homme ne représente qu’environ 1 % des cas. Il est

souvent de mauvais pronostic.

L’évaluation des facteurs pronostiques d’'un cancer du sein dépend de plusieurs
facteurs histologiques et cliniques : son type histologique (selon la classification
OMS 2017), I'age du patient, la TNM (taille, statut ganglionnaire, et métastase), la
présence d’emboles vasculaires ou lymphatiques, le grade histologique SBR,
I'expression des récepteurs hormonaux et HER2 et I'expression du Ki67 (annexe

4 : niveau de preuve LOE des biomarqueurs).

B. Classification histo-clinigue

Classiquement, on distingue les cancers in situ et les cancers infiltrants (classification
OMS 2017 en Annexe 1).
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Figure 1 : Evolution naturelle du cancer du sein

1. Cancers in situ

Il s’agit d’'une prolifération de cellules malignes sans rupture de la membrane basale,
donc ne comportant pas de risque théorique d’extension extra-mammaire.

e Carcinomes canalaires in situ
Ce sont les plus fréquents, représentant 15 a 20 % des cancers du sein. La
prolifération intéresse les canaux de petit, moyen et grand calibre. Plusieurs types
architecturaux sont décrits et la classification actuelle se fonde a la fois sur le grade
cytologique et la présence ou non de nécrose. La limite est floue entre carcinome in
situ et Iésions dites paranéoplasiques, les hyperplasies atypiques.
La présence d’'une micro-infiltration (définie comme la présence d’un ou plusieurs
foyers infiltrant de 1 mm ou moins) doit étre précisée. Elle est d’autant plus fréquente
gue le grade est élevé et s’associe a un risque théoriqgue d’envahissement
ganglionnaire.

e Carcinomes lobulaires in situ
lls sont rares (environ 0,5 % des carcinomes mammaires) et sont actuellement plutét
considérés comme des marqueurs de risque de développer un cancer infiltrant
(risque de 8 par rapport a la population normale) qu’il soit homo- ou contro-latéral. La
fréequence de survenue d’un cancer infiltrant est estimée entre 20 et 30 % mais cette
survenue est tardive dans les 10 a 25 ans suivant le diagnostic. Le cancer infiltrant
gui se développe est, a part égale, lobulaire ou canalaire. Dans la classification de

2017, le carcinome lobulaire in situ est considéré comme une lésion "bénigne" et est



donc exclue de la classification pTNM de ’'AJCC mais toujours retrouvé dans la
pTNM de I'UICC.

2. Carcinomes infiltrants

On parle de carcinome infiltrant lorsque la prolifération tumorale dépasse la

membrane basale. L’origine du cancer serait I'unité terminale ductulo-lobulaire.
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Figure 2 : Anatomie de la glande mammaire

Plusieurs types histologiques sont décrits méme si la grande majorité des cancers
sont de type canalaire.

e Carcinome infiltrant de type non spécifique (CI-NST)
C’est la forme la plus fréquente, représentant environ 75% des carcinomes
mammaires. La majeure partie des études transcriptomiques porte sur ce sous-type,
et ont montré qu’il s’agit d’'un groupe trés hétérogéne avec des pronostics variables.
Il reproduit I'architecture des acini mammaires.

e Carcinome lobulaire infiltrant
Entité plus rare, représentant de 5 a 15 % des cancers infiltrants. Il est constitué de

petites cellules généralement régulieres et peu mitotiques, comportant une inclusion



de mucus dans le cytoplasme. Ces cellules sont non cohésives et se disposent
souvent « en file indienne > respectant les structures pré-existantes. Le pronostic
de ces cancers, longtemps donné comme meilleur, rejoint finalement celui des
cancers ductaux infiltrants.

e Nombreuses autres formes
Elles sont dites de « bon pronostic »> comme le carcinome tubuleux, composé
essentiellement de petits tubes a une seule couche de cellules tumorales régulieres ;
le carcinome mucineux qui est une forme rare de la femme agée, comportant de
larges flaques de mucus extracellulaire, au sein desquelles flottent des ilots de
cellules malignes ; le carcinome adénoide kystique ou cylindrome comportant
comme au niveau des glandes salivaires, une prolifération biphasique de petites
cellules basaloides et un contingent de cellules épithéliales, 'ensemble s’agencant
sur un mode cribriforme, tubulaire, trabéculaire ou massif ; le carcinome cribriforme
infiltrant constitue en majorité de travées infiltrantes d’architecture cribriforme avec
atypies légeres a modérées.
Certaines formes sont connues pour leur mauvais pronostic comme le carcinome
inflammatoire, défini sur des criteres cliniques (sein rouge, chaud, aspect de peau
d’orange, évolutivité rapide de la tumeur) et/ou pathologiques comme la présence

d’emboles dans les lymphatiques du derme superficiel.

3. Classification AJCC et TNM UICC 8°™ édition

La derniere classification TNM date de 2017 (Annexe 2).

Cette classification se base sur plusieurs criteres histologiques aprés une chirurgie :

- La taille est un facteur pronostic essentiel dans les cas avec et sans
envahissement ganglionnaire (Fitzgibbons et al. 2000), (Saadatmand et al. 2015).
La taille tumorale est corrélée a un risque potentiel métastatique. Les tumeurs de
moins de 10 mm, sans envahissement ganglionnaire, ont un potentiel métastatique
tres faible : 91 % de survie sans rechute a dix ans. Ce taux de survie sans rechute
diminue avec 'augmentation de la taille tumorale. (Spielman et al, 2000).
L’extension a la paroi thoracique ou a la peau, ainsi que le caractére inflammatoire

sont aussi des facteurs de mauvais pronostic.



pTO

pTis

pT1mi : STmm
pT1a: >1 et s5mm
pT1b : >5 et S10mm
pT1c: >10 et <20mm
pT2:>20 et <50mm
pT3:>50mm

- L’envahissement ganglionnaire confére un pronostic défavorable. Le
nombre de ganglions envahis, (Dabakuyo et al. 2008) ainsi que I'atteinte des
ganglions de la chaine mammaire interne et de I'’étage axillaire supérieur sont de
plus mauvais pronostic. Les cellules tumorales isolées et les micrométastases ont
une valeur pronostique plus incertaine. Plusieurs études rétrospectives ont montré
gue le pronostic des patients atteints de micrométastases isolées dans les ganglions
lymphatiques sont de méme pronostic que ceux des patients avec des ganglions
négatifs (Fitzgibbons et al. 2000), tandis que d'autres études ont suggére que ces
patients ont un pronostic plus mauvais associé a un risque accru d’envahissement

ganglionnaire (Deurzen et al. 2008; Viale et al. 2005).

pNO

pNO(i+) : cellules tumorales isolées ou groupe de cellules de taille
<0,2mm et ou <200cellules

pN1(mi) : micrométastase > 0,2mm et/ou >200 cellules mais <2mm
pN1:>2mm, 1 a 3 ganglions

- Les emboles vasculaires ou lymphatiques peuvent étre précisés en option
dans la pTNM et doivent apparaitre dans le compte rendu, il s’agit d’'un marqueur
pronostique. Ce sont des agrégats de cellules carcinomateuses, flottant dans la
lumiéere des vaisseaux lymphatiques ou sanguins péri-tumoraux.

La présence d’emboles vasculaires péri-tumoraux est un facteur pronostique
important pour la survie globale et la survie sans métastases chez les patientes sans
envahissement ganglionnaire (A. H. S. Lee et al. 2006; de Mascarel et al. 1998) ou
avec envahissement ganglionnaire (Ragage et al. 2010).

La présence des emboles vasculaires a montré un impact pronostique négatif
indépendant sur la survie globale, sans récidive et sans métastase chez les patientes
atteintes d'un cancer du sein précoce dans une étude mené par G. Houvenaeghel a

'PC (2019, article en cours de soumission).



Dans la pratique, on observe que certains patients récidivent malgré un traitement
complet alors que d’autres vont recevoir un traitement qui aurait pu étre évité du fait
de leur bon pronostic « intrinséque ». C’est dans ce sens que la nouvelle
classification AJCC/TNM superpose aux stades anatomiques (T, N, M) des stades
pronostiques (le Grade histologique, I'expression des récepteurs hormonaux, de
HER?2) en intégrant des biomarqueurs moléculaires.

Le développement des marqueurs biologiques pronostiques ou prédictifs a comme
objectif de mieux identifier les patients pour lesquels un traitement par chimiothérapie
adjuvante (CTA) pourrait étre évité ou a contrario indiqué. Certains d’entre eux
(Oncotype DX™  MammaPrint®) ont fait I'objet d’'une évaluation par 'INCa dans le

cadre d’un rapport publié en décembre 2013.

- Le grade histologique de Scarff Bloom et Richardson modifié (SBR) par
Elston et Ellis (Elston and Ellis, 1991) est le score le plus utilisé aujourd’hui en
Europe. Il prend en compte 3 critéres histologiques, cotés de 1 a 3 (détaillés en
Annexe 5) :

o ladifférenciation tubulo-glandulaire de la tumeur,

o le pléomorphisme nucléaire,

o le compte des mitoses. Le dénombrement des mitoses nécessite I'analyse de

10 champs conseécutifs dans la zone la plus mitotique de la lésion.

Il constitue un facteur pronostic essentiel pour le risque métastatique et la survie
globale, et de facon indépendante de la taille tumorale et de 'envahissement

ganglionnaire.

- Les Récepteurs Hormonaux (RH) : Récepteurs aux estrogenes (RE) et a
la progestérone (RP)

Il existe 2 types de RE, REa codé par le géne ESR1, et REB codé par le gene ESR2.
Le réle exact de REP est encore controversé et n’est pas recherché en pratique
clinigue courante. REa est un facteur de transcription appartenant a la superfamille
des récepteurs nucléaires. Le gene de REa se situe sur le chromosome 6.

Le récepteur comprend 6 régions distinctes (Kumar et al. 1987) parmi lesquelles :

- un domaine de liaison a ’ADN ou DNA-binding-domain, ou domaine C. Il permet la
fixation du récepteur nucléaire a des séquences spécifiques d’ADN dites « estrogen

responsive elements » (ERE).



- le domaine E qui contient le domaine de liaison a I'estradiol et la fonction
d’activation de la transcription AF2.

- le domaine A/B qui contient une fonction d’activation AF1 indépendante du ligand.
La liaison de I'estradiol a son récepteur au niveau du domaine E entraine une
activation, une modification conformationelle du REa ainsi que sa dimérisation. Le
complexe estradiol- REa va se lier aux ERE dans les régions promotrices des genes
régulés par I'estradiol et stimuler leur transcription. Il va ainsi réguler la croissance et
la différenciation cellulaire.

De nombreuses publications ont confirmé que le pourcentage de cellules tumorales
exprimant les RE a une valeur pronostique et prédictive importante : la survie
globale, la survie sans récidive et la réponse a I'hormonothérapie sont positivement

corrélées au taux de RE (Barnes et al. 1996, Harvey ey al. 1999).

Le RP appartient aussi a la famille des récepteurs nucléaires. Sa transcription est
contrdlée par 2 promoteurs distincts aboutissant a 2 isoformes, RPg-A et RPg-B
(Kastner et al. 1990). Ils peuvent tous deux se fixer sur les Progesterone Responsive
Elements mais ont des fonctions distinctes (Richer et al. 2002). Le RPg contrdle
I’activité transcriptionnelle de RE avec de fortes implications pronostiques et
thérapeutiques (Mohammed et al. 2015). Un taux élevé de RPg est associé a une
meilleure réponse au Tamoxifene avec augmentation de la survie globale (Ravdin et
al. 1992).

L’expression des RP est également un élément important. En effet, plusieurs études
ont confirmé une corrélation positive entre le niveau d’expression des RP et |la survie
globale, la survie sans récidive et la réponse a I’hormonothérapie et ceci,

indépendamment de I'expression des RE (Ogawa et al. 2004).

Il est clairement établi que la co-expression de ces deux récepteurs hormonaux (RE
et RP) est un facteur de bon pronostic et ce, d’autant plus que le niveau d’expression
est élevé. A 'opposé, une absence totale d’expression de ces deux récepteurs est
corrélée a un pronostic défavorable.

Les patients exprimant les RH sont éligibles a un traitement par hormonothérapie.



Les RH sont recherchés par technique IHC sur des coupes histologiques de tumeurs
fixées sur des structures tumorales invasives. La fiabilité de la technique
immunohistochimique dépend d’une technique rigoureuse : les méthodes pré-
analytiques et les régles d’interprétation doivent étre respectées.

Les résultats sont exprimés en pourcentage et en intensité moyenne de noyaux
marques.

Aux Etats-Unis, selon les recommandations ASCO/CAP, le seuil de positivité retenu
pour les RE et RP est de 1% (Hammond et al. 2010).

En France, le seuil retenu est de 10% (quelle que soit I'intensité du signal). Ce seuil
est confirmé par des études montrant que la majorité des tumeurs avec un taux
d’expression des RE compris entre 1 et 10% ne présentent pas un profil luminal
(lIwamoto et al. 2012) et ont le méme pronostic que les tumeurs n’exprimant pas les
RE (Yi et al. 2014).

- L’oncogene Her2 est localisé sur le chromosome 17, et code pour une
glycoprotéine transmembranaire a activité tyrosine-kinase.

Cette protéine est un récepteur de croissance cellulaire intervenant dans la
transduction des signaux de prolifération et de différenciation cellulaire.

Dans le cancer du sein, le géne codant la protéine HER2 est amplifié chez 15 a 20 %
des patientes. Cette amplification de la transcription est due a certaines mutations.
Au plan cellulaire, ce déréglement de HER2 induit une augmentation de la
croissance cellulaire et du potentiel métastatique. La surexpression d’HER2 est
associée a un mauvais pronostic. Ces tumeurs grandissent plus rapidement, sont
plus agressives et beaucoup moins sensibles a la chimiothérapie ou a
’lhormonothérapie. Le cancer HER2+ tend a étre plus agressif que tous les autres
types de cancer du sein (Salmon et al. 1987).

Le Trastuzumab, un anticorps monoclonal humanisé ciblant Her2, a transformé le
pronostic de ces patientes avec des preuves de son efficacité en phase métastatique
(Slamon et al. 2001; Marty et al. 2005), puis en adjuvant (Romond et al. 2005;
Piccart-Gebhart et al. 2005) et néoadjuvant (Gianni et al. 2010; Untch et al. 2010).
Recommandations pour la détermination du statut HER2 par IHC et HIS (en

Annexe 6).

- Les biomarqueurs moléculaires : ils seront détaillés dans une autre partie.
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- Un autre critere pronostique qui n’est pas pris en compte dans la classification
PTNM AJCC et UICC : L’age.

Un &ge jeune est associé a des taux de rechute et de mortalité plus élevés que ceux
rapportés en population générale. En effet, les cancers du sein survenant chez des
femmes tres jeunes correspondent le plus souvent a des formes avancées au
diagnostic et agressives. Un age avancé est plutdt associé a des criteres
pronostiques de faible agressivité. Un des problemes pour la prise en compte de
I’age est le cut-off qui n’est pas toujours consensuel (<35 ans ? <40 ans ? > 65 ou 70
ans ?). Quoiqu’il en soit, I'dge précoce ou avancé correspond le plus souvent a une
entité nosologique différente (C. Cluze et al., Influence de I’ 4ge au diagnostic sur le
pronostic de cancer du sein : bilan de la littérature et considérations

méthodologiques, 2010).

4. La place du marqueur de prolifération Ki67

La protéine Ki67 est exprimée dans le noyau au cours des différentes phases du
cycle cellulaire (G1, S, G2 et M) mais pas durant la phase de quiescence GO. Elle
permet de repérer les cellules non quiescentes inscrites dans le cycle de
prolifération. Son niveau d’expression peut étre évalué par le pourcentage de cellules
tumorales marquées par un anticorps anti-Ki67 en immunohistochimie (IHC).
L’analyse de son niveau d’expression est directement corrélée a I'index mitotique ; le
Ki67 est donc un marqueur de la prolifération tumorale.

Plusieurs études ont validé la valeur pronostique du Ki67 (niveau d’évidence 1 B)
avec un pronostic d’autant plus favorable que sa valeur est basse (Stuart-Harris et al.
2008, Luporsi et al. 2012). Le Ki67 est un facteur pronostic indépendant des autres
facteurs histologiques aussi bien chez les patientes NO que N+ (Azambuja et al.
2007).

Il a aussi une valeur prédictive de I'efficacité de la chimiothérapie néoadjuvante, pour
les tumeurs RH+ (Criscitiello et al. 2014) et RH- (Tan et al. 2014).

Par ailleurs, le marqueur Ki67, en association avec I'analyse de I'expression des RO,
des RP et de HER2, permet de proposer une classification moléculaire des cancers
du sein en pratique clinique. En effet, il a été montré que le taux de Ki67 était corrélé
avec la signature PAM50 et le sous-type moléculaire luminal A (Ki67 bas) ou B (Ki67

élevé) avec un seuil discriminant de 13,25 % (Cheang et al. 2009).
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Le Ki67 en tant que marqueur contribuant a affiner le regroupement des tumeurs
selon leur pronostic pourrait donc aider les praticiens a indiquer ou non un traitement
adjuvant.
Cependant, il existe plusieurs limites a la généralisation de I'analyse du Ki67.
- Le taux de Ki67, étant une variable continue allant de 0 a 100 %, les experts
internationaux peinent a déterminer un seuil consensuel de Ki67 pertinent en
pratique clinique. Par exemple, si I'on se référe aux conférences de Saint-
Gallen, on constate I'évolution suivante : en 2009, le panel d’experts proposait de
distinguer 3 catégories de Ki67, faible - 15 %, intermédiaire 16—30 % et haut > 30 %
(Goldhirsch et al. 2009) ; en 2011, il suggérait un seuil binaire a 14 % pour distinguer
les CS luminaux A des CS luminaux B (Goldhirsch et al. 2011) ; puis en 2013, ce
seuil était réévalué a 20 % (Goldhirsch et al. 2013) ; enfin, en 2015, il était
recommandé d’adapter le seuil de 20 % au niveau médian de Ki67 observé
localement dans chaque laboratoire (Coates et al. 2015).
- Les méthodes pré-analytiques influent sur sa positivite.
- Son interprétation visuelle est difficile et montre une grande variabilité avec une
hétérogénéité intra-tumorale spatiale et temporelle et une variabilité de son analyse
immunohistochimique intra- et inter-observateur et inter-laboratoire (Polley et al.
2013).
Néanmoins, le Ki67 représente un outil majeur pour caractériser les tumeurs du sein,
tant sur le plan de leur classification moléculaire que sur le plan pronostique et
thérapeutique.
Le Mibl est un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine Ki67 et présentant un
marquage nucléaire (site afagap) :
e Lecture du signal
o Prendre en compte toutes les intensités de marquage.
o Ne pas se focaliser sur les hot-spots (foyers de petite taille).
o Apprécier le marquage par « eyeballing » (appréciation appuyée a I'ceil) ou par
comptage manuel (au microscope ou sur écran).
e En cas d’hétérogénéité tumorale (par plages)
o Sectoriser la tumeur en 2 ou 3 surfaces maximum de niveaux d’index différents
au faible grossissement et apprécier la part occupée par chaque surface.

o Etablir chaque index sur 1 champ représentatif au grossissement x400.
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o Prendre en compte le différentiel de la densité cellulaire de chaque plage
(sachant qu’1 champ au x400 d’'une tumeur modérément cellulaire comporte
environ 500 a 700 cellules tumorales).

o Signaler la présence d’'une zone occupant plus de 30 % de la surface tumorale
et a index >30 % pour les tumeurs dont I'index Ki67 moyen se situe dans la zone
grise (tranche 11 a 30 %).

Pour pallier a la limite de I'hétérogénéité inter-observateur et inter-laboratoire et
obtenir des résultats reproductibles, des méthodes de comptage informatisées ont
été développées ces derniéres années. La preuve de leur robustesse et de leur

reproductibilité a été apportée par plusieurs études.

> Pour les patients présentant un cancer du sein RH+, il est intéressant de
disposer de biomarqueurs qui cibleraient ceux qui pourraient ne pas recevoir de
chimiothérapie. Le degré de prolifération cellulaire est un élément essentiel dans ce
choix, le Ki-67 est connu depuis de nombreuses années et est facilement réalisé par
les anatomopathologistes, mais il n’est pas considéré comme un standard dans la
pratique quotidienne. L’analyse de plusieurs études a montré qu’il s’agit d’un facteur
pronostique indépendant pour la survie sans rechute (DFS) avec un meilleur
pronostic pour les tumeurs RH+ et a permis I'obtention d’un niveau LOE I-B. Il est
cependant controversé du fait de son hétérogénéité dans son analyse inter-
observateur et inter-laboratoire. Une standardisation des techniques et des
méthodes de comptage est nécessaire pour utiliser le Ki-67 en routine et maintenir
un niveau LOE I-B. Un des développements majeurs pourra venir d'une méthode

d’analyse automatisée par des logiciels d’intelligence artificielle.

Certains facteurs sont pronostiques (age, taille tumorale, statut ganglionnaire, grade
tumoral, emboles vasculaires, statut des récepteurs hormonaux (RH) et de HERZ2,
Ki67) ou prédictifs de réponse aux traitements (RH et HER2) et influent sur nos
décisions thérapeutiques. Bien que le bénéfice du traitement adjuvant ait été
largement démontré sur la réduction du risque de rechute et du taux de mortalité, les
indications de la CTA dans certains groupes ont été probablement portées en
exces. L’évolution de la biologie permet de conjuguer la valeur pronostique de

plusieurs marqueurs en méme temps et non pris isolément, d'ou I'émergence de
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biomarqueur moléculaire ou signature génomique qui permettent d’aider a distinguer
ces patients et qui sont donc une aide supplémentaire dans la décision

thérapeutique.

C. Classification moléculaire des cancers du sein

Jusqu’a la fin des années 1990, seules les données histologiques et cliniques
permettaient de classer les différents types de cancer du sein.

Depuis les années 2000, une nouvelle facon de caractériser les tumeurs fait son
apparition : les analyses moléculaires qui se sont développées grace aux progres de
la robotique, de la bio-informatique et de I'analyse d’'images.

Les premiéres études d’expression génique des cancers du sein ont montré au
niveau moléculaire I'hétérogénéité de la maladie, déja suspectée au vu des données
cliniques et histologiques.

Le typage moléculaire a grande échelle permet de dresser un portrait moléculaire de
la tumeur par I'analyse d’un trés grand nombre de parametres et simultanée d’'un
grand nombre de tumeurs.

Le transcriptome est I'analyse de I'ensemble des transcrits d’un échantillon.
L’analyse du niveau d’expression de milliers de génes peut se faire par diverses
méthodes basées sur la PCR, le séquengage ou I’hybridation.

La technique des puces a ADN permet I’hybridation d’'un set d’ADN, ordonné sur un
support solide (cDNA array) avec une sonde complexe, préparée a partir de ’ARN du
tissu tumoral. Les sighaux émis sont quantifiés et analysés.

L’analyse des résultats peut se faire selon 2 approches :

- une approche différentielle : on cherche les genes exprimés de maniére
différentielle entre 2 types tumoraux.

- une approche en profil d’expression, supervisée ou non supervisée.

L’approche supervisée permet de caractériser des classes phénotypiques connues a
priori ou de prédire 'appartenance a une classe.

L’approche non supervisée permet, en mesurant les corrélations entre genes et entre
échantillons, de classer les échantillons selon leurs similarités et de définir des

clusters non connus a priori.
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1. Histologie du parenchyme mammaire

Pour comprendre la classification moléculaire qui se rapporte aux structures
normales du sein, il est nécessaire de faire un rappel concernant I'histologie du tissu
mammaire normal.

Les canaux et lobules sont bordés par deux types de cellules :

- Les cellules luminales qui bordent la lumiere des lobules et des canaux. Elles
expriment les cytokératines CK8/18, CK19.

- Les cellules myoépithéliales (ou basales) entourent les cellules luminales et sont
au contact de la membrane basale. Elles expriment les cytokératines CK 5/6, CK14,
CK17 et des marqueurs musculaires lisses comme I'actine musculaire lisse et p63.

- Il existe aussi des cellules souches progénitrices qui peuvent se différencier en

cellule basale ou luminale. Elles sont situées dans les canaux en faible nombre.

Cellule myoépithéliale

™ Cellule luminale

Cellule souche

Figure 3 : Histologie du tissu mammaire normal

2. Description initiale de la classification moléculaire

En 2000, I'équipe de Perou et Sarlie a publié dans Nature le premier article portant
sur la classification moléculaire des cancers du sein (Perou et al. 2000). Le point
essentiel de I'article est le développement d’'un systéme de classification des
tumeurs. L'analyse par « clustering » hiérarchique non supervisé des profils
d’expression génomique de nombreuses tumeurs a permis de distinguer cing
principales classes moléculaires de cancer du sein : Luminal A, Luminal B, HER2
enrichi (HER2+), Basal-like et Normal.

Ces groupes, définis par des profils génomiques, avaient la particularité de présenter
des caractéristiques différentes en termes d’incidence, de présentation clinique, de
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pronostic et de réponse au traitement. Ceci a permis d’affiner cette classification sur
plusieurs cohortes de patientes porteuses d’'un cancer du sein en utilisant un panel
de genes intrinséques. Ils ont montré que le groupe luminal pouvait étre subdivisé en
au moins deux sous-groupes de pronostic différent, Luminal A (bon pronostic) et
Luminal B (mauvais pronostic), sur la base notamment de la présence ou non d’'un
cluster de genes liés a la prolifération. (Sarlie et al. 2001, Sgrlie et al. 2003, Sotiriou
et al. 2003).

Cette classification a ensuite été validée par plusieurs plateformes d’analyse
transcriptionnelle pour différentes populations de patientes et sur différentes formes
anatomocliniques de la maladie. Elle permet de dégager des groupes de pronostic
different. Combinée a la classification histo-clinique classique (Birnbaum et al. 2004 ;
Charafe-Jauffret et al. 2005), elle représente une base nosologique et confirme
l'intérét de I'analyse transcriptionnelle.

L’avénement de cette classification moléculaire et sa forte corrélation avec les
caractéristiques clinico-pathologiques ont encouragé le développement de tests

génomiques simplifiés.

Nous allons détailler les sous types luminaux, qui sont ceux qui nous intéresse dans

notre étude ; les autres sous types sont décrits en Annexe 7.

3. Le sous type Luminal

Ce groupe comprend des tumeurs
- RE+
- expression génique proche de celle des cellules épithéliales luminales
- profil immunohistochimique caractérisé par I'expression de CK8/18 et CK19
- tumeurs de faible grade avec des formes histologiques particuliéres :
cribriforme, mucineux, lobulaire et carcinomes canalaires infiltrants de grade
histo-pronostique | et 1.
Au sein des tumeurs de sous type Luminal, 2 sous-types ont été distingués : les
tumeurs Luminal A et les tumeurs Luminal B.
Les tumeurs Luminal A ont une expression élevée de RE et de genes régulés par le
RE (GATA3, FOXA1...), une faible expression de genes liés a la prolifération et une

mutation de P53 dans 13% des cas.
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Les tumeurs Luminal B ont une expression plus faible de RE, une expression

moindre de genes régulés par le RE, une expression élevée des genes liés a la

prolifération et une mutation de P53 dans 66% des cas.

Le sous type Luminal A présente un pronostic plus favorable avec peu d’intérét a

recevoir une chimiothérapie contrairement aux tumeurs Luminal B qui sont associés

a un moins bon pronostic et pour lesquels il existe un intérét a recevoir une

chimiothérapie (Cheang et al 2009).
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D'aprés la notke de Prosigna® 2013,

Figure 4 : Les sous types luminal A et luminal B : pronostics différents
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Figure 5 : Survie sans maladie en fonction en fonction du type de cancer et du
traitement par chimiothérapie- essai DBCG77B (Nielsen TO et al., abstr.S1-08,

San Antonio 2015)
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Sur la base de cette classification moléculaire, une classification a été développé
pour prédire le sous type moléculaire en fonction des criteres histocliniques :
Luminal A pour les tumeurs exprimant les RH fortement et présentant un taux de
prolifération faible (K167 bas; compte mitotique bas, grade 1 ou 2).

Luminal B : pour les tumeurs exprimant les RH plus faiblement et présentant un taux
de prolifération fort (KI67 fort, compte mitotique élevé, grade 3).

Le seuil du Ki67 retenu est selon les sources de 14% ou de 20% (conférences de
saint Gallen 2011 et 2013).

> 4 L’avénement de cette classification moléculaire et sa forte corrélation avec les
caractéristiques clinico-pathologiques ont encouragé le développement de tests
génomiques simplifiés dans le but de mieux prédire le pronostic et la sensibilité aux

traitements d’'un cancer du sein a I'échelle individuelle

D. Les signatures génomiques

Une signature génomique (SG) est un type de biomarqueur quantifiant, le plus
souvent au sein d’'une tumeur, I'expression moléculaire d’'un panel de génes
sélectionnés (transcriptome).

L’objectif de ces tests est une aide a la décision thérapeutique.

Le résultat est rendu sous forme d’'un score génomique reposant sur une
construction mathématique complexe (modélisation/algorithme) qui sera interprété au
regard d’un seuil de décision pré-défini conduisant le patient a des prises en
charge différentes au méme titre que le seuil de positivité d’un test diagnostique
(marqueur positif ou négatif).

Depuis la définition des classes (sous-types) moléculaires par Perou, Sorlie et al. en
2001, de nombreuses SG ont été corrélées au pronostic métastatique du cancer du
sein.

La recherche des marqueurs biologiques, qu’ils soient déterminés par des méthodes
anatomopathologiques (immunohistochimie ou hybridation in situ), biochimiques ou
par biologie moléculaire, permettrait de mieux identifier les femmes qui ne vont pas
rechuter et donc pour lesquelles un traitement par chimiothérapie ne serait pas
nécessaire et pourrait étre évité. Une telle stratégie poursuit donc un objectif

important d’amélioration de la qualité de prise en charge des patientes, par
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I’évitement d’'une chimiothérapie pour des femmes qui n’en tireraient pas bénéfice et
en subiraient les effets indésirables.

L’intérét clinique d’'une SG dans le cancer du sein de stade précoce, comme tout
marqueur tumoral, peut résider :

- dans sa valeur pronostique qui correspond a sa capacité a prévoir I'évolution
clinique de la maladie en I'absence de traitement et donc a identifier les patients a
fort ou faible risque de rechute ;

- dans sa valeur prédictive qui correspond a sa capacité de prédire la réponse a un
traitement donné et donc de distinguer les patients pouvant tirer bénéfice de ce
traitement de ceux pour lesquels aucun bénéfice n’est a priori attendu.

L’utilité clinique d’'un nouveau biomarqueur tumoral devrait s’apprécier conjointement
par :

- un impact décisionnel sur les pratiques habituelles : capacité a modifier dans une
certaine mesure les décisions médicales ;

- un impact clinique sur I'état de santé : existence de preuves directes de

I’'amélioration du devenir clinique des patients avec la nouvelle stratégie.

Selon le rapport de 'HAS publié en 2019 « Utilité clinique des signatures
génomiques dans le cancer du sein de stade précoce », la population préalablement
ciblée pour I'évaluation des SG correspond aux patientes a risque intermédiaire qui
pourraient étre « au cas par cas » plus particulierement susceptibles de recevoir une
CTA en complément d’'une hormonothérapie adjuvante.

- tumeur infiltrante de stade pT1c-T2

- pNO-N1,

- hormono-dépendante,

- de statut immunohistochimique RE+/HER2-.

=>» soit environ 40 % des cancers infiltrants.
Cette population préalablement ciblée est constituée de trois sous-groupes de
patients :

- ceux pour qui il nexiste pas d’indication préalable de CTA;

- ceux pour qui l'indication de CTA reste incertaine ;

- ceux pour qui une indication de CTA est préalablement établie.
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L’ajout d’'une SG en supplément des critéres clinico pathologiques pourrait améliorer
la pertinence de la décision thérapeutique soit en levant I'incertitude chez ceux dont
l'indication de CTA reste équivoque, soit en désescaladant le traitement chez ceux
dont 'indication préalable de CTA est pourtant établie.

Dans l'idéal, les patients pourraient, sans perte de chances, ne plus se voir proposer
ce traitement générateur de complications (si score génomique faible), celui-ci
restant réservé a ceux pour qui le bénéfice serait suffisant (si score génomique
élevé). Pour les patients ayant obtenu un score génomique intermédiaire (avec

oncotype DX ou Prosigna), la discussion se fera au cas par cas.

Certaines SG ont été validées sur des séries indépendantes, ont un intérét clinique
et ont bénéficié d’'un développement commercial :

Quatre SG inscrites au Référentiel des actes innovants hors nomenclatures
(RIHN) sont actuellement financés par un acte global dans 'indication du cancer du
sein de stade précoce pour optimiser la décision de CTA : Oncotype Dx,
Mammaprint, Prosigna, Endopredict.

e Endopredict®, évalué de facon rétrospective sur une partie des patientes
incluses dans I'essai prospectif ABCSG-8, a montré une valeur pronostique
pour la récidive locale a 10 ans de tumeurs RE+/HER2- traitées par
Hormonothérapie (Fitzal et al. 2015). Elle évalue 12 genes (8 génes impliqués
dans la carcinogenése (BIRC5, UBE2C, DHCR7, RBBPS, IL6ST, AZGP1,
MGP et STC2) et 3 génes de contrble) : donnant un score génomique (score
EP, variant de 0 a 15) auquel sont secondairement intégrés la taille tumorale
et le statut ganglionnaire classant les patients en risque faible ou élevé
(Nielsen et al. 2010). Méthode d’analyse : qRT-PCR.

e MammaPrint®, La signature de 70 genes : Elle identifie 'expression de 70
genes impliqués dans les mécanismes de la cancérogenése (inhibition de
I'apoptose, prolifération cellulaire, invasion et angio-genése) (Tian et al. 2010).
Elle prédit le risque métastatique a 5 ans et stratifie les patientes en 2 groupes
: risque de récurrence faible et haut risque. Elle a été certifiée par la Food and
Drug Administration (FDA) en 2008 (age < 61 ans, taille tumorale < 5 cm,

pNO) et a été étudiée (pour des tumeurs RE+/RE— et pNO/N+) dans un essai
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prospectif international (MINDACT) (Cardoso et al, 2016). Méthode d’analyse :
Puce a ADN (ou plus récemment séquencgage haut débit).

e Prosigna®, le test mesure les niveaux d’expression de 50 génes (et 5
témoins) (PAM50) et établit un score ROR allant de 0 a 100. L’algorithme du
test integre également la taille tumorale et le statut ganglionnaire : il fournit le
sous type moléculaire (Luminal A/B, HER2 enrichi, basal-like), un risque de
récidive a 10 ans et un niveau de risque faible, intermédiaire ou élevé (Nielsen
et al.2010). Deux études (TransATAC et ABCSG-8) ont validé le test PAM50.
Méthode d’analyse : Hybridation ARNm nCounter®.

e Oncotype DX®, 21 genes (génes : voie des récepteurs hormonaux (RE, RP,
BCL2, SCUBE2), voie HER2 (HER2, GRB7), prolifération (Ki67, STK1, BIRC5
, CCNB1, MYBL2) et invasion ( MMP11, CTSL2) et 5 génes de contrdle),
fournissant un score de 0 & 100 qui permet de classer en 3 catégories : faible,
intermédiaire ou élevé. Validée dans un essai prospectif international
TAILORX (Sparano et al, 2020). Méthode d’analyse : qRT-PCR.

Tous validés cliniquement de maniere indépendante. Seul Oncotype DX® et
MammaPrint® ont jusqu'a présent été évalués pour leur valeur clinique dans le cadre
d'un essai prospectif randomisé. Cependant, Prosigna®, EndoPredict® sont

actuellement en cours d'évaluation dans de tels essais.

La premiere signature validée de facon prospective est européenne. Développée par
I’équipe du NKI d’Amsterdam, elle est commercialisée sous le nom de
Mammaprint®. Son utilisation a été validée par I'essai européen MINDACT publiée
en 2016, étude internationale prospective, randomisée, contrélée de phase lll,
menée a grande échelle. La population globale de I'étude (n= 6 693) était composée
d’'une population plus large que les autres études en incluant tous les profils
immunohistochimiques de cancer du sein NO ou avec 1 a 3 ganglions positifs
(contrairement aux criteres classique retenus RH+ HER2-). Dans cet essai, les
patientes ont été considérées comme présentant un risque faible ou élevé de
récidive de la maladie sur la base a la fois de MammaPrint® (désigné A) et de
critéres cliniques et pathologiques (désignés B). Aprés un suivi médian de 5 ans,

la survie a distance sans métastases pour les patientes identifiees comme étant a

haut risque sur la base des criteres B mais a faible risque sur la base du test
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MammaPrint® s'est avérée étre de 94,7% (bien au-dessus de I'hypothese nulle de
92%). Cette constatation a été obtenue indépendamment du fait que les patientes
aient recu ou non une CTA. Dans I'ensemble, il y a eu une réduction absolue de 14%
de l'utilisation de la CTA lors de l'utilisation des criteres A plutét que B, pour décider
de la stratégie de traitement. L'utilisation du test MammaPrint® chez tous les
patientes cliniquement a haut risque, tels que définis par MINDACT, entrainerait
cependant une réduction de 46% de I'administration de la chimiothérapie. Les
résultats de cet essai prospectif randomisé ont clairement montré que I'utilisation du
test peut modifier la pratique clinique en diminuant la fréquence d'administration de la
CTA aux patientes jugées a haut risque sur la base de facteurs cliniques et

pathologiques traditionnels.

La seconde signature validée de facon prospective est ameéricaine. Elle est
commercialisée par la compagnie Genomic Health. Le test est appelé Oncotype
DX®. Elle a été validée dans I'essai nord-américain TAILORX publié en 2018. Dans
cette essai clinique de phase Ill de non infériorité, les femmes atteintes d'une
maladie NO, RH+ et HER2- avec un Recurrence Score (RS) < 10 ont regu un
traitement par hormonothérapie seul ; celles avec un RS> 25 ont été traitées a la fois
par un traitement par hormonothérapie et une chimiothérapie, tandis que celles avec
un score intermédiaire (c.-a-d. 11-25) ont été randomisées pour recevoir un
traitement endocrinien avec ou sans chimiothérapie. Sur les 10 253 patients éligibles
de I'essai, 1626 (16%) présentaient un RS <11. Apres une période de suivi de 5 ans
pour ce groupe a faible risque, 93,8% se sont révélés exempts de maladie invasive
et 99,3% étaient indemnes de récidive dans un site éloigné, tandis que la survie
globale était de 98,0%.

MapQuant Dx (ou Grade génomique) est une signature moléculaire basé sur I'étude
de 97 génes, essentiellement des génes de prolifération. Le but de ce test est de
stratifier les tumeurs en bas grade (ou grade génomique 1) et haut grade (ou grade
génomique 3). Initialement sur tissu congelé, elle a été développée sur tissu inclus
en paraffine par technique RT-PCR.

Le Genomic Grade index peut mesurer la prolifération de la plupart des tumeurs et

démontre une valeur de classification et de pronostic supérieure aux méthodes de
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grading conventionnelles. Ces résultats ont été validés pour plus de 1 100 patients,
dont une étude publiée I'an dernier dans le " Journal of Clinical Oncology" (Loi S et
al.2007). En 2008, 3 études du MD Anderson Cancer Center (MDACC) ont permis de
valider que le Genomic Grade index était predictif du benefice de la chimiothérapie
(Symmans WF et al, 2008).

Comme l'index de prolifération Ki67, le grade génomique apporte des informations
complémentaires pour mieux prédire le risque de rechute a distance. (Ignatiadis, et
al. 2016)

Le test Prosigna®/ signature PAM50 est dit de deuxiéme génération, car il a été
développé et validé plus récemment en combinant la génomique des tumeurs a deux
criteres clinico-pathologiques a partir de 2009 / 2011. lIs sont ainsi définis par-rapport
aux tests comme Mammaprint et Oncotype Dx dits de lere génération car
développés uniquement sur la génomique des tumeurs a partir de 2002/2004.
Comme on l'a vu précédemment, les premiers travaux sur les classifications
moléculaires qui ont identifié les cing principaux sous-groupes moléculaires
reposaient sur des analyses non supervisées ou les tumeurs se rangeaient en
« clusters » selon la similarité de leur profil d’expression. Etant donné les limites de
ce type d’analyse pour la classification d’un seul échantillon tumoral, une technique a
eté développée, appelée SSP (Single Sample Predictor). Cette méthode a par la
suite été affinée pour aboutir a la construction de PAM50 (Prediction Analysis of
Microarray), basée sur I'expression de 50 genes différents.

En 2010, Parker et son équipe ont défini une « liste intrinseque » de 1906 génes,
établie d’aprés les classifications hiérarchisées de 4 études antérieures. lls en ont
dérivé une liste de 50 génes dont le niveau d’expression peut étre analysé a partir
d’ARN extraits de tumeurs fixées au formol et incluses en paraffine contrairement
aux méthodes initiales nécessitant du tissu tumoral congelé.

Le programme du National Cancer Institute, The Cancer Genome Atlas (TCGA), est
un programme pan-tumeurs qui a séquencé et caractérisé au niveau moléculaire
plus de 11000 cas de cancers primaires de différents types et localisation.
Concernant les cancers du sein, les analyses de 825 échantillons de tissus tumoraux
du sein et dADN sanguins couplés a confirmé les 4 sous-types intrinséques en

utilisant notamment la signature d’expression génique PAMS50, mais aussi la
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classification (ou clustering) hiérarchique non supervisée et la classification (ou
clustering) hiérarchique semi-supervisée (Prat et al. 2012, Bastien et al. 2012)

La PAM50 présentait une forte concordance avec les deux analyses en clusters
(P<0.001) étayant le réle de la PAM50 comme outil puissant de classification du
cancer du sein en sous-types intrinséques. Les recherches ont permis d’arriver a la
conclusion que les diverses altérations génétiques et épigénétiques convergeaient
sur le plan phénotypique vers les 4 principaux sous-types intrinséques de cancer du
sein suivants définis par la signature d’expression génique PAM50 : luminal A,

luminal B, HER2 enrichi et basal (Figure 6).

Figure 6 : Les sous types intrinséques ont une expression génique distincte

Prosigna® est une SG correspondant a un algorithme avec des calculs complexes

basés sur PAM50 et des criteres histo-cliniques.
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Figure 7 : Algorithme avec des calculs complexes basés sur PAM50 et des
criteres histocliniques
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Les deux variables anatomo-cliniques intégrées dans I'algorithme Prosigna® sont :

- la taille de la tumeur (a2 cmou >a 2 cm)

- I'atteinte ganglionnaire (0 a 3), les micrométastases étant considérées comme des
ganglions positifs.

La FDA (Food and Drug Administration) a agréé Prosigna® comme test diagnostic
décentralisé pouvant étre réalisé localement en France dans un laboratoire
d’anatomopathologie habilité permettant aussi d’accélérer la disponibilité du résultat.
Le modéle décentralisé permet des résultats et un délai d’exécution rapides et donne
la maitrise totale du processus aux anatomopathologistes et aux équipes des
laboratoires en France. Ceci permet d’éviter d'avoir a expédier des prélévements, de
réduire les délais d'exécution et les codlts, et également, d’augmenter la validité
analytigue dans les centres, car la technique est réalisée par le méme personnel
avec le méme mateériel.

La capacité du médecin de laboratoire a interagir directement avec le médecin
demandeur facilite grandement I'intégration de cette technologie « au lit du malade ».
L’analyse moléculaire est réalisée a partir de 'ARN isolé et extrait de I'échantillon
tumoral inclus en paraffine aprés sélection de la zone tumorale en fonction du
pourcentage de cellules tumorales par un anatomopathologiste. Puis les différentes
etapes (Hybridation, purification, comptage), qui seront détaillées dans la partie

Matériel et Méthodes, sont réalisées.

w > 12 > (3

Hybridation Purification Comptage

L K =
llJ‘Dl_.

Manipulation minimale Manipulation minimale lation minimale

Etape 1 1521 heures ounuitentiére ll Etape 2 2-3heures, automatisée [l Etape 3 2545 heures, automatisé

La nature multiplexe du dosage Les échantillons sont traités dans la L'analyseur numérique nCounter®Dx
permet a 'ensemble des 50 génes station de préparation nCounter® procéde au comptage numérique direct
d'étre hybridés dans un méme tube. totalement automatisée en suivant les de I'expression génique.

instructions a lécran.

| [

Sortie du rapport

Un rapport personnalise est génére
pour chague patiente d'aprés I'analyse
de I'expression génique.!

Le rapport peut étre utilisé par les
professionnels de santé pour orienter
leurs décisions clinigues.
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Figure 8 : Etapes du test Prosigna®
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Prosigna® met en ceuvre la signature d’expression génique PAM50 sur le systéme
nCounter® FLEX Dx. Le nCounter® FLEX Dx est une plateforme technologique
validée et reconnue dans plus de 750 articles scientifiques en Génomique et
Recherche sur le cancer et qui, contrairement aux anciennes méthodes par PCR
utilisées pour d’autres SG, ne nécessite pas d’enzymes ni d’amplification.
Le test fournit un rapport personnalisé avec en particulier : un score de risque de
récidive, une probabilité de récidive a distance a 10 ans, un niveau de risque, la
détermination du sous-type intrinséque et, en particulier, la distinction du sous type
Luminal A, du sous type Luminal B, ce dernier, de pronostic plus défavorable.

- Score RDR (Risque de Récidive)
Le score RDR est une valeur entiére comprise sur une échelle allant de 0 a 100. Le
score RDR est calculé en comparant le profil d’expression de 46 genes contenus
dans un échantillon avec les profils attendus pour les quatre sous-types intrinseques,
en vue de calculer quatre valeurs de corrélation différente. Ces valeurs de corrélation
sont ensuite combinées avec un score de prolifération et la taille des tumeurs pour
calculer le score RDR.
Il a été montré que le score Prosigna® RDR améliore la prédiction de survie dans la
population d’intérét et donne une information pronostique des plus performantes pour
aider a la prise de décision. Il est actuellement utilisé pour identifier parmi les
patientes N- surtout ou dans une moindre mesure celles avec moins de 3 ganglions
envabhis, les patientes qui pourraient éviter une CTA ou une extension de la durée
d’hormonothérapie (Laenkholm AV et al. 2018, Sestak | et al. 2018).
Un travail récemment publié montre que ce score RDR est corrélé avec un bénéfice
a utiliser une chimiothérapie a base d’anthracyclines et ce, surtout chez les patientes
HER2-enrichies (Jensen MB et al. NPJ Breast Cancer 2020).
De plus, une étude danoise a récemment montré qu’avec un méme score RDR les
patientes avec un cancer lobulaire avait un taux de récidive a distance (RD) plus
élevé que les cancers « canalaires » de méme score RDR (dans le RDR de risque
intermédiaire, le taux de RD est de 18% (95% CI, 10.1%-27.9%) pour le lobulaire
versus 9.7% (95% CI, 6.7%-13.4%) pour le « canalaire » (Laenkholm AVet al., Clin
Breast Cancer. 2020).
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- Probabilité de récidive a distance a 10 ans
Les scores RDR de 2 cohortes de femmes post-ménopausées souffrant d’'un cancer
du sein précoce RH positifs ont été comparés aux taux de survie sans récidive a
distance aprés chirurgie et un traitement pendant 5 ans par hormonothérapie
adjuvante suivi de 5 ans d’observation. Ces deux études ont débouché sur un
modeéle qui lie le score RDR a la probabilité de récidive a distance au sein de la
population testée, avec un intervalle de confiance de 95 %.

- Classification du risque
La classification du risque est également indiquée pour permettre l'interprétation du
score RDR a l'aide de valeurs de seuil liées au résultat clinique obtenu aupres des
populations testées.

Tableau 1 : Classification du risque par plage de RDR et état ganglionnaire

Etat ganglionnaire Plage RDR Classification du risque
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1/ Les études de validation clinique de Prosigna® fournissent des preuves de

niveaul en terme de validité clinique (Dowsett et al. 2010, Gnant et al. 2014).

L’étude TransATAC lancée en 2002 : étude de validation clinique concue de
maniere a confirmer que le score RDR fournit des informations pronostiques
supplémentaires sur la survie sans récidive a distance (DRFS) au-dela des variables
clinigues standards. Cette étude a été réalisée a partir d’ARN isolé des tissus
tumoraux mammaires prélevés d'un groupe de patientes qui avaient participé a
'essai ATAC (Arimidex, Tamoxifen Alone or in Combination). Cet essai ATAC de
9 358 patientes, randomisaient en double aveugle les patientes post-ménopauseées
atteintes d’un cancer du sein pour suivre une hormonothérapie (Arimedex seul,
Nolvadex seul, ou Arimidex et Nolvadex en combinaison) pendant 5 ans. Au total, 2
006 blocs ont été prélevés sur les 4 160 femmes atteintes d’'un cancer du sein
Hormono-dépendant. Parmi ceux-ci, seuls 1372 contenaient suffisamment de

cellules tumorales invasives pour mener a bien 'analyse a l'aide du test Oncotype
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Dx®, les résultats de I'étude ont cliniquement validé le score de récidive pour
'estimation de la survie sans récidive a distance chez les patientes post-
meénopausées souffrant d’'un cancer du sein RH+ traitées par HT (Dowsett et al.
2010). La firme Nanostring a utilisé L’ARN restant de I'étude Oncotype Dx. Au total,
1 017 patientes ayant participé a I'’étude Oncotype Dx avaient >500 ng d’ARN restant
et ont été testées dans le cadre de I'’étude de validation clinique NanoString. Le
critere d’évaluation principal était la survie sans récidive a distance (DRFS).

L’analyse primaire a montré que le RDR ajoutait des informations pronostiques
significatives au-dela de celles des covariables cliniques standards chez toutes les
patientes et dans tous les sous-groupes pertinents prédéfinis du point de vue
clinique. Il a été démontré que le RDR divisait les patientes en 3 groupes de risque,
avec des résultats significativement différents du point de vue statistique en
'absence d’envahissement ganglionnaire. Il a été observé que les sous-types
intrinséques Luminal A et Luminal B ont des scores DRFS et RFS significativement

différents, quel que soit I'état ganglionnaire.

Parallélement, une autre étude rétrospective a été réalisée a partir d’échantillons de
tumeurs mammaires FFPE collectées et archivées dans la banque de tumeurs de
I’Austrian Breast & Colorectal Cancer Study Group (ABCSG).

ABCSG est un organisme de recherche universitaire d’Autriche, qui méne des essais
clinigues de renommeée internationale pour étudier les cancers du sein et du colon.
Cette étude ABCSG-8 est basée sur un essai cliniqgue portant sur 3 858 femmes
post-ménopauseées atteintes d’un cancer du sein Hormono-dépendant modérément a
bien différencié qui ont été randomisées apres 2 ans de Tamoxifene avec 3 ans de
Tamoxifene ou 3 ans d’Arimidex® (Anastrozole).

Dans cet essai dont le critére d’évaluation principal était la survie sans récidive a
distance (DRFS) a 10 ans, les résultats révelent que la séquence 2 ans de
Tamoxiféne suivi de 3 ans d’Anastrozole améne des bénéfices modestes en survie et
toxicité (Dubsky et al, JCO 2012). A partir des 1 478 patientes disponibles pour
'analyse en utilisant le test PAM50, la prédiction du risque de récidive met en
évidence un niveau d’évidence clair pour la catégorie de bas risque avec un taux de
métastase a 10 ans inférieur a 3.5% rendant inutile I'adjonction d’'une chimiothérapie

dans cette catégorie (Gnant et al, Ann Oncol 2014).
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L’étude de validation analytique de Prosigna® dans différents laboratoires révéle
une précision et une reproductibilité élevées (Nielsen T, Wallden B, Scharper C, et
al., 2014).

En effet, I'objectif de cette étude a été d’évaluer 2 aspects importants de la
robustesse analytique de Prosigna® dans les laboratoires cliniques habilités : la
reproductibilité a partir du tissu et la précision a partir de ’ARN.

En partant des tissus, I'écart-type total du risque de récidive (RDR) n’était que de 2,9
points sur 3 sites indépendants.

La reproductibilité a été évaluée a partir d’'un panel de 43 blocs de tumeur sur 3 sites,
y compris examen indépendant de la lame colorée a I'H&E, macrodissection et
isolation de ’ARN par le personnel de laboratoire sur chaque site.

La concordance moyenne de la catégorie de risque, site a site, était > a 90 % et
aucun échantillon n’a changé de catégorie de risque en passant de risque faible a
risque élevé (ou vice-versa).

La concordance moyenne des sous-types moléculaires site a site était de 97%.
NanoString a obtenu un marquage CE pour son test Prosigna® en 2012, suivi par

I'autorisation de la FDA des Etats-Unis en septembre 2013.

Des données plus récentes démontrent aussi l'intérét de Prosigna® comme outil
pronostique chez les patientes ayant un cancer du sein de stade précoce,
RH+/HER2- en période d’activité génitale (pré-ménopausées), voire d’outil prédictif
(Jensen et al. 2018). De plus, il a été montré que la valeur pronostique des sous-

groupes moléculaires était indépendante du statut ménopausique (Liu et al, 2016)

2/ Etudes en vie réelle :
Les données dites "en vie réelle" permettent d'apporter un éclairage complémentaire
a celui disponible au moment de la premiére évaluation et d’'observer dans quelle
mesure les conditions des essais sont vérifiées dans la vraie vie.
La premiere étude génomique du cancer du sein sur une vaste population a I'échelle
nationale (2 722 patientes) « en vraie vie » a été menée par le Danish Breast Cancer
Group (DBCG). Les résultats du DBCG confirment la valeur pronostique de
Prosigna®, réaffirmant ainsi les données observées dans les études de validation
cliniqgue, dans une trés vaste population de patientes N- (1163) et N+ (1395). En
particulier, cette étude montre qu’indépendamment du statut ganglionnaire (N- ou
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N+), toutes les patientes classées bas risque avec Prosigna ont toutes un risque de
récidive a distance a 10 ans inférieur ou égal a 5%. Par ailleurs, Prosigna® identifie
avec précision les tumeurs de phénotype Luminal B (n=947) des tumeurs Luminal A
(n=1474) contribuant a I'utilité clinique du test : en effet les tumeurs Luminal B ont un
risque de récidive a distance a 10 ans de 18,4%, significativement plus élevé que les
tumeurs Luminal A : 7,6% (Lsenkholm et al. 2018).

Dans le rapport de 'HAS de 2019 sur I'utilité clinique des signatures génomiques, un
paragraphe est consacré aux remontées d’utilisation en vie réelle (données RIHN
2016-2017).

La Direction générale de I'offre de soins (DGOS) a transmis a la HAS le volume
d’environ 4 500 tests financés dans le cadre du Référentiel des actes Innovants Hors
Nomenclature (RIHN) au cours de I'année 2017.

Depuis avril 2016, les quatre SG de cette évaluation sont financées de facon
dérogatoire et transitoire par un acte global du RIHN conditionné par « un recueil
prospectif et comparatif de données cliniques ou médico-économiques ». Une étude
prospective randomisée multicentrique de 800 patientes avec pour objectif de
comparer lI'impact décisionnel des difféerentes SG sur la prescription de CTA avec un
suivi clinique prévu de cing ans (OPTIGEN — Promotion UNICANCER) était prévue.
A ce jour, cette étude francaise multicentrique (60 centres) n’a toujours pas
commence.

A cette étude comparative, s’est plutdt substitué un recueil indépendant par SG des
caracteéristiques des patientes testées et des données « d’'impact décisionnel » mais

sans données de suivi clinique.

3/ Etudes d’'impact décisionnel

Plusieurs études d’'impact décisionnel ont été menées en Europe, et en particulier en
France. Dans une étude de 2017, les résultats du test Prosigna® ont modifié le choix
d’'une CTA dans 18% (34 patients) des cas (p<0.001, test exact de Fisher). Il a été
montré une discordance globale concernant la détermination du sous-type
intrinseque dans 28% des cas entre les résultats moléculaires du test Prosigna® et
les résultats phénotypiques de I'lHC, soulignant I'importance du test Prosigna® basé

sur la PAM-50, reconnue comme la détermination optimale du sous type moléculaire.
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Le sous type moléculaire est reconnu par ailleurs comme une information
considérable dans la décision de choix de traitement adjuvant systémique dans le

cas des cancers du sein de stade précoce (Hequet et al 2017).

Prosigna® permet de donner une évaluation pronostique chez les femmes
atteintes d’un cancer du sein de stade précoce RH+, avec ou sans
envahissement ganglionnaire.

Il possede une utilité clinique démontrée : en apportant des informations
supplémentaires par rapport a I'histologie standard, en particulier, risque de récidive
et classification moléculaire. Prosigna® apporte des informations complémentaires
d’aide a la décision thérapeutique et a un impact décisionnel certain pour les
patientes, en particulier celles pour lesquelles il existe un doute quant au bénéfice
d’'une chimiothérapie versus ’hormonothérapie seule.

Ce test présente un enjeu individuel pour la patiente, celui de recevoir un
traitement ajusté a sa pathologie, d’éviter une chimiothérapie contraignante si celle-ci
n’apporte aucun bénéfice et un enjeu économique en terme de santé publique car

le cout du test est bien inférieur au colt d’'une chimiothérapie.

Comparaison des signatures entre elles

Les SG possedent peu de genes en commun (de 0 a 45) sur des milliers analyses.
Malgré cette absence de chevauchement, on remarque, dans toutes les signatures,
la présence de génes impliqués dans la prolifération cellulaire. Les différents
modeéles donnent des prédictions similaires en termes de pronostic. MammaPrint® et
Oncotype DX® ont une concordance dans leurs résultats comprise entre 77 et 81 %
(Fan et al. 2006). Cette tendance reste cependant discutée, d’autres études faisant
état d’un faible accord entre les signatures (plus de 50 % des échantillons ayant au
moins une affectation discordante) (Reyal et al. 2008).

Une étude récente (Sestak et al, 2018, parue dans le JAMA Oncology) a comparé
plusieurs de ces SG dans une étude rétrospective, concernant 774 patientes
ménopausées, RE+/HER2-, ayant recu une hormonothérapie seule. Les 6 signatures
pronostiques étaient : Oncotype DX, PAMS50, Breast cancer index, EndoPredict,
Clinical treatment score (N, T, grade, age, traitement), IHC4 (RE/RP/HER2/Ki67).

Selon les résultats, toutes les signatures testées apportent une information
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pronostique supplémentaire aux informations cliniques chez les patientes N-, et une
performance inférieure pour les patientes N+.

Node-negative patients (N=591) Node-positive patients (N=183)

IHC4 IHC4

BCI BCI BCl

RS RS RS

ROR ROR

EPclin

EPclin EPclin

Likelihood Ratio x2 Likelihood Ratio Ax?2 Likelihood Ratio x2 Likelihood Ratio Ax?

CTS=Clinical Treatment Score, IHC4=Immunohistochemical Score, BCl=Breast Cancer Index, RS=Recurrence Score, ROR=Risk of
Recurrence Score,EPclin=EndoPredict clinical

Values are given for prognostic information of each signature on its own (LR-x2) and when added to CTS (ALR-x2) in years 0-10 for
node-negative patients (left) and node-positive patients (right). Dotted line indicates significance level of 5% (LR-x2=3.84).

Figure 9 : Likelihood Ratio x 2 Values for Years 0-10, Comparison of the
Performance of 6 Prognostic Signatures for Estrogen Receptor—Positive Breast
Cancer

Au vu de toutes ces données, du développement des SG dans la pratique
clinigue et des problématiques soulignées, notamment sur I'utilisation de I'lHC
évaluant I’expression de l'index de prolifération Ki67, il semble intéressant d’évaluer
limpact que l'utilisation du test Prosigna® a eu dans notre pratique dans notre

institution et d’évaluer l'outil Ki67 qui reste trés controversé dans la pratique clinique.

E. Objectifs
Le test Prosigna® est réalisé a I'lPC depuis aout 2016. L’objectif de mon travail de

thése peut s’articuler selon 2 axes : des objectifs principaux, réalisant la colonne

vertébrale du travail et des objectifs secondaires.

Objectifs principaux :
- Déterminer I'impact de l'utilisation du test Prosigna® et de la signature
génomique PAM50 dans la prise en charge thérapeutique adjuvante des
cancers du sein RH+ HER2- a titre rétrospectif sur notre population de

patients traités dans notre institution.
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Comparer I’évaluation par analyse d’image du Ki67 dans la prédiction du
niveau de risque et du sous type moléculaire dans la cohorte de patients
pour laquelle le test Prosigna® a été effectué (risque évaluéau niveau
moléculairepar ce test) en le comparant a I’analyse manuelle du Ki67 qui
patit du probléme de variabilité inter-observateur dans I'interprétation de
FIHC.

Objectifs secondaires :

Description de la population et des résultats du test Prosigna® sur 300
patients.

Evaluer la concordance de I’évaluation du sous type moléculaire des
cancers du sein en fonction des criteres histologiques avec le résultat
du sous type moléculaire renseigné par le test Prosigna®.

Evaluation au sein des micromeétastases ganglionnaires du poids

attribué au statut ganglionnaire NO ou N+ dans le test Prosigha®.
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MATERIEL ET METHODE

A. Critéres d’inclusion

Depuis aout 2016, le test Prosigna® est réalisé a I'lPC en aide a la décision
thérapeutique, suite a une décision collégiale en Réunion de Concertation
Pluridisciplinaire (RCP) réunissant des oncologues, des chirurgiens gynécologiques,
des radiothérapeutes et des anatomopathologistes.
A la suite du test, les résultats étaient discutés en prenant en compte les critéres
clinico pathologiques, soit entre oncologues et patients, soit a nouveau en Réunion
de Concertation Pluridisciplinaire.
Entre aout 2016 et octobre 2019, 300 patients ont bénéficié du test. Parmi ces
patients, 208 étaient des patients suivis a I'lPC et 92 des demandes pour des
patients suivis a I'extérieur de notre institution.
Tous les tests étaient réalisés sur place a I'lPC dans le service Biopathologie par la
méme équipe de technicienne.
Il s’agissait de patients :
- De tout age
- Présentant une tumeur uni- ou pluri-focale du sein
- Tumeur pT1lb, pTlc, pT2 ou pT3
- Degrade SBR 1,20u3
- Ayant bénéficié d’'une prise en charge par tumorectomie ou mastectomie
premiere
- Exprimant les Récepteurs Hormonaux et ne présentant pas d’expression
HER2 (déterminé en immunohistochimie et pour HER2 plus ou moins par
hybridation in situ ou FISH)
- Présentant plus ou moins des emboles vasculaires
- Statut ganglionnaire : NO, NOi+, N1mi ou N1
- Ayant bénéficié d’'une RCP retenant l'indication de la réalisation du test
Le projet Ki-Pros-IPC 2019-014 a recu une décision favorable par le Comité de

Décision de la Recherche Clinique de I'lPC.
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B. Critéres d’indication de chimiothérapie ONCOpratik

Notre référentiel en terme d’indication de chimiothérapie est regroupé selon les
recommandations ONCOpratik, rédigées et appliquées a I'lPC, dans le contexte des
patientes RH+, HER2— (RO ou RP = 10% et HER2 = 0,1 ou 2 et HIS négative) :
- Si atteinte ganglionnaire par macromeétastase (N+) : indication de chimiothérapie
- si ganglion non atteint (NO) ou présentant des cellules isolées (taille < 0.2 mm et
moins de 200 cellules) ou micrométastases (entre 0.2 mm et/ou plus de 200 cellules
ET < a 2.0mm) (N1mi), I'indication de chimiothérapie se porte en fonction des
facteurs de risque de récidive suivants :

o Age <35 ans,

o Présence significative d’'emboles vasculaires péri-tumoraux

o Grade SBR2 associé a un ki67 >20%

o Signature a haut risque définie par les tests de signature moléculaire

Les indications de chimiothérapies dépendent des criteres de taille :
Pour les tumeurs pT1a (<5 mm), il n’est pas retenu d’indication de chimiothérapie
guels que soit les facteurs de risque.
Pour les tumeurs pT1b (>5 mm et <10 mm), on retient une indication de
chimiothérapie si au moins 2 facteurs de risque sont retrouves.
Pour les tumeurs pT1c (>10mm et <20mm), pT2 (>20mm et <50mm) et pT3

(>50mm), seul un facteur de risque est en faveur de la décision de chimiothérapie.

Cas particulier : l'atteinte macroscopique d’un seul ganglion en cas de carcinome
lobulaire et de carcinome tubuleux n’est pas une indication de chimiothérapie sauf en
cas d’autre facteur de risque surajouté.

Il s’agit toujours d’'une discussion, au cas par cas, en RCP, adapté aux bénéfices

attendus pour la patiente en fonction de son état général et de sa volonté.

C. Le test Prosigna ®

Le test Prosigna® est effectué sur I'’ARN isolé a partir des tissus tumoraux
mammaires FFIP prélevés au diagnostic, sur une zone tumorale identifiée par un
pathologiste, aprés examen d’'une lame colorée a 'lhématoxyline et a 'éosine (H&E).
Aprés cerclage de la zone d’intérét, le pathologiste mesure également la superficie

de la tumeur ainsi que la cellularité tumorale, et détermine ainsi le nombre de lames
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non colorées requises pour le test. Cette zone cerclée est macrodissequée sur des
lames non colorées correspondant a la superficie tumorale marquée sur la lame
colorée a ’hématoxyline et a I'éosine. Enfin ’ARN est extrait des tissus.

Deux variables anatomo-cliniques intégrées dans I'algorithme Prosigna® sont
nécessaires pour réaliser le test :

- la taille de la tumeur (a2 cmou >a 2 cm)

- I'atteinte ganglionnaire (0 a 3), les micrométastases sont considérées comme des
ganglions positifs (contrairement aux recommandations cliniques).

Le test Prosigna mesure le niveau d’expression de 50 genes cibles plus 8 génes
endogenes (pour la normalisation). L’ARN extrait des échantillons est hybridé sans
reverse transcription ni PCR, ce qui differe des autres tests et représente un réel
avantage sur des échantillons FFPE. Une fois I'hybridation multiplex effectuée, la
quantification est réalisée sur le systéme d’analyse nCounter DX (Nanostring).
L’analyse de ces 50 génes, associée a la taille de la tumeur et au nombre de
ganglions atteints permet, grace a l'algorithme, de rendre d’'un score RDR corrélé a
la probabilité de récidive a distance a 10 ans en intégrant la détermination du sous-

type intrinseque a des parametres histo-cliniques. Un rapport d’analyse est produit.

= Présentation du systeme de test
Le systeme d’analyse nCounter Dx de NanoString fournit des mesures directes et
multiplex de I’expression génique par le biais de relevés numériques de 'abondance
relative des transcrits d ARNm en procédant comme suit :
1) Hybridation de ’ARN au moyen de sondes de capture et rapporteuses
fluorescentes,
Le systeme d’analyse nCounter Dx utilise des paires de sondes spécifiques des
genes (Figure 10) qui s’hybrident directement avec I'échantillon d’ARNm en solution,
éliminant les réactions enzymatiques susceptibles d’introduire un biais dans les
résultats. Pendant la premiére étape du dosage, les sondes d’ADNc sont directement
hybridées avec une région comportant 70 a 100 paires de base de I'’échantillon
d’ARN en solution. La sonde rapporteuse fluorescente consiste en une séquence de
35 a 50 bases, complémentaire de la cible ARNm et d’'une séquence ADN squelette
unique qui s’hybride avec six segments dARN marqués avec I'un des quatre
colorants fluorescents : rouge (R), jaune (Y pour « yellow » en anglais), bleu (B) ou

vert (G pour « green » en anglais), réalisant un systeme de « barcoding ». Les
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segments fluorescents créent un « code couleur » fluorescent a six
positions/quadrichrome unique pour chaque cible. Une sonde de capture distincte
consiste en une séquence de 35 a 50 bases complémentaires de la cible ARNm et

de la biotine, qui sert a 'immobilisation sur une lame recouverte de streptavidine.
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Figure 10 : Hybridation du CodeSet avec ’ARNmM

2) Purification des complexes cible/sonde a I'aide de plaques de
préparation nCounter contenant les réactifs nécessaires au traitement post-
hybridation et a 'immobilisation sur la cartouche nCounter sur la station de
préparation nCounter,

Apreés I’hybridation, toutes les étapes de purification de I'’échantillon sont
automatisées sur la station de préparation nCounter. Dans un premier temps, les
sondes de capture et rapporteuses en exces sont éliminées (Figure 11) a l'aide

d’étapes successives de capture de billes magnétiques, suivies de la liaison des

complexes sonde-cible a des emplacements aléatoires sur la surface de la cartouche

nCounter via une liaison streptavidine-biotine (Figure 12). Enfin, les complexes

sonde-cible sont alignés et immobilisés (Figure 13) dans la cartouche nCounter.
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Figure 11 : Elimination des sondes rapporteuses en exces
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Figure 12 : Liaison des sondes rapporteuses hybridées a la surface de la
cartouche
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Figure 13 : Alignement et immobilisation des sondes rapporteuses hybridées

3) Analyse de la cartouche sur I’analyseur numérique nCounter en vue
d’obtenir le résultat du test.
Une fois le traitement de I’échantillon terminé, la cartouche est placée dans
I'analyseur numérique nCounter en vue de la collecte des données. Chaque
molécule cible d’intérét est identifiée par le « code couleur » généré par six spots
fluorescents ordonnés présents sur la sonde rapporteuse correspondante. Les
sondes rapporteuses qui se trouvent sur la surface de la cartouche sont ensuite
dénombrées et compilées pour chaque molécule cible, et traitées avec I'algorithme
(Figure 14).

Code Géne Nombre

= X 3

y 1

.e Z 2

Figure 14 : Collecte des données

Les sondes de capture et rapporteuses comprennent toutes des séquences de
sonde d’ADN uniques destinées a I'hybridation et la purification des cibles. Les
sondes de capture et rapporteuses sont combinées avec les contréles positifs et
négatifs pour former le CodeSet. Le systéme Prosigna® mesure simultanément les

niveaux d’expression de 50 génes utilisés par 'algorithme de classification des sous-
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types intrinseques, avec 8 génes domestiques utilisés pour la normalisation des
signaux, 6 contrdles positifs et 8 contrdles négatifs dans une réaction d’hybridation
unique utilisant des sondes d’acide nucléique congues spécialement pour ces genes.
Le kit Prosigna® comprend également un échantillon de référence composé de
cibles d’ARN transcrites in vitro pour chacun des 58 génes. L’échantillon de
référence est testé avec chaque lot d’échantillons d’ARN de patiente pour qualifier la

série et normaliser le signal de chaque géne.

= Principes de base de I’algorithme Prosigna® et calcul du résultat

L’algorithme se base sur le PAM50, soit le profil d’expression génique pour les 50
génes permettant d’affecter le cancer du sein a l'une des quatre classes
moléculaires, ou sous types intrinseques : Luminal A, Luminal B, HER2 enrichi ou
Basal-like. C’est ce que I'on appelle un « classifieur » (Perou et al. 2000).

Les profils d’expression génique types des quatre sous-types intrinseques ont été
retraités sur le systéme d’analyse nCounter en utilisant des échantillons de tumeurs
mammaires prélevés sur plusieurs sites cliniques en Amérique du Nord, servant de
référence et validés avec cette technique (Nielsen et al. 2014). Selon la valeur de la
corrélation de Pearson qui permet de dire si 2 variables continues sont liées entre
elles, I'échantillon testé de la patiente est affecté au sous type dont le centroide (ou
coeur de cluster) est le plus proche de son profil d’expression normalisé. C’est ainsi

gue le sous type moléculaire de la patiente est donné.
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Figure 15 : Analyse du profil d’expression du patient
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Le sous-type présentant la corrélation de Pearson la plus élevée est affecté a
I’échantillon de test de la patiente.

Ensuite, le calcul de l'algorithme qui intégre a ce sous-type des données histo-
cliniqgues renvoie a un score Prosigna : c’est le RDR (risque de récidive) sur une
échelle allant de 0 a 100 qui corréle avec la probabilité de récidive a distance a 10
ans pour les patients souffrant d’'un cancer du sein précoce exprimant les récepteurs
hormonaux. Le rapport indique aussi une catégorie de risque (faible, intermédiaire ou
élevé) qui est relatif a I'évolution clinique dans la catégorie testée, différente en

fonction du statut ganglionnaire N+ ou N-.

Dans notre institution, un résultat du test Prosigna® «risque élevé » est retenu
comme une indication de chimiothérapie, un résultat « risque faible » est retenu
comme une non indication. Pour les « risques intermédiaires » il a été choisi de se
baser sur le critere du sous type moléculaire, les sous types Luminal A ont été
considérés comme des risques faibles, et les sous types Luminal B, HER enrichi et

Basal ont été considérés comme des risques éleves.

D. Le logiciel QuPath

Concernant I'analyse du marquage immunohistochimique du Ki67, nous avons
recueillis les valeurs du Ki67 renseignés sur les comptes rendus
d’anatomopathologie, puis pour 129 des 300 cas, ou les lames étaient disponibles
sur site a I'lPC, nous avons réalisé une nouvelle analyse centralisée au microscope
optique. Nous avons ensuite digitalisé les images a l'aide d’un scanner Hamamatsu
Nanozoomer 2.0HT afin de pouvoir réaliser une analyse d’'image a I'aide du logiciel
QuPath pour le Ki67.
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Image 1: Logiciel QuPath
QuPath est une plate-forme logicielle en téléchargement libre sur internet, gratuite,
puissante et flexible pour I'analyse d'images de lames digitalisées.
Le logiciel a été créé a l'origine au Center for Cancer Research & Cell Biology de
Queen's University Belfast, dans le cadre de projets de recherche financés par Invest
Northern Ireland etCancer Research UK.
Le logiciel a été approuvé et a fait ses preuves dans plusieurs études récentes
(Loughrey et al. 2018, Bankhead et al. 2017, Berben et al. 2020).
Les lames sont dans un premier temps numérisées par un scanner de lame puis

ouverte dans le logiciel.

Image 2 : Ouverture d’une lame scannée d’immunohistochimie Ki67 dans le
logiciel QuPath

A l'aide du logiciel, nous pouvons sélectionner une zone représentative au sein de la

tumeur et lancer un comptage cellulaire.
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Image 3 : Sélection d’'une zone représentative
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Image 4 : Comptage cellulaire par le logiciel de toutes les cellules détectables
avec compte de cellules positives pour 'immunohistochimie et celles
négatives

La lecture d’'image permet de détecter les cellules en apprenant au logiciel a
reconnaitre les cellules tumorales, les cellules non tumorales et les cellules du

stroma environnant (fibroblastes, cellules inflammatoires...) en fonction de variables

de taille et par « entrainement » du logiciel.
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Image 5 : Apprentissage au logiciel a reconnaitre les cellules du stroma
environnant versus les cellules tumorales

Dans les tumeurs du sein, il s’agit d’'une étape primordiale, car le stroma tumoral,
souvent riche en fibrose et en cellules inflammatoires est trés variable d’'une tumeur a
une autre. Ceci peut impacter I'analyse du fait d’'une positivité du stroma qui peut étre
faussement comptabilisée. La technique d’analyse utilsée permet d’éliminer le
stroma du comptage.

Une fois que sont uniquement comptabilisées les cellules tumorales, on peut
apprendre au logiciel & évaluer le nombre de noyaux des cellules tumorales marqués
par I'lHC sur la totalité des cellules tumorales détectées, permettant ainsi I'obtention

d’'un pourcentage de positivité le plus précis possible.
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Image 6 : Comptage du nombre de cellules tumorales positives pour
Fimmunohistochimie versus les négatives, sans compter les cellules de
I’environnement tumoral
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E. Méthode d’analyses

Une partie des analyses a été réalisé avec le logiciel SAS, version 9.4 (The SAS
system, SAS Institute, Cary, NC, USA).

Une autre partie des analyses notamment pour I'analyse de corrélation des
différentes méthodes d’analyse du Ki67 ont été réalisé avec le logiciel GraphPad
Prism version 9.0.2 for Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA.
Les tests statistiques réalisés sont bilatéraux, et le seuil de significativité fixé égal a
5%. Les estimations seront fournies avec des intervalles de confiance a 95%.

Descriptif de la population :

Les caractéristiques des patients sont résumées dans un tableau descriptif ou sont
renseignées les proportions des différentes modalités des variables qualitatives ; les
médianes, moyennes et écarts-types seront quant a eux renseignés pour les
variables quantitatives.

Un test exact de Fisher (variables catégorielles), ou de Kruskal-Wallis (variables
continues) a été utilisé pour comparer les caractéristiques des patients en fonction

du niveau de risque.

Analyse des criteres principaux :

L’'impact de I'utilisation du test Prosigna® et de la signature génomique PAM50 sur la
prise en charge thérapeutique adjuvante des cancers du sein RH+ HER2- a titre
rétrospectif sur notre population de patients traités dans notre institution sera
déterminé comme suit : pour chaque patient, I'indication de chimiothérapie selon les
résultats du test Prosigna® sera comparée aux indications selon les critéres
d’indication de chimiothérapie Oncopratik par un test de McNemar.

Le test de McNemar permet de comparer deux échantillons appariés dont les valeurs
sont binaires. Il s'agit de tester lI'indépendance entre une variable explicative X type
avant/aprés test et une variable réponse Y type Indication chimiothérapie/non-
indication. Les données sont donc des mesures d'une réponse binaire Y (Indication
chimiothérapie/non-indication) sur les mémes sujets avant et aprés le test, c'est-a-
dire que nous sommes dans le cadre de données appariées. La facon la plus
explicite de présenter ces données est un tableau de contingence croisant en ligne le
statut Indication chimiothérapie/non-indication avant le test (en ligne) avec le statut

Indication chimiothérapie/non-indication apres le test (en colonne).
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Indication chimiothérapie Non indication chimiothérapie

apres test apres test el
Indication chimiothérapie b ——
avant test
Non indication chimiothérapie
avant test d gl
Total atc b+d n

Ceci permettra d’évaluer I'indépendance entre le test Prosigna® et l'indication de
chimiothérapie selon les criteres classiques (HO0). Si HO est rejetée (p<=0.05) on
considerera que le test Prosigna® a un impact significatif sur l'indication de
chimiothérapie.

Il en est de méme pour I'évaluation du Ki67 dans la recherche des valeurs seuils
pour tenter de prédire le niveau de risque et le sous type moléculaire.

Pour I'analyse des corrélations des techniques d’analyse du Ki67 entre elles et en
fonction des criteres histo-moléculaires nous avons utilisé la méthode de Tukey dans
I'’ANOVA (analysis of variance). Ce test permet de créer des intervalles de confiance
pour toutes les différences deux a deux entre les moyennes des niveaux de facteurs.
Lorsque nous effectuons des comparaisons multiples, la méthode de Tukey ajuste le
niveau de confiance de chacun des intervalles, de maniere a ce que le niveau de

confiance simultané obtenu soit égal a une valeur spécifiée.

Analyse des criteres secondaires:

Une étude de concordance entre I'évaluation du sous type moléculaire des cancers
du sein en fonction des criteres histologique avec le résultat du sous type moléculaire
renseigné par le test Prosigna® sera évaluée par la statistique de Kappa-Cohen (K).
La méthode de Kappa mesure le degré de concordance entre deux évaluateurs, par
rapport au hasard.

L’interprétation des résultats se fera comme suit :
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K Interprétation

<0 Désaccord

0.0—0.20 Accord trés faible
0.21—0.40 Accord faible

0.41 —0.60 Accord modéré

0.61 —0.80 Accord fort
0.81—1.00 Accord presque parfait

Si la p-valeur associée a la statistique K est <0.05, on considérera que I'accord

mesuré par le tableau ci-dessus n’est pas lié au hasard.

L’étude de concordance sera réalisée en considérant deux cut-off du K167 (a 14% et

a 20%) permettant de déterminer le sous-typage luminal : A si Ki67<cut-off et B

sinon.
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RESULTATS

A. Description de la population

Entre aout 2016 et octobre 2019, 300 patients ont bénéficié du test Prosigna® a
'IPC. Parmi ces patients, 208 étaient des patients suivis a I'lPC et 92 des demandes
pour des patients suivis a I'extérieur.

La moyenne d’age était de 58 ans (de 29 a 84 ans). 298 étaient des femmes et 2 des
hommes. Les chirurgies étaient équilibrées entre sein droit et sein gauche (142 seins
droits, 146 seins gauches et 12 cas ou le coté n’était pas renseigné).

Le statut post-ménopausique est retrouvé pour 148 patientes, pré-ménopausique
pour 75 patientes, et dans 77 cas, cette donnée était manquante (sachant que 2 sont
des hommes).

On notait une nette prédominance de la localisation tumorale au niveau du quadrant
supero externe par rapport aux autres localisations.

Le grade SBR était dans 28 cas SBR1, 211 cas SBR2, 51 cas SBR3 et 10 cas non
renseignes.

Aucune tumeur n’était pT1a, 22 tumeurs étaient classées pT1b, 159 étaient classées
pTlc, 112 pT2, 7 pT3.

Les emboles vasculaires étaient absents dans 202 cas, retrouvés mais rares dans 28
cas, et nombreux dans 57 cas. Cette donnée était manquante dans 13 cas.

Les RE et/ou RP apparaissaient dissociés dans 46 cas et les données étaient
manquantes dans 24 cas.

Le score HER2 était d’intensité 0 dans 100 cas, d’intensité 1 dans 85 cas, d’intensité
2 dans 90 cas (tous non amplifiés en HIS ou FISH et 1 cas équivoque en FISH).
Dans 25 des cas extérieurs, linformation était manquante (20 cas) ou
immunohistochimie était non réalisée et remplacée par une technique FISH
immédiate (5 cas), 4 étaient non amplifiées sauf 1 équivoque en FISH.

La moyenne du Ki67 dans la cohorte totale était de 19.53% [1%-80%]. La donnée
était manquante dans 18 cas.

La taille tumorale moyenne était de 20.59 mm [6-120mm].

Concernant le statut ganglionnaire, 213 cas ne présentaient pas d’envahissement
ganglionnaire, 22 cas des cellules isolées, 43 cas des micrométastases, 22 cas des

macromeétastases. Aucun cas ne présentait de rupture capsulaire.
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Tableau 2 : Description de la population générale

Age moyen 58,32 [29-84]
Sexe F 298 (99%)

H 2 (1%)
Statut ménopause (M) Post M 148 (49%)

PréM 75 (25%)

DM 77 (26%)
Chirurgie droite / Sein droit 142 (47%)

gauche

Sein Gauche

146 (49%)

DM 12 (4%)
Type chirurgie Tumorectomie 236 (79%)

Mastectomie 53 (18%)

DM 11 (3%)
SBR 1 28 (9%)

2 211 (70%)

3 51 (17%)

DM 10 (4%)
pT 1b 22 (7%)

1c 159 (53%)

2 112 (38%)

3 7 (2%)
Embole vasculaire Absent 202 (67%)

Rares 28 (10%)

Nombreux 57 (19%)

DM 13 (4%)
RE % 96,17% [30-100%]
RE score 1 4 (1%)

2 38 (13%)

3 236 (79%)

DM 22 (7%)
RP % 66,20% [0-100%]
RP score 0 24 (8%)

1 10 (3%)

2 57 (19%)

3 186 (62%)

DM 23 (8%)
HER2 score 0 100 (33%)

1 85 (28%)

2 90 (30%)

DM 25 (8%)
Ki moyen 19,53% [1-80%]
Taille tumorale 20,59 mm [6-

120mm]

Atteinte NO 213 (71%)
ganglionnaire NOi+ 22 (7%)
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N1mi 43 (15%)
N1 22 (7%)
Sous type Luminal A 136 (45%)
Luminal B 157 (52%)
HER2 5 (2%)
Basal 2 (1%)
Niveau de risque Faible 68 (23%)
Intermédiaire 110 (37%)
Elevé 122 (40%)

DM : Données manquantes
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Graphe 1 : Localisation tumorale

Au total, le sous type moléculaire était dans 136 cas Luminal A, dans 157 cas
Luminal B, dans 5 cas HER2 enrichi et dans 2 cas Basal.
Tous les cas HER2 enrichi ou Basal présentaient un risque intermédiaire avec une
probabilité de récidive supérieure a 10% ou des risques éleves.
La moyenne totale de risque de récidive a distance était de 15% [2%-44%)].
e Risque faible
68 patients ont eu un résultat en risque faible avec en moyenne une probabilité de
récidive a distance de 5% [2-7%] et un Ki67 moyen de 12.22% [1-35%].
Tous les patients qui ont eu un résultat risque faible était de sous type Luminal A.
e Risque intermédiaire
110 patients ont eu un résultat en risque intermédiaire avec en moyenne une
probabilité de récidive a distance de 11% [6-15%)] et un Ki67 moyen de 17.65% [1-
80%.

Sous type moléculaire : 56 Luminal A, 52 Luminal B, 1 Basal, 1 HER2 enrichi.
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e Risque élevée

122 patients ont eu un résultat en risque élevé avec en moyenne une probabilité de
récidive a distance de 23% [15-44%] et un Ki67 moyen de 24.91% [1-80%].
Sous type moléculaire : 12 Luminal A, 104 Luminal B, 1 Basal, 4 HER2 enrichi. Parmi

les 12 Luminal A en risque élevé tous présentaient une atteinte ganglionnaire (8N1m,

4N1)
Tableau 3 : Sous type moléculaire et risque
Risque faible | Risque Risque elévé
Intermédiaire

Luminal A 136 | 68 56 12 (8 N1mi et 4 N1)
Luminal B 157 |0 52 105
Basal 2 0 1 1
Her2 Enrichi 5 0 1 4

68 110 122

Tableau 4 : Evaluation des emboles vasculaires

EV non vus

EV rares

EV nombreux

Nombre de cas

202

28

57

Ki moyen

20.14% [1-70%]

25.71% [1-80%]

14.48% [1-40%]

Probabilité de récidive a
distance moyen

15%

17%

14%

Statut NO 147 (72.77%) 21 (75%) 35 (61.40%)
ganglion NOi+ 15 (7.42%) 1 (3.57%) 6 (10.52%)
Nimi 25 (12.37%) 4 (14.28%) 12 (21,05%)
N1 14 (6.93%) 2 (7.14%) 4 (7.02%)
Sous type  Luminal A 83 (41.8%) 11 (39.28%) 21 (38.88%)
molécu- Luminal B 114 (56.43%) 15 (53.57%) 35 (61.40%)
laire autres 4 (0.19%) 2 (7.14%) 1 (1.75%)
Niveau de  Faible 45 (22.27%) 6 (21.42%) 15 (26.31%)
risque intermédiaire | 71 (35.14%) 8 (28.57%) 24 (42.10%)

élevé

84 (41.58%)

14 (50%)

16 (28.07%)

L’absence ou la présence des emboles vasculaires sur notre cohorte de 287 patients

(13 données manquantes) sur nos observations ne semblent pas présenter de lien

avec le taux d’expression du Ki67, le statut ganglionnaire, le sous type moléculaire

ou le niveau de risque (absence de statistique).
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Tableau 5 : Evaluation des Récepteurs Hormonaux

RE % RE RP % RP score HER2
Cohorte 96.17 % [30- | 2.87 [1-3] | 66 % [0-100] | 2.46 [0-3] | 0.97 [0-2]
Risque élevé | 96.68 % [60- | 2.9 [2-3] 58.29 % [0- | 2.32 [0-3] 0.97 [0-2]
Risque 96.3% [30- | 2.78[1-3]| 71.29%[0- | 2.59[0-3] | 0.96 [0-2]
Intermédiaire 100] 100]
(IM) tous
Risque IM 95.38 % [50- | 2.77 [2-3] | 71.58 % [O- 2.6 [0-3] 0.80 [0-2]
luminal A 100] 100]
Risque IM 97.70 % [30- |2.84[1-3]| 74.10% [0- | 2.66 [0-3] 1.08 [0-2]
luminal B 100] 100]
Risque faible | 94.92 % [40- | 2.79[1-3] | 71 % [0-100] | 2.49[0-3] | 0.95 [0-2]
Luminal A 95.11 % [40- | 2.79[1-3]| 70.48 % [0- | 2.52[0-3] | 0.90 [0-2]
Luminal B 97.36 % [30- | 2.89[1-3] | 64.72% [0- | 2.46[0-3] | 0.99 [0-2]

Parmi les 46 cas présentant une dissociation au niveau immunohistochimique de RE
et RP, 27 cas étaient de sous type Luminal B, Her2 enrichi ou Basal, et 15 cas de
sous type de Luminal A. La majorité des cas présentaient un test Prosigna® a risque
elevé (27 cas), 10 cas en risque intermédiaire, et 9 cas en risque faible. La moyenne
du Ki67 (sur évaluation « manuelle ») dans cette sous population était élevee,
27.14% [1%-80%] versus une moyenne de 19.53% [1%-80%)] dans la cohorte totale.
Une dissociation des RH est le plus souvent observée dans les catégories de risque

eleveé et de sous type Luminal B, avec une moyenne du Ki67 plus éleve.

Un de nos objectifs principaux était de déterminer I'impact de ['utilisation du test
Prosigna® et de la signature génomique PAM50 dans la prise en charge
thérapeutique adjuvante des cancers du sein RH+ HER2- a titre rétrospectif sur
notre population de patients traités dans notre institution. Pour cela nous nous
sommes basés sur les criteres histo-cliniques et les criteres d’indications de
chimiothérapie spécifiés dans I'application ONCOpratik pour déterminer si il y avait
indication théorique ou non de chimiothérapie avant test Prosigna® puis d’appliquer
les changements apportés par le test. Nous nous sommes basés sur des
changements théoriques et non sur ce qu’il a été réellement décidé dans la pratique
du fait de décision théorique de chimiothérapie apporté par le test parfois pondérée

en fonction du bénéfice/risque, de décision oncogériatrique ou de désir du patient.
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Comme expliqué dans la partie Matériel et Méthodes l'indication de chimiothérapie
pour le test était considérée pour les niveaux de risque élevé et pour les niveaux de
risque intermédiaire de sous type Luminal B et la non indication pour les niveaux de
risque faible et les niveaux de risque intermédiaires de sous type moléculaire

Luminal A.

B. Résultats : indications de chimiothérapie et changement thérapeutique

suite au test Prosigna®

Parmi les 300 patients de la cohorte, pour 14 patients du fait de données
manquantes l'indication de chimiothérapie avant test n’était pas réalisable. Pour ces
14 patients, 9 patients ne présentaient pas d’indication de chimiothérapie apres test

et 5 présentaient une indication.

1. Description des modifications de décision de chimiothérapie suite au test

Prosigna® pour les 286 patients évaluables :

Une indication de chimiothérapie selon les criteres ONCOpratik aurait été retenue
pour 198 patients. Apreés le test Prosigna® cette indication était toujours retenue pour
137 patients (dans 26 cas la chimiothérapie n’a finalement pas été réalisée suite a
des décisions oncogériatriques de la balance bénéfice/risque ou du souhait du
patient de ne pas recevoir de chimiothérapie). Dans 61 cas, le test était en faveur
de rétrograder sur la décision de chimiothérapie (6 de ces patients ont tout de
méme recu une chimiothérapie du fait de découverte a distance de métastase ou du

fait de la volonté du patient).
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Indication de chimiothérapie (CT) avant test
(198)

l
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Organigramme 1 : Modification de la décision thérapeutique pour les cas ou il
existait une indication théorique de chimiothérapie en pré test selon les
critéres ONCOpratik

Pour 88 patients, la chimiothérapie n’aurait pas été retenue selon les critéres
ONCOpratik. Parmi ces patients, le test a confirmé la non indication pour 54 cas (une
patiente a tout de méme recu une chimiothérapie pour une raison non préecisee).
Dans 35 cas, le test était plutét en faveur d’une chimiothérapie (dans 9 cas la
chimiothérapie n’a finalement pas été réalisée suite a des décisions oncogériatriques
de la balance bénéfice/risque ou du souhait du patient de ne pas recevoir de

chimiothérapie), « upgradant » I'indication de chimiothérapie.
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Pas d'indication de chimiothérapie (CT) avant test (88)
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Organigramme 2 : Modification de la décision thérapeutique pour les cas ou il
n’existait pas d’indication théorique de chimiothérapie en pré test selon les
critéres ONCOpratik

Au total, un changement thérapeutique théorique s’observait chez 95 patients
sur 286 soit 33%.

2. Analyses statistigues de la modification de décision de chimiothérapie suite au test

Prosigna® pour les 286 patients évaluables :

Nous avons choisi d’analyser I'impact du test sur 'indication de chimiothérapie dans
un premier temps avec ce qui a été réalisé dans la pratique, c’est-a-dire en
considérant les patients présentant une (ou plusieurs) micrométastase(s)
ganglionnaire(s) comme des patients avec atteinte ganglionnaire N1.

En effet, 'un des questionnements sur le test Prosigna® est que, selon les
recommandations d’indication de chimiothérapie Oncopratik, les patients avec
micrometastase ganglionnaire sont considérés comme des patienst pNO, tandis que
le test Prosigna® les considére comme des patients pN1.

Donc nous avons également réalisé ses tests en considérant les patients
micrométastatiques comme des patients NO et non N1 pour voir si I'impact aurait été

différent.
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Tableau 6 : Impact du test Prosigna® sur I'indication de chimiothérapie (CT) en
considérant les patients micro-métastatiques comme N1

Indication de CT post test

AUC
Test Cat. Oui Non p-McNemar Concordance Sensibilité Spécificité [95%IC]
Indicati Oui 137 (47.90%) 61 (21.33%) 0.0056 66.78% 80.12%  46.96%  0.635
on de [0.581;0.69
CT pré ]

test

Non 34 (11.89%) 54 (18.88%)

Tableau 7 : Impact du test Prosigna® sur I'indication de chimiothérapie en
considérant les patients micro-métastatiques comme NO

Indication de CT pré test

AUC
Test Cat. Oui Non p-McNemar Concordance Sensibilité Spécificité [95%IC]
Indicati Oui 130 (45.61%) 67 (23.51%) 0.0003 65.61% 80.75% 45.97% 0.634
on de [0.58;0.687
CT pré ]

test
Non 31 (10.88%) 57 (20.00%)

Les résultats du test Prosigna® sur l'indication de chimiothérapie en considérant les
micro-métastases comme des ganglions N1 : le test Prosigna® a une influence
significative sur lindication de chimiothérapie avec une plus forte tendance a
rétrograder (21,33%) qu’a upgrader (11,89%) (Sensibilité = 80,12%, Spécificité
46,96%, p : 0,0056) la décision.

Si on considere les micro-métastases comme des ganglions NO, la tendance a
rétrograder est plus élevée (23,51%) (Sensibilité = 80,75%, spécificité = 45,97%, p :

0,0003). De ce fait, le niveau de risque évalué tient compte de ce paramétre clinique.

> 4 Nous avons déterminé I'impact de I'utilisation du test Prosigna® et de la
signature génomiqgue PAM50 dans la prise en charge thérapeutique adjuvante
des cancers du sein RH+ HER2- a titre rétrospectif sur notre population de
patients traités dans notre institution, avec une modification thérapeutique
dans 33% des cas, et une tendance significative majoritaire a rétrograder
'indication de chimiothérapie, permettant ainsi a 61 patients sur 286 d’éviter

une chimiothérapie.
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Par la suite, nous avons comparé I’évaluation par analyse d’image du Ki67 aux
technigues manuelles qui pétit du probleme de variabilité interobservateur
dans son interprétation. Nous avons également évalué sa corrélation au niveau
de risque et du sous type moléculaire mesuré par le test, dans la cohorte de
patients pour laquelle les lames d’immunohistochimie Ki67 étaient disponibles

sur site.

C. Reésultats de I’évaluation immunohistochimique Ki67 : Corrélation du

Ki67 et parameéetres histo-moléculaires

Pour cela nous avons dans un premier temps, analysé dans la cohorte totale (300
patients) les liens entre le Ki67 renseigné dans le compte rendu (CR)
anatomopathologique et le grade SBR, le sous type moléculaire et le niveau de
risque renseigné par le test Prosigna®.

Dans un deuxieme temps, pour 129 des 300 patients, nous avons réalisé sur les
lames d’'immunohistochimie Ki67 une relecture centralisée par un pathologiste du site
et digitalisé les lames afin de les rendre accessibles a une analyse d’image du Ki67
par le logiciel QuPath. Le but était de comparer le Ki67 obtenu dans le CR, celui par
relecture centralisée et le Ki67 obtenu par intelligence artificielle afin d’évaluer si une
technique d’analyse est mieux corrélée aux résultats du test et permet de réduire les
biais inhérents a linterprétation du Ki67 comme la variabilité inter- et intra-
observateur.

De plus, nous avons cherché a définir, a partir de ces données, un seuil qui
permettrait de prédire le sous type moléculaire et également un seuil qui permettrait
de prédire le niveau de risque rendu par le test et qui pourrait donc constituer un
élément supplémentaire dans l'aide a la décision thérapeutique pour les patients et
d’éventuellement passer outre l'utilisation du test ou de préciser les indications de la

réalisation du test.
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1. Concernant le Ki67 renseigné dans le compte rendu (CR)
d’anatomopathologie sur la cohorte totale :

Le Ki67 moyen a partir de I'analyse « manuelle » faite par la pathologiste local et
rapportée dans le CR de pathologie était de 19.53% [1-80%] (données manquantes

pour 18 cas sur 300 patients).
On observe une corrélation avec le grade SBR, le sous type moléculaire et le niveau

de risque Prosigna®.
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For each group, mean % of ki67 were compared between each grade
by one-way ANOVA and Tukey's multiple comparaisons test
*: p<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001 ; **** : p<0.0001

Pour le niveau de risque : 1 = niveau risque faible / 2 : niveau risque intermédiaire /
3 : niveau risque élevé

Graphe 2 : Ki67 moyen en fonction du niveau de risque, du sous type
moléculaire et du grade SBR

Il existe une augmentation du Ki67 moyen en fonction du niveau de risque
Prosigna®, avec un Ki67 moyen de 12.2% [1%-40%] pour les risques faibles,
17.65% [1%-80%] pour les risques intermédiaires et 24.91% [1%-100%] pour les
risques éleveés.

On observe également un Ki67 moyen qui varie en fonction du sous type
moléculaire : nettement plus faible de 12.64% [1%-40%] chez les patients Luminal A
et plus élevé a 24.59% [2%-80%] pour les patients Luminal B, 45% [20-70%] pour les
patients Basal like et 28% [5%-70%] pour les patients HER2 enrichi.

Le Ki67 évolue en fonction du grade histopronostiqgue, avec un taux moyen de
11.04% [1-30%] pour les grades SBR1, 18.56% [1-80%] pour les grades SBR2 et

27.94% [2-80%] pour les grades SBR3.
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2. Concernant le Ki67 ayant bénéficié d’une analyse avec le

logiciel QuPath, soit 129 cas :
L’analyse du Ki67 avec le logiciel QuPath a été réalisée sur 129 lames digitalisées.
Nous avons comparé cette analyse au Ki67 renseigné dans le CR (lecture
« manuelle » selon pathologiste local), et au Ki67 par analyse centralisée par un seul
et méme pathologiste expert. Je présente ci-dessous la description de la population
des 129 cas concernés (tableau 7).

Tableau 8 : Description des 129 cas analysé par logiciel QuPath

Age moyen 58,28 [32-82]
Sexe F 129 (100%)
H 0
Chirurgie droite/  Sein droit 65 (50%)
gauche Sein Gauche 64 (50%)
Type chirurgie Tumorectomie 96 (74%)
Mastectomie 33 (26%)
SBR 1 11 (9%)
2 90 (70%)
3 28 (21%)
pT 1b 3 (2%)
1c 73 (56%)
2 51 (39%)
3 2 (2%)
Embole vasculaire Absent 80 (62%)
Rares 19 (15%)
Nombreux 29 (22%)
RE % 97.12% [50-
100%]
RE score 2 16 (12 %)
3 113 (88%)
RP % 60.98% [O-
100%]
RP score 0 10 (8%)
1 6 (5%)
2 25 (19%)
3 88 (68%)
HER2 score 0 34 (26%)
1 44 (34%)
2 51 (40%)
Ki moyen QuPath 15.95% [0.81-
63.23%)]
Ki moyen Compte 14.62% [1-60%)]
rendu
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Ki moyen 18.33% [1-80%]

centralisé

Taille tumorale 21.19 [8-120]

(mm)

Atteinte NO 88 (68%)

ganglionnaire NOi+ 15 (12%)
Nimi 18 (14%)
N1 8 (6%)

Sous type Luminal A 58 (45%)
Luminal B 68 (53%)
HER?2 3 (2%)

Niveau de risque Faible 28 (22%)
Intermédiaire 44 (34%)
Elevé 57 (44%)

Les résultats obtenus pour les valeurs du Ki67 moyen (obtenu avec le logiciel
QuPath, ou renseigné dans le CR, ou obtenu suite a 'analyse centralisée) mettent
en évidence une corrélation avec le grade SBR comme avec le sous type
moléculaire Luminal A ou Luminal B mais aussi avec le niveau de risque Prosigna®.

Dans la cohorte de 129 patientes, la moyenne du Ki67 avec le logiciel est de 15.85%
[0.81-63.23%] versus 18.33 % [1-80%)] pour le Ki67 renseigné dans le compte rendu

d’anatomopathologie et 14,62 % [1-60%] pour le Ki67 en analyse centralisée.

- Grade SBR
100 =
804 T T T
§ 60 4 . - .
5
2 404 ,‘r .
ié : gﬁ i
ol :¥:
« CR = AP s+ QuPath

For each group, mean % of ki67 were compared between each grade
by one-way ANOVA and Tukey's multiple comparaisons test
*: p<0.05; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001 ; **** : p<0.0001

Graphe 3: Ki67 moyen en fonction du grade SBR concernant les 129 cas
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Concernant le grade SBR1, la moyenne du Ki67 par le logiciel QuPath est de 5.76%
[0,81-16,52%)], la moyenne du Ki67 renseigné dans le CR est de 6.55% [1-20%] et

pour le Ki67 moyen par analyse centralisée est de 5.36% [1-10%].

Concernnat le grade SBR2, la moyenne du Ki67 par le logiciel QuPath est de
16.18% [1,25-63,23%], la moyenne du Ki67 renseigné dans le CR est de 17.46% [1-
70%] et le Ki67 moyen par analyse centralisée est de 14.66% [1-60%].

Concernant le grade SBR3, la moyenne du Ki67 par le logiciel QuPath est de
19.91% [5,25-41,79%], la moyenne du Ki67 renseigné dans le CR est de 25.79% [7-
80%)] et le Ki67 moyen par analyse centralisée est de 18.14% [5-35%].

CR AP QuPath
100+ 100+ 100+
r,=0.3608 r,=0.3039 r,=0.2976
a0d p<0.0001 . sod p=0.0005 so{ p=0.0006
604 604 < 604
~ ~ ~
© 404 © 40 © 404
K4 E 4 L4
204 204 204
0 0 0

CR = Compte rendu d’anatomopathologie / AP : analyse centralisée par pathologiste

Graphe 4 : corrélation du Ki67 en fonction du grade SBR concernant les 129
cas

On observe une corrélation significative de 'augmentation du Ki67 en fonction du
grade SBR, que ce soit avec le Ki67 renseigné dans le CR ou le Ki67 obtenu par
ranalyse centralisée ou le Ki67 obtenu par QuPath.

Plus le coefficient de corrélation de Pearson (Rp) est proche de 1, plus la corrélation
est importante. Il semble donc que pour I'’évaluation du grade SBR, la corrélation est
Iégérement meilleure avec I'évaluation du Ki67 renseigné dans le CR (Rp= 0,3608

contre 0,3039 pour I'évaluation centralisée et 0,2979 pour le Ki67 obtenu avec

QuPath).
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- Niveau de risque
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For each group, mean % of ki67 were compared between each risk level
by one-way ANOVA and Tukey's multiple comparaisons test
*: p<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001 ; **** : p<0.0001

1 = niveau risque faible / 2 : niveau risque intermédiaire / 3 : niveau risque élevé

Graphe 5: Ki67 moyen en fonction du niveau de risque concernant les 129 cas

Pour les cas risque faible : le Ki67 moyen est de 5.73% [0.81-14.37%]. Pour les
lames qui ont été scannées et étudiées avec le logiciel QuPath, la moyenne du Ki67
renseigné dans le CR était de 8.96% [1-35%)] et la moyenne d’évaluation du Ki67

anayse par un seul et méme anatomopathologiste est de 6.62% [1-15%].

Pour les cas risque intermédiaire : le Ki67 moyen est de 13.57 [2.90-30.19%)]. Pour
les lames qui ont été scannées et étudiées avec le logiciel QuPath, la moyenne du
Ki67 renseigné dans le CR était de 17.30% [1-60%] et la moyenne d’évaluation du

Ki67 anaysé par un seul et méme anatomopathologiste est de 13.73% [2-30%].

Pour les cas risque élevé : le Ki67 moyen est de 22.58 [5.25-63.23%]. Pour les
lames qui ont été scannées et étudiées avec le logiciel QuPath, la moyenne du Ki67
renseigné dans le CR était de 23.74% [1-80%)] et la moyenne d’évaluation du Ki67

anayseé par un seul et méme anatomopathologiste est de 19.39% [3-60%].
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Graphe 6 : Corrélation du Ki67 en fonction du niveau de risque concernant les
129 cas

On observe une corrélation significative de 'augmentation du Ki67 en fonction du
niveau de risque que ce soit avec le Ki67 renseigné dans le CR, le Ki67 obtenu par
analyse centralisée ou le Ki67 obtenu par QuPath.

Plus le coefficient de corrélation de Pearson (Rp) est proche de 1, plus la corrélation
est importante. Il semble donc que pour I'évaluation des niveaux de risque, la
corrélation est Iégérement meilleure avec I'évaluation du Ki67 par QuPath (Rp=

0,6049 versus 0,5229 pour I’évaluation centralisée et 0,4163 pour le Ki67 renseigné

dans le CR).

- Sous type moléculaire

100+ ns ns ns 100+
ns e ns = ns
80+ . 80+ .
L1 -
g 60+ . [ : g 60 . . *
r~ * . ~ . N
© - n © .
— 404 — .
K3 : ode " [T ey X 40 : " - &
- Py O . n
20] o { = i 204 = - 5
| I * |
O'_E T T i T T ; ‘I T 0- T T T
A BHERZ A BHERZ A B HER2 A B A B A B
Sous-Type Sous-Type
« CR = AP +  QuPath + CR = AP +  QuPath
For each group, mean % of ki67 were compared between each sub-type For each group, mean % Ofgﬁxm‘gi;:;?_;';g?md between each sub-type
by one-way ANOVA and Tukey's multiple comparaisons test * p<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001 ; **** : p<0.0001

* p<0.05; ** : p<0.01; ***: p<0.001 ; **** : p<0.0001

Graphe 7 : Ki67 moyen en fonction du sous type moléculaire concernant les
129 cas (graphe de gauche en prenant en compte tous les sous types
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moléculaires, et graphe de droite en ne conservant que Luminal A et Luminal
B)

Pour le sous type moléculaire Luminal A, la moyenne du Ki67 par le logiciel
QuPath est de 8,72% [0,81-29,73], la moyenne du Ki67 renseigné dans le CR est de
11,21% [1-40%] et le Ki67 moyen par analyse centralisée est de 8,91% [1-40%].

Pour le sous type moléculaire Luminal B, la moyenne du Ki67 par le logiciel
QuPath est de 21,90% [3,89-63,23%], la moyenne du Ki67 renseigné dans le CR est
de 24,49% [5-80%] et le Ki67 moyen par analyse centralisée est de 19,50% [2-60%].

Pour les sous-types moléculaires, les résultats sont a peu prés équivalents entre les
différentes techniques pour évaluer les sous types Luminal A et Luminal B mais le
Ki67 évalué par QuPath semble présenter moins de variabilité que les autres

techniques.
Il semble exister 2 sous-populations dans le sous type Luminal B avec I'’évaluation du
Ki67 par QuPath (>30%). Il pourrait &tre intéressant, de rechercher une différence
d’évolution clinique entre ces 2 sous-groupes de patientes.

1001

801 Sous Type
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- B
HERZ2 enrichi
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204

0 =
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Graphe 8 : variation du Ki67 en fonction des différentes techniques
d’évaluation et du sous type moléculaire concernant les 129 cas

100+

50+ — AP -AUC =10,8576
CR- AUC =0,8229
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Graphe 9 : courbes ROC : Ki67 en fonction des différentes techniques pour
évaluer le sous type moléculaire
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Si on compare les techniques en terme de sensibilité et spécificité (courbe ROC), la
technique Qupath est Iégérement plus efficace (AUC (Area under curve) permet de
comparer les courbes, plus il est élevé, meilleur est le résultat). L’AUC obtenue avec
la technique QuPAth est supérieure aux autres techniques (0,8797 versus 0,8576

pour I'analyse centralisée et 0,8229 pour le Ki67 du CR).

CR AP QuPath
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Graphe 10 : Corrélation du Ki67 en fonction du sous type moléculaire
concernant les 129 cas

On observe une corrélation significative de I'augmentation du Ki67 en fonction du
sous type moléculaire, plus élevé pour Luminal B que Luminal A, que ce soit avec le
Ki67 renseigné dans le compte rendu, que le Ki67 obtenu par analyse centralisée ou
le Ki67 obtenu par QuPath.

Plus le coefficient de corrélation de Pearson (Rp) est proche de 1, plus la corrélation
est importante. Il semble donc que pour I'évaluation du sous type moléculaire, la
corrélation est Iégérement meilleure avec I'évaluation du Ki67 par QuPath (Rp=

0,5925 versus 0,5456 pour I’évaluation centralisée et 0,4832 pour le Ki67 renseigné

dans le compte rendu).

On peut aussi mettre en évidence une meilleure évaluation du sous type moléculaire
et du niveau de risque lorsque le Ki67 est analysé par une seule et méme personne
plutét que par plusieurs pathologistes (réduction du biais inter-observateurs et inter-
laboratoires). Les deux techniques étant moins efficaces que I'analyse par Qupath

(qui réduit le biais d’analyse inter-observateurs, inter-laboratoires et intra observateur

par une meilleure reproductibilité).
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Ceci est souligné également par la corrélation des techniques entre elles qui révele
une meilleure concordance de I'analyse QuPath avec I'analyse du Ki67 centralisé

plutét que le Ki67 renseigné dans le CR.
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Graphe 11 : Corrélation des techniques entre elles

> Nos analyses montrent, par les différences obtenues entre le Ki67
renseigné dans le CR d’anatomopathologie et le Ki67 obtenu par P'analyse
centralisée (bien que les deux soient corrélés aux criteres histo-moléculaires
du cancer du sein), la problématique principale dans I’analyse du Ki67 est une
hétérogéneité inter-observateur majeure. Nous avons donc réalisé une analyse
par intelligence artificielle qui permet de s’affranchir de ce biais par une
analyse fiable, précise et reproductible.

Les Ki67 obtenus par intelligence artificielle présentent, par rapport aux Ki67
analysés par les pathologistes, moins de variabilité et de meilleures
corrélations avec le niveau de risque et I’évaluation du sous type moléculaire
renseignés par le test Prosigna®.

La technique d’analyse par intelligence artificielle semble la mieux adaptée et
la mieux corrélée aux résultats du test Prosigna®. Afin de savoir si le Ki67
pourrait étre utilisé pour se substituer au test, il serait indiqué de réaliser une
étude prospective avec une cohorte plus importante, en scannant les lames
d’IHC Ki67, afin de réaliser une analyse par le logiciel QuPath, et en utilisant

des seuils de Ki67 pour I'indication de réalisation du test Prosigna®.
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Nous avons par la suite cherché a déterminer pour les trois types d’analyse,
des seuils pour évaluer le sous type moléculaire et le niveau de risque du test
Prosigna :
3. Seuil du Ki67 pour déterminer le sous type moléculaire

Nous avons ensuite essayé de déterminer un seuil pour déterminer avec
I'apport du Ki67 le sous type moléculaire du test Prosigna®. Le seuil du Ki67 a été
réalisé a l'aide de courbes ROC, il correspond a la distance minimale du point de
sensibilité et de spécificité maximales de cette courbe.

Tableau 9: Recherche d’un seuil du Ki67 pour déterminer le sous type

moléculaire
Sous-typage luminal
du test
Kappa p-
Concord Sensibil Spécifi statistic p- Interprétati  McNem
Test Seuil  Cat B A ance ité cité [95%IC] Kappa on kappa ar
Ki67 220 B 105 31 71.64% 69.08% 74.80 0.433 <.0001 Accord 0.0700
dossier (%) (38.18%) (11.27%) % [0.328;0.539 modéré
sur la ]
cohorte
totale <20 A 47 92
(17.09%) (33.45%)
Ki67 213 B 55 12 80.16%  80.88% 79.31 0.601 <.0001 Accord fort 0.8415
anapath (43.65%) (9.52%) % [0.461;0.741
centralisé ]
(%) pour
les 129 <13 A 13 46
patients (10.32%) (36.51%)
Ki67 21356 B 55 12 80.16%  80.88% 79.31 0.601 <.0001 Accord fort 0.8415
Qupath (%) (43.65%) (9.52%) % [0.461;0.741
pour les ]
129
patients < A 13 46
13.56 (10.32%) (36.51%)
Ki67 =20 B 48 10 76.19%  70.59% 82.76 0.527 <.0001 Accord 0.0679
dossier (%) (38.10%) (7.94%) % [0.381;0.673 modéré
pour les ]
129
patients <20 A 20 48

(15.87%)  (38.10%)

Courbes ROC en annexe 11

Pour la cohorte totale, nous avons déterminé pour les Ki67 fournis dans le compte
rendu d’anatomopathologie un cut off a 20% (sensibilité : 69.08%, spécificité :
74.80%).

Pour les 129 patientes, ou le Ki67 a pu étre obtenu par analyse du logiciel QuPath on
observe un cut off pour déterminer le sous type moléculaire a 13,56% (sensibilité :
80,88%, spécificité : 79,31%).
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Pour le Ki67 renseigné dans le dossier, le cut off est toujours de 20% et pour la

analyse centralisée de 13%.

Le p-Kappa montre qu'il y a significativement un accord fort entre le Ki67 renseigné

par QuPath et le sous type Luminal. Cependant, le p-McNemar montre qu’il n’y a pas

de différence significative entre les proportions de mal classés selon le seuil avec

une p-valeur a 0.8415 et ce quelle que soit la technique d’analyse du Ki67 utilisée.

4.

Seuil du Ki67 pour déterminer le niveau de risque
Nous avons ensuite essayé de déterminer un seuil pour déterminer a 'aide du Ki67

le niveau de risque du test Prosigna®. Le seuil du Ki67 a été réalisé a 'aide de

courbes ROC. Il correspond a la distance minimale du point de sensibilité et de

spécificité maximales de cette courbe.

Pour I'’évaluation des niveaux de risque se pose le probléme des cas intermédiaires,

dont la prise en charge se fait au cas par cas. Nous avons donc choisi de réaliser

une évaluation du seuil en ne prenant en compte que les risques élevés et les

risques faibles et ensuite de répéter cette évaluation en répartissant les cas

intermédiaires dans le risque faible et le risque élevé selon leur sous type

moléculaire : tumeurs Luminal A au sein des risques faibles et tumeurs Luminal B au

sein des risques éleveés.

Tableau 10 : Recherche d’un seuil du Ki67 pour déterminer le niveau de risque,
en ne prenant en compte que les patientes arisque faible et élevé

Niveau de risque

p-valeur
p- AUC (wilcoxon
Test Seuil Cat. Elevé Faible McNemar Concordance Sensibilité Spécificité [95%IC] ou khi2)
Ki67 >= Eleve 83 15 0.0047 70.34%  75.00%  0.727 <.001
dossier 18 (46.63%) (8.43%) [0.658;0.796]
(%) sur la .
cohorte <18 Faible 35 45 <.001
totale (19.66%) (25.28%)
Ki67 >= Eleve 44 3 0.0124 77.19%  89.29%  0.832 <.001
anapath 13 (51.76%) (3.53%) [0.752;0.913]
centralisé bl
(%) pour <13 Faible 13 25 <.0001
les 129 (15.29%) (29.41%)
patients
Ki67 >= Eleve 52 2 0.2568 91.23%  92.86%  0.92 <.001
Qupath  11.22 (61.18%) (2.35%) [0.859;0.982]
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Niveau de risque

p-valeur
p- AUC (wilcoxon
Test Seuil  Cat. Elevé Faible McNemar Concordance Sensibilité Spécificité [95%IC] ou khi?)
() pour < Faible 5 26 <.0001
les 129 1722 (5.88%) (30.59%)
patients
Ki67 >= Eleve 45 5 0.0896 80.00% 78.95%  82.14%  0.805 <.001
dossier 15 (52.94%) (5.88%) [0.716;0.895]
(%) pour )
les 129 <15 Faible 12 23 <.0001
patients (14.12%) (27.06%)

En ne prenant en compte que les risques faibles et élevé, pour la cohorte totale nous
avons distingué sur les Ki67 fournis dans le compte rendu d’anatomopathologie un
cut off & 18% (avec une concordance a 71,91%, sensibilité : 71.91%, spécificité :
70.34%). Il existe une différence significative pour la catégorisation du niveau de
risque avec le Ki67 renseigné dans le CR pour la cohorte totale avec le seuil de 18%
(p=0,0047).

Pour les 129 patientes ou le Ki67 a pu étre obtenu par analyse du logiciel QuPath, on
observe un cut off pour déterminer le niveau de risque entre niveau faible et élevé a
11,22% (sensibilité : 91.76%, spécificité : 91.23%). C’est avec cette technique que
I'on obtient la meilleure concordance pour la catégorisation (91,76%) cependant la
différence de catégorisation du risque en fonction du Ki67 est non significative
(p=0,2568).

Pour le Ki67 renseigné dans le dossier le cut off est de 15% et de 13% pour I'analyse

centralisée.

Tableau 11 : Recherche d’un seuil du Ki67 pour déterminer le niveau de risque,
en ne prenant en compte tous les patientes

NB : Les patientes intermédiaires Luminal A sont considérés a risque faible et a risque élevé si
Luminal B, Basal ou Her2 enrichi. En cas de risque élevé, le test prosigna oriente vers une
chimiothérapie et pas de chimiothérapie en cas de risque faible.

Indication de CT

post test
p-valeur
(wilcoxon
p- AUC ou fisher-
Test Seuil Cat Oui Non McNemar Concordance Sensibilité Spécificité [95%IC] exact)
Ki67 >= Oui 112 28 0.0012 69.50% 65.88%  75.00%  0.704 <.001
dossier 20 (39.72%) (9.93%) [0.651;0.758]
(%) sur la
cohorte <20 Non 58 84 <.001
totale (20.57%) (29.79%)
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Indication de CT

post test
p-valeur
(wilcoxon
p- AUC ou fisher-
Test Seuil Cat Oui Non McNemar Concordance Sensibilité Spécificité [95%IC] exact)
Ki67 >= Oui 59 10 0.0947 77.52% 75.64% 80.39% 0.78 <.001
anapath 13 (45.74%) (7.75%) [0.707;0.853]
centralisé
(%) pour <13 Non 19 41 <.001
les 129 (14.73%) (31.78%)
patients
Ki67 >= Oui 63 7 0.0881 82.95% 80.77%  86.27%  0.835 <.001
Qupath  13.56 (48.84%) (5.43%) [0.77;0.9]
(%) pour
les129 < Non 15 44 <.001
patients 13.56 (11.63%) (34.11%)
Ki67 >= Oui 51 8 0.0013 72.87% 65.38%  84.31%  0.748 <.001
dossier 20 (39.53%) (6.20%) [0.675;0.822]
(%) pour
les 129 <20 Non 27 43 <.001
patients (20.93%) (33.33%)

Courbes ROC en annexe 11

En prenant en compte tous les patientes et en subdivisant les cas intermédiaires en
fonction du sous type moléculaire, pour la cohorte totale, nous avons déterminé sur
les Ki67 fournis dans le compte rendu d’anatomopathologie un cut off a 20%
(sensibilité : 69.50%, spécificité : 75.00%). Il existe une différence significative pour la
catégorisation du niveau de risque avec le Ki67 renseigné dans le CR pour la
cohorte totale avec le seuil de 20% (p=0,0012).

Pour les 129 patientes ou le Ki67 a pu étre obtenu par analyse du logiciel QuPath, on
observe un cut off pour déterminer le niveau de risque entre niveau faible et élevé a
13.56% (sensibilité : 82.95%, spécificité : 80.77%). C’est avec cette technique que
I'on obtient la meilleure concordance pour la catégorisation (82,95%) ; cependant, la
différence de catégorisation du risque en fonction du Ki67 est non significative
(p=0,0881).

Pour le Ki67 renseigné dans le dossier, le cut off est de 20% et de 13% pour

’'analyse centralisée.

> 4 Nous avons vu précédemment que le logiciel d’intelligence artificielle
permet de réduire la problématique principale de I’'analyse du Ki67 qui est une
hétérogénéité inter-observateurs majeure et permet d’obtenir des résultats

mieux corrélés au test Prosigna®.
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Les seuils obtenus en intégrant tous les patientes sont superposables pour
I’évaluation du sous type moléculaire et du niveau de risque, ce qui semble
peu étonnant du fait que les risques faibles sont le plus souvent associés a un
sous type Luminal A et les risques élevés a un sous type Luminal B.

Les seuils obtenus avec le Ki67 renseigné dans le CR sont de 20% ce qui
correspond a ce qui est déja utilisé en pratique clinique et ceux de maniéere
significative. Cependant, les seuils différents obtenus avec [I’analyse
centralisée illustrent a nouveau I’hétérogénéité inter-observateurs et inter-
laboratoires de I'analyse.

Bien que les tests ne révelent pas de différences significatives, les sensibilités
et spécificités pour déterminer le sous type moléculaire et le niveau de risque
sont supérieurs avec le Ki67 obtenu par intelligence artificiel par rapport aux
autres techniques d’analyse, et ceci, avec une meilleure concordance.

On obtient par intelligence artificielle, un seuil a 13,56 pour déterminer le sous

type moléculaire et le niveau de risque.

Dans nos objectifs secondaires nous souhaitions évaluer la concordance de
I’évaluation du sous type moléculaire par les méthodes histo-cliniques utilisées dans

la pratique quotidienne avec le sous type moléculaire fourni par le test Prosigna®.

D. Evaluation de la concordance de la détermination du sous
type moléculaire selon les critéeres clinico-pathologiques et du sous
type moléculaire du test Prosigna®

- Concernant la cohorte totale des 300 patients :

Nous avons pour chaque patient évalué le sous type moléculaire selon les critéres
histologiques et immunohistochimiques reconnus dans la littérature en prenant en
compte le Ki67 a 14% puis a 20% pour les 282 patients pour lesquels le Ki67 était
renseigné et pour lequel le résultat du test était Luminal A ou Luminal B (dans 18 cas
le Ki67 n’était pas renseigné, dans 7 cas le résultat du test était HER2 enrichi ou
Basal et n’ont donc pas été pris en compte).

Nous avons choisi ces 2 seuils de Ki67 car ce sont les seuils évoqués lors des
conférences de saint Gallen : le seuil de 14% se base sur les recommandations de
St Gallen 2011 et le seuil de 20% adapté aux recommandations de Saint Gallen

2013.
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Tableau 12 : Evaluation de la concordance du sous type moléculaire clinico
pathologique et du sous type moléculaire du test selon un cut off & 14% ou cut
off & 20% dans la cohorte des 300 patients

Sous-typage luminal post
test

Kappa
statistic p- Interprétation p-
Test Cat B A Concordance Sensibilité Spécificité [95%IC] Kappa kappa McNemar

Soustype B 124 51 71.27% 81.58% 58.54% 0.408 <.0001 Accord 0.0097
IHC avec (45.09%) (18.55%) [0.301;0.516] modéré
cut-off
Ki67 & A (22?0 18% o 9
14% .18%) (26.18%)
Soustype B 105 31 71.64% 69.08%  74.80%  0.433 <.0001 Accord 0.0700
IHC avec (38.18%) (11.27%) [0.328;0.539] modéré
un cut-off
du Ki67 a ar 92

20% (17.09%) (33.45%)

En utilisant le cut off du Ki67 a 14 % : la concordance entre le sous type IHC et le
sous type PAM50 du test Prosigna® est de 71.27% avec une sensibilité a 81,58% et

une spécificité a 58,54%.

En utilisant le cut off du Ki67 a 20 % : la concordance entre le sous type IHC et le
sous type PAM50 du test Prosigna® est de 71.64% avec une sensibilité a 69.08% et

une spécificité a 74.80%.

- Concernant la cohorte des 129 patientes analysées avec QuPath :

Nous avons classé les tumeurs en Luminal A et Luminal B selon les critéres
immunohistochimiques reconnus avec le Ki67 analysé par le logiciel QuPath chez
ces 129 patientes, en utilisant dans un premier temps un cut off de 14% puis de 20%
comme précédemment afin de voir si il existait une concordance avec le sous typage
moléculaire donné par le test Prosigna®. Nous avons également évalué, chez ces
mémes patientes, la concordance avec le KI67 renseigné dans le CR
d’anatomopathologie.

Dans 3 cas, le résultat du sous type moléculaire par le test Prosigna® était : HER

enrichi et ils ont donc été retirés de I'analyse.
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Tableau 13 : Evaluation de la concordance du sous type moléculaire clinico-
pathologique (avec Ki67 QuPath versus Ki67 du CR d’anatomopathologie) et
sous type du test Prosigha avec un cut off a 14% et un cut off a 20%

Sous-typage

luminal post test

Kappa p-
Concord statistic p- Interprétat McNe
Test Cat B A ance  Sensibilité Spécificité  [95%IC] Kappa ionkappa mar
Sous type B 52 10 79.37% 76.47% 82.76% 0.588 <.0001 Accord 0.2393
IHC avec (4127 (7.94%) [0.447;0.7 modéré
cut-off Ki a %) 28]
14% A 16 48
(Qupath) (1270 (38.10
%) %)
Sous type B 36 1 73.81% 52.94% 98.28% 0.493 <.0001 Accord <.0001
IHC avec (28.57  (0.79%) [0.362;0.6 modéré
cut-off Ki & %) 24]
20% A 32 57
(Qupath) (25.40  (45.24
%) %)
Sous type B 53 12 78.57% 77.94% 79.31% 0.57 <.0001 Accord 0.5637
IHC avec (42.06  (9.52%) [0.427;0.7 modéré
cut-off Ki a %) 14]
14% (AP)
A 15 46
(11.90 (36.51
%) %)
Sous type B 36 4 71.43% 52.94% 93.10% 0.445 <.0001 Accord <.0001
IHC avec (28.57  (3.17%) [0.306;0.5 modéré
cut-off Ki a %) 83]
20% (AP)
A 32 54
(25.40  (42.86
%) %)
Sous type B 55 18 75.40% 80.88% 68.97% 0.502 <.0001 Accord 0.3692
IHC avec (43.65 (14.29 [0.35;0.65 modéré
cut-off Ki a %) %) 3]
14%CR) . 20
(10.32 (3175
%) %)
Sous type B 48 10 76.19% 70.59% 82.76% 0.527 <.0001 Accord 0.0679
IHC avec (38.10  (7.94%) [0.381;0.6 modéré
cut-off Ki & %) 73]
20% (CR)
A 20 48
(15.87 (38.10

%)

%)

AP : analyse anatomopathologiste centralisée / CR : Ki67 renseigné dans le compte

rendu

Courbes ROC en annexe 10
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En utilisant le cut off du Ki67 a 14 %, la concordance entre le sous type selon le Ki67
QuPath et le sous type du test Prosigna® est de 79.37% (sensibilité : 76,47%,
spécificité : 82,76%, p<0.0001) et avec le cut off de 20 % : 73.81% (sensibilité :
52,94%, spécificité : 98,28%).

En utilisant le cut off du ki a 14 %, la concordance entre le sous type selon le Ki67 de
I'anatomopathologiste et le sous type du test Prosigna® est de 75.40% (sensibilité :
77,94%, spécificité : 79,31%, p<0.0001) et avec le cut off de 20 % de 76.19%
(sensibilité : 52,94%, spécificité : 93,10%).

= La meilleure concordance entre le sous type moléculaire, évalué selon
les critéres clinico-pathologiques et le sous type moléculaire renseigné par le
test Prosigna ® est observée avec une analyse du Ki67 par le logiciel QuPath
et en considérant un cut off a 14% avec de bonnes sensibilité et spécificité.
Cependant, seule I’analyse de concordance avec le seuil de 20% du Ki67
analysé par QuPath présente des résultats significatifs avec un p<0,001 ; les
autres p étant supérieurs a 0,05.
Il existe tout de méme une discordance d’au moins 20% a chaque fois pour
I’évaluation du sous type moléculaire par les critéres histologiques et

immunohistochimiques, qui apporte du poids quant a I'utilisation du test.

Pour les patientes présentant au niveau ganglionnaire une atteinte correspondant a
une micrométastase (>200cellules ou >0,2mm et <2mm), le poids accordé au statut
ganglionnaire par le test est similaire aux patientes présentant un statut pN1 (> 2
mm, 1-3 ganglions lymphatiques positifs). Cependant a ce jour, dans la prise en
charge thérapeutique, les micrométastases ne sont pas prises en charge comme des
patientes N+. C’est pour cela que nous avons investigué cette question a travers
notre série en « modifiant » artificiellement le poids accordé au statut mi, en le

considérant alternativement comme NO ou N1 dans l'algorithme

E. Résultats : sous population micrométastase ganglionnaire

Dans le but d’évaluer le poids accordé par le test au statut ganglionnaire, nous nous
sommes intéressés au sous-groupe pN1mi (>200cellules ou >0,2mm et <2mm) et
avons déterminé leurs caractéristiques clinico-pathologiques, les résultats des tests

Prosigna® et la probabilité de récidive a distance (PDR). En utilisant la formule de
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définition de l'algorithme Prosigna®, nous avons calculé un score hypothétique pour
les tumeurs pN1mi en les reconsidérant comme pNO et ainsi stratifiés a nouveau les
catégories de risque pour les tumeurs pN1mi.

Au total sur les 300 patients, 42 présentaient une ou plusieurs micrométastases

ganglionnaires.

)
NN W
o un o

o
owvoun

Total Luminal A Luminal B
mNL 17 12 28
mNO 9 5,59 14,57

probabilité de récidive
adistance (

Graphe 12 : Variation de la probabilité de récidive a distance des cas N1mi en
fonction de la catégorisation en NO ou N1

o Concernant les cas présentant une micrométastase et classés en Luminal A :
La PDR passe de 12% a 5,58% en moyenne en fonction du statut N1 a NO.

8/27 (29%) étaient classees en haut risque initialement et 0/27 (0%) le sont aprées
reconsidération du statut en NO,

14/27 (52%) versus 8/27 (29%) pour le groupe intermédiaire, (sachant que les 14 cas
qui étaient a risque intermeédiaire initialement sont reclasseés en risque faible, et les 8
nouveaux cas intermediaires aprés reclassement étaient des cas a haut risque
avant).

5/27 (18%) versus 19/27 (70%) pour le groupe risque faible.

Au total : 22/27 (81%) patientes changent de groupe de risque.
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Graphe 13 : Cas Luminal A : Niveau de risque en fonction du poids attribué au statut pN1mi : N1 ou NO
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o Concernant les cas présentant une micrométastase et classés en Luminal B :
La PDR passe de 28 % a 14.57 % en moyenne en fonction du statut N1 a NO.

13/14 (97%) étaient classées en haut risque initialement et 5/14 (45%) le sont apres
reconsidération du statut en NO,

1/14 (7%) versus 7/14(50%) pour le groupe intermédiaire

0/ 14 (0%) versus 2/14 (14%) pour le groupe risque faible (1 cas qui était
précédemment & risque intermédiaire et 1 a haut risque).

Au total : 9/14 (64%) patientes changent de groupe de risque.
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Graphe 14 : Cas Luminal B : Niveau de risque en fonction du poids attribué au statut pN1mi : N1 ou NO

> 4 Les résultats obtenus, malgré un rendement plus faible sont
superposables au travail que nous avons reéalisé intitulé, Poster : Prosigna
prognostic signature in pN1mi, estrogen receptor-positive breast cancer : the
pN categorization impacts the BC risk stratification. Et présenté les 5,6 et 7
décembre 2018, au San Antonio Breast Cancer Symposium (Charafe, Boucraut
et al. 2019). Pour ce travail, nous avions ajouté les données des patientes
micromeétastatiques ganglionnaires des hopitaux de Clermont Ferrand,
Toulouse et Rouen.

Nos travaux ont montré que la catégorisation dans les groupes a risque est
susceptible d'étre affectée par le poids attribué au statut ganglionnaire, avec
une grande modification de la catégorisation des risques prédominant pour les
tumeurs Luminal A avec une diminution de la catégorie de risque dans 86%
des cas et conservation du méme niveau de risque dans seulement 14%.

Un suivi clinique au long cours de ces patientes permettrait de savoir quel

poids réel doit étre attribué aux micrométastases.
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F. Résultats : sous population macrométastase ganglionnaire

Ces derniéres années, bien que les traitements adjuvants aient largement démontré
leur efficacité sur la réduction du risque de rechute et du taux de mortalité, il a été
mis en évidence que pour certains groupes de patientes que la chimiothérapie
n’apportait pas de réels bénéfices par rapport a I'évolution naturelle du cancer
€galement chez des patientes avec atteinte ganglionnaire (N1). Dans cette sous-
catégorie certaines données suggérent qu’en cas de tumeur HER2 négative
exprimant fortement les récepteurs aux cestrogénes, la chimiothérapie n’apporterait
pas toujours de bénéfice. Nous avons analysé dans cette sous-catégorie I'impact du
test Prosigna® sur les indications de chimiothérapie.

Tableau 14: Tableau de comparaison population NO et N1

NO (NO et NOi+) N1 (N1mi et N1)
Nombre de patients 235 65
Ki67 moyen 20.91% 14.42%
SBR 1 14 (6%) 14 (21%)
2 165 (70%) 46 (71%)
3 49 (21%) 2 (3%)
Sous type Luminal A 93 (39%) 43 (66%)
moléculaire Luminal B 136 (58%) 21 (32%)
Niveau derisque Bas 61 (26%) 7 (11%)
Intermédiaire 85 (36%) 25 (38%)
élevé 89 (38%) 33 (51%)

Dans la sous-population des N1 uniquement (sans les N1mi), nous avons 22 cas,
tous présentant une indication théorique de chimiothérapie en pré-test du fait de
cette atteinte ganglionnaire.

En post-test I'indication de chimiothérapie était confirmée pour 11 patientes (soit
50%), tous ayant un résultat de risque élevé ; 7 étaient de sous type Luminal B et 4

Luminal A, avec un Ki67 moyen a 19%.

En post test, dans 50% des cas, il existait une indication de rétrograder sur
l'indication de chimiothérapie, tous étaient de sous type Luminal A. 2 ont eu un
résultat de risque faible et 9 un résultat de risque intermédiaire. Le Ki67 moyen dans
cette sous population était de 9.78%.
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> Pour les cas avec atteinte ganglionnaire pN1, nos observations montrent
un intérét a réaliser le test chez ces patientes sans autre critére de pronostic
péjoratif (RH+, HER2-, Ki67 faible et taille tumorale limitée) car dans 50% des
cas la chimiothérapie a pu étre évitée en accord avec le résultat du test.

De plus, on observe que dans cette sous-catégorie pN1 qui n’a pas un intérét
selon le test a recevoir une chimiothérapie, le Ki67 est faible (9.78% versus
19% pour le Ki67 renseigné dans le compte rendu). Seulement 8 des patientes
de cette sous-catégorie ont bénéficié d’une analyse par intelligence artificielle
du Ki67, et les résultats sont dans le méme sens (Ki67 moyen a 3.76% pour les
patientes pN1 sans indication pour le test a recevoir une chimiothérapie et
14.46% pour celles qui sont associées a un risque €levé). Le Ki67 pourrait étre

alors un argument pré-test pouvant orienter I'indication d’une chimiothérapie.
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V.

DISCUSSION

Le cancer du sein est une maladie tres hétérogéne constituée de plusieurs sous-
types dont le profil biologique, le pronostic et la réponse aux traitements different
fortement.

Bien que les traitements adjuvants aient largement démontré leur efficacité sur la
réduction du risque de rechute et du taux de mortalité, il a été mis en évidence que
pour certains groupes de patientes que la chimiothérapie n’apportait pas de réel
bénéfice par rapport a I'évolution naturelle du cancer. Chez les patientes avec
atteinte ganglionnaire (N1) ou non (NO), certaines données suggérent qu’en cas de
tumeur HER2 négative exprimant fortement les récepteurs aux cestrogenes, la
chimiothérapie n’apporterait pas toujours de bénéfice.

Afin d’appliquer le traitement le mieux adapté a chaque patiente, en fonction du type
et de la gravité de sa maladie, il est nécessaire d’aborder le cancer du sein dans sa
complexite.

Des patientes aux mémes caractéristiques cliniques et pathologiques peuvent avoir
des évolutions cliniques tres différentes et cela ne peut étre prédit par les modeles
actuellement disponibles qui utilisent un nombre trop limité de paramétres. 30% des
patientes de bon pronostic vont rechuter. En terme prédictif, nous identifions les
populations de patientes éligibles pour des traitements ciblés (hormonothérapie,
traitement anti-HERZ2) mais nous ne sommes pas capables encore d’identifier celles
qui vont bien répondre. Il est ainsi indispensable de progresser vers l'individualisation
du pronostic et du traitement en améliorant les outils d’analyse.

La cancérologie en général, et plus particulierement dans le dommaine du cancer du
sein, connait depuis quelques années une révolution avec I'avénement des
signatures moléculaires qui ont amélioré la compréhension de la maladie en prenant
en compte son hétérogénéité moléculaire de fagon plus fine.

Les tests d'expression génique du cancer du sein ont fait I'objet de nombreuses
études démontrant leur capacité a stratifier les cancers du sein en fonction du risque
de récidive a distance (Paik et al. 2004, Parker et al. 2008, Nielsen et al. 2010,
Cronin et al.2006, Nuyten et al. 2008). Ces signatures viennent en complément des

outils clinicopathologiques classiques couramment utilisés en routine.
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Aujourd’hui, la signature moléculaire a 50 génes PAM50 commercialisé par
NanoString® qui a fait ses preuves dans de nombreuses études, est utilisée en aide
a la prise en charge des patients a I'lPC pour lesquels il existe un doute sur I'intérét
d’'une chimiothérapie.

Notre travail a consisté en une étude rétrospective sur 300 patients qui ont bénéficié
de la signature génomique Prosigna® a I'lPC afin d’étudier I'impact que ce test a eu
dans la prise de décision de traitement adjuvant chez ces patients NO ou N1, RH+
HER2-. Cette étude nous a permis également d’étudier cette population et de se
concentrer sur l'intérét d’'un marqueur pronostique trés controversé dans la pratique
actuelle, le Ki67, du fait de ses nombreuses limites et notamment son manque de

reproductibilité.

Nous rapportons dans ce travail notre expérience institutionnelle sur ces patients se
trouvant selon des criteres classiques dans une zone intermédiaire au regard du
pronostic et de la décision de traitement adjuvant. Nous avons confronté les résultats
du test Prosigna® avec la décision thérapeutique prise selon des criteres plus
classiques de notre institution et selon le logiciel Oncopratik. La décision de traiter a
eté prise selon la catégorisation du risque en Prosigna®. Il a été admis que les
patients dont le risque Prosigna® est élevé devraient recevoir une CTA
contrairement a ceux qui ont un risque faible. Les patients dont le risque est
intermédiaire bénéficient d’'une décision au cas par cas ; hous avons considéré dans
cette catégorie l'indication de chimiothérapie selon le sous type moléculaire car il est
admis que, contrairement au sous type Luminal B, le sous type Luminal A est de
meilleur pronostic et I'intérét a recevoir une chimiothérapie est moindre.

Au début de I'utilisation du test au sein de I'lPC, les critéres d’indication du test était
mal codifiés, ce qui a été corrigé au fur et a mesure de l'utilisation dans la pratique de
tous les jours. Ceci peut étre donc représenter un biais pour I'analyse de nos
résultats. De plus, les indications de chimiothérapie pré-test ont été uniformisées
selon les critéres reconnus et appliqués a I'lPC et que I'on retrouve dans I'application
ONCOpratik. Ces critéres sont adaptés en fonction des critéres nationaux et de
I'expérience de I'IlPC et ne sont pas forcément les mémes dans tous les centres.

Les résultats de notre cohorte révélent un changement thérapeutique théorique au

total chez 95 patients sur 286, soit pour 33% des cas. Avec une tendance
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significative (sensibilité de 80,12% et une spécificité de 46,96% et p : 0,0056) a
rétrograder dans 21,33% des cas (61/286), majoritaire sur la tendance a upgrader
dans 11,89% (34/286) par rapport aux criteres classiques de traitement. La tendance
a rétrograder est d’autant plus importante que I'on considére les patients avec des
micrométastases comme des patients NO plutét que N1.

Nos résultats sont concordants avec d’autres études, notamment une étude réalisée
par I'’équipe de I’Oncopole de Toulouse présenté lors des 38°™ journées de la
SFSPM intitulé : « Impact de la signature génomique Prosigna/PAM50 sur la
décision thérapeutique : expérience de I'lUCT-O » (V Nicolai, F Penault Llorca et
al.). lls observaient un changement de décision thérapeutique dans 30.9% des cas,
mais, contrairement a nos résultats, ils observaient plutét une tendance a upgrader le
traitement plut6t que le rétrograder.

L’étude francaise OPTIGEN mené par le Pr Roman Rouzier, qui n’a finalement pas
vu le jour, a tout de méme fait 'objet d’analyses de la cohorte et ils observaient un

changement thérapeutique dans 17% des cas.

A contrario, bien que largement utilisé en contexte francais, le Ki67 est encore
d’interprétation empirique en I'absence de seuils consensuels pour les experts. Ce
test n’est pas retenu a I’heure actuelle comme étant un critére de décision pour une
chimiothérapie nationale.

Le Ki67 est un marqueur pronostique certain mais, cependant, son utilité clinique et
sa fiabilité sont contestées du fait d’'une faible reproductibilité intra- et inter-
observateurs et inter-laboratoires, comme nous avons pu également I'observer dans
nos travaux montrant des disparités du Ki67 entre les différentes méthodes d’analyse
(renseigné par I'anatomopathologie dans le compte rendu initial, ou I'analyse
centralisée, ou par I'analyse réalisée par intelligence artificielle).

Pour pallier a ce biais analytique, ces dernieres années, le développement de
logiciels d’analyse d’'image permettant d’obtenir des taux plus précis et reproductible
pourrait prochainement modifier son utilisation dans la pratique. Nous avons donc
utilisé un logiciel d’analyse d’image qui a fait ses preuves dans de nombreuses
publications, le logiciel QuPath (Loughrey et al. 2018, Bankhead et al. 2017, Berben
et al. 2020). Nous avons scanné et analysé 129 lames de Ki67 réalisés sur les

tumeurs du sein ayant bénéficié de test Prosigna® et disponible sur site a I'lPC.
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Nos analyses confirment par les différences obtenues entre le Ki67 renseigné dans
le CR d’anatomopathologie et le Ki67 obtenu par analyse centralisée, bien que tous
les deux sont reliés aux criteres histo-moléculaires du cancer du sein, une
hétérogénéité inter-observateurs majeure. Pour cela, nous avons réalisé une analyse
par intelligence artificielle qui permet de s’affranchir de ce biais, du fait d’'une analyse
fiable, précise et reproductible.

Les Ki67, obtenus par intelligence artificielle, présentent, par rapport aux Ki67
analysés par les pathologistes, moins de variabilité et des corrélations avec le niveau
de risque et I'’évaluation du sous type moléculaire renseignés par le test Prosigna®
supérieures aux autres techniques.

La technique d’analyse par intelligence artificielle semble la mieux adaptée et la
mieux corrélée aux résultats du test Prosigna®. Afin de savoir si le Ki67 pourrait étre
utilisé pour se substituer au test, il serait indiqué de réaliser une étude prospective
avec une cohorte plus importante, en scannant les lames d’IHC Ki67, afin de réaliser
une analyse par le logiciel QuPath, et en utilisant des seuils de Ki67 pour l'indication

de réalisation du test Prosigna®.

Bien que les tests ne révelent pas de résultats significatifs, les sensibilité et
spécificité pour déterminer un seuil du Ki67 pour le sous type moléculaire et le niveau
de risque sont supérieurs avec le Ki67 obtenu par intelligence artificiel par rapport
aux autres techniques d’analyse et avec une meilleure concordance.

On détermine par intelligence artificiel un seuil a 13,56% pour définir le sous type
moléculaire et le niveau de risque.

Nos résultats sont concordants avec ce qui a été décrit dans la littérature. En effet, il
a été montré que le taux de Ki67 était corrélé avec la signature PAM50 et le sous-
type moléculaire Luminal A (Ki67 bas) ou B (Ki67 éleve) avec un seuil discriminant
de 13,25 % (Cheang et al. 2009). Le résultat est proche des seuils reconnus dans la
littérature a 14% (conférence Saint Gallen 2011).

Nous avons également essayé de déterminer un seuil du Ki67 qui permettrait
d’anticiper le niveau de risque. Afin de déterminer un seuil, nous avons choisi de
réaliser le test en ne prenant en compte que les risques élevé et faible et également
de répéter le test en choisissant de placer les sous types Luminal A a risque

intermédiaire dans les faibles risques, et les sous type Luminal B a risque
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intermédiaire au sein de la catégorie a haut risque. Les résultats de seulil
superposables pour le niveau de risque et le sous type moléculaire semblent peu
étonnants compte tenu du fait, qu’en répartissant les grades intermédiaires selon leur
sous type moléculaire, les résultats se superposent.

Avec le logiciel QuPath, en prenant en compte uniquement les risques faibles et les
risques élevés, le seuil est de 11,22% (sensibilité : 91.23, spécificité : 92.86 p = 0.
2568) et, si I'on ajoute les risques intermédiaires, le seuil est fixé a 13,56%
(sensibilité : 80.77 spécificité : 86.27 p : <0.0881).

Certaines études qui utilisaient également des plateformes de logiciel d’analyse
d’'image ont trouvé une valeur seuil de pronostic similaire de 11,5% (Arihiroe et al.
2016) et 12% (Abubakar etal. 2016), cette derniére valeur étant obtenue dans une
grande étude multicentrique impliquant plus de 8000 patientes atteintes d’'un cancer

du sein.

Cependant, on peut souligner I'existence d’un biais. En effet ; le Ki67 n’était pas
toujours réalisé sur la lame qui avait été sélectionnée pour le test Prosigna®, or nous
savons qu’il existe, au sein d’'une tumeur, une hétérogenéité de I'expression du Ki67.
Cela concerne 35 cas sur 129. Ce biais n’a pas pu étre corrigé a posteriori car, le
tissu tumoral ayant été prélevé pour I'analyse, il ne restait plus de matériel suffisant
pour répéter 'immunohistochimie sur le bloc utilisé.

Concernant les Ki67 renseignés dans le compte rendu, le seuil pour déterminer le
sous type Luminal A et Luminal B et le seuil pour déterminer le niveau de risque en
prenant en compte tous les patients sont de 20%, ce qui est concordant avec ce qui

est pratiqué a I'lPC actuellement.

Nous avons évalué la concordance du sous typage moléculaire fait a partir des
critéres clinico-pathologiques reconnus avec le sous typage moléculaire fourni par le
résultat du test Prosigna®. La concordance avec les Ki67 renseignés dans le compte
rendu sur la cohorte totale était d’environ 71%. Il existe une discordance non
négligeable qui concerne 29% des patients ou le sous type moléculaire réalisé a
I'aide des critéres histo-cliniques ne correspond pas au sous type moléculaire obtenu
par le test. Cette discordance apparait réduite par I'utilisation du logiciel d’analyse

d’image (QuPath) pour le Ki67 avec, dans cette sous-population de 129 patientes
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une discordance de 21 % pour l'intelligence artificielle versus 25% pour le Ki67
renseigné dans le compte rendu.

Le test Prosigna® en étant la seule signature a fournir le sous type moléculaire est
une réelle valeur ajoutée dans la prise de décision de chimiothérapie.

Notre discordance observée est similaire a ce qu’on peut observer dans la littérature
et notamment dans la cohorte analysée du projet d’étude Optigen de R. Rouzier
observant un taux de discordance de 25%.

Nos résultats révelent que les Ki67 analysés par le logiciel Qupath semblent mieux
prédire le sous-typage et le niveau de risque que les autres mesures, méme Si

I’évaluation des seuils prédictifs ne présentait pas de résultats significatifs.

Pour les patientes avec atteinte ganglionnaire, le poids attribué par le test Prosigna ®
a I'état du ganglion est similaire qu’il soit pN1mi ([0,2-2mm]) ou pN1 (> 2mm, 1-3
ganglions lymphatiques positifs) contrairement a ce qui est considéré dans la
pratique.

Nos travaux montrent que la catégorisation dans les groupes a risque est susceptible
d'étre affectée par le poids attribué au statut ganglionnaire avec une grande
modification de la catégorisation des risques dans les tumeurs de sous type Luminal
A (81%).

La gestion clinique pourrait étre affectée. Des études supplémentaires sont
nécessaires pour déterminer la catégorisation des risques et la prise en charge
ultérieure la plus appropriée pour les patientes atteintes d’'un cancer du sein RH+/

HER2- avec micrométastase ganglionnaire.

Pour les patientes avec atteinte ganglionnaire pN1, nos observations montrent un
intérét a realiser le test chez ces patientes sans autre criteres de pronostic péjoratif
(RH+, HER2-, Ki67 faible et taille tumorale limitée) car, dans 50% des cas, la
chimiothérapie a pu étre évitée en accord avec le résultat du test.
De plus, on observe que dans cette sous-catégorie de pN1 qui n’a pas un intérét
selon le test a recevoir une chimiothérapie, le Ki67 est faible (9.78% versus 19%
pour le Ki67 renseigné dans le compte rendu). Seulement, 8 des patientes de cette
sous-catégorie ont bénéficié d’'une analyse par intelligence artificielle du Ki67, avec
des résultats allant dans le méme sens (Ki67moyen a 3.76%pour les patientes pN1
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sans indication pour le test a recevoir une chimiothérapie, et 14.46% pour celles qui
sont associées a un risque élevé). Le Ki67 pourrait étre alors un argument pré-test

pouvant orienter l'indication d’'une chimiothérapie.

Cing cas (2%) se sont réveélés étre de sous type « Her2 enrichi » au test, bien que
RH+ et HER2- en immunohistochimie. Nous avons, dans ces cas, réalisé des
relectures de 'immunohistochimie, répété la technique d’HIS qui confirmaient a
nouveau I'absence d’amplification. Dans 2 cas, nous avons réalisées une technique
FISH confirmant 'absence d’amplification de HER2.

Dans la pratique, 50% des tumeurs surexprimant Her2 expriment les récepteurs
hormonaux. Approximativement, 30% des tumeurs de sou stype Luminal B sont
HER2+ (Cheang et al. 2009).

Par ailleurs, dans I'étude de Ronde et al. 2009, les tumeurs HER2+ en
immunohistochimie sont de sous type moléculaire HER2 enrichi dans seulement
17/43 cas (40%) et sont d’'un autre sous type (Basal like, Luminal A, Luminal B,
Normal like) dans 26/43 cas (60%).

Dans la littérature, on ne retrouve aucune étude qui s’est intéressée a ces tumeurs
de sous type HER2 enrichi ne surexprimant pas HERZ2, il est indiqué de mieux
analyser ces tumeurs, de reprendre I'analyse du génome, afin de comprendre
pourquoi ce sous type a été retrouvé dans 2% des cas malgré un statut RH+/HER2-.
Une hypothése serait qu’'une mutation prédominante de certains génes proches des
tumeurs HER2 enrichi (portant sur les exons du chromosome 17) surexprimant
HER2, I'ait emporté dans I'analyse faisant basculer le résultat du sous type

moléculaire en HER2 enrichi.

Les profils génomiques PAM50, basés sur des signatures multigéniques révelent
donc des informations complémentaires aux criteres phénotypiques classiques qui
peuvent disséquer la complexité biologique du cancer du sein. Cependant, I'ceil et le
savoir-faire du pathologiste restent indispensables a une prise en charge optimale
des patients atteints d’'un cancer du sein.

Le test Prosigna® a démontré une reproductibilité et une précision excellentes,
lors d’études dont les résultats sont décrits en détails dans la publication de

validation analytique apportant ainsi les preuves d’un test fiable, robuste,
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reproductible et précis. Ces résultats ont conduit la FDA a agréer Prosigna® comme
test diagnostic décentralisé pouvant étre réalisé localement en France dans un
laboratoire d’anatomopathologie habilité permettant aussi d’accélérer la disponibilité
du résultat (Nielsen T et al. 2014).

Le modele décentralisé permet I'obtention des résultats rapides et donne la maitrise
totale du processus aux anatomopathologistes et aux équipes des laboratoires en
France. Ceci permet d’éviter 'expédition des prélevements, de réduire les délais
d'exécution et les codts tout en augmentant la validité analytique car la technique est
réalisée par le méme personnel et avec le méme matériel.

La capacité du médecin de laboratoire a interagir directement avec le médecin
demandeur facilite grandement les soins médicaux. Prosigna® est aussi le test de
signature génomique du cancer du sein validé disposant de nombreuses données

pour la récidive tardive dans une période 5 a 10 ans apres le diagnostic.

Notre expérience de la mise en ceuvre de la plate-forme dans notre établissement
ainsi que la formation du flux de travail du test (y compris la macrodissection des
tissus, l'isolement de I'ARN et la configuration du test Prosigna®) a été simple. Bien
gue des incubations pendant la nuit soient nécessaires pendant I'extraction de 'ARN
et I'hybridation ARN - sonde, la température d'incubation est constante et les
exigences de temps pour toute I'expérience sont trés limitées.

Cette technique présente cependant plusieurs limites rapportées dans la
littérature :

- des limites techniques, liées a une qualité sub-optimale des ARNs extraits. Dans
I’étude rétrospective de Cheang (Cheang et al. 2012), la technique n’a pas été
faisable sur 33% des échantillons.

- La contamination des échantillons par du tissu non tumoral (30 a 50% des
échantillons) peut aussi fausser la classification (Elloumi et al. 2011).

- Panalyse du sous type en PAMS0 : I'équipe de Haibe-Kains (Haibe-Kains et al.
2012), a testé la « force de prédiction statistique » de 3 modéles de prédiction, dont
la PAM50 sur des sets publiés rassemblant les données de 5715 patientes. Ils ont
montré que la force de prédiction de la PAMS50 était faible et que la corrélation avec

les autres modeles était moyenne.
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Sur site a I'lPC, nous n’avons pas rencontré de probleme particulier. Nous avons
toujours eu assez de matériel pour pouvoir réaliser la technique, sauf pour un cas ou
on a voulu tenter sur un prélévement dont la surface était en dessous de la surface
minimale recommandée.

La contamination par du tissu non tumoral est difficile & évaluer. La technique a
toujours été réalisée sur la zone cerclée par I'anatomopathologiste. La cellularité
tumoral été toujours au moins de 70% de cellules tumorales dans les zones micro-
disséquées.

Malgré ses limites, la PAM50 est devenue la technique de référence pour le

classement intrinséque des tumeurs du sein.

Récemment, I'HAS ne s’est pas positionnée pour un remboursement par la sécurité
sociale des tests de SG. Néanmoins, ils sont accessibles, soit a travers des essais
cliniques, soit grace a des mesures locales.

Pour le comité il existait trop peu de validation clinique des tests et trop de
discordances des tests entre eux.

L’existence d’incertitude résiduelle sur le bénéfice de la CTA pour certains profils de
cancer du sein et la préférence des professionnels de santé pour des référentiels de
prescription régionaux plus ou moins divergents entre eux font qu’il existe des
situations susceptibles d’entrainer de I'hétérogénéité dans les décisions de CTA
dans le contexte francais. Le recours a une signature génomique permettrait
d’optimiser cette décision en ne retenant cette option de traitement que chez les
patientes dont le bénéfice serait suffisant (score génomique au-dessus du seuil de
décision) et en 'omettant chez celles qui en subiraient principalement les effets
délétéeres (score génomique au-dessous du seuil de décision).

Cette population préalablement ciblée pour I'évaluation :

- doit avoir une tumeur de phénotype RO+/HER2- de stade pT1c-pT2 (taille tumorale
entre 1 et 5 cm),

- opérable d’emblée sans envahissement ganglionnaire (pNO) ou avec un
envahissement limité (pN1mi/mic-pNla)

- devrait étre susceptible de recevoir une chimiothérapie.

L’ensemble des grandes recommandations internationales préconise actuellement

I'option d’utiliser d’'une SG pour optimiser la décision de chimiothérapie. Concernant
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les critéres d’éligibilité de la population ciblée, leur unique point de convergence est

le statut immunohistochimique RO+/HER2- de la tumeur.

Ce travail ouvre des perspectives multiples, il serait intéressant :

- De suivre cette cohorte afin de corréler les résultats avec I’évolution clinique des
patients au long terme.

- De réaliser une étude prospective avec une cohorte plus importante, en scannant
les lames d’IHC Ki67, afin de réaliser une analyse par le logiciel QuPath, et en
utilisant des seuils de Ki67 pour I'indication de réalisation du test Prosigna®.

- De compléter notre analyse avec les cas depuis octobre 2019 afin d’augmenter la
cohorte des 129 lames analysées par logiciel Qupath, afin d’obtenir des résultats
plus fiables et plus significatifs.

- Il serait également intéressant d’étudier de facon statistique dans notre cohorte un
autre marqueur pronostique : les emboles vasculaires.

- D’analyser dans une cohorte plus grande le poids attribué par le test Prosigna® au
statut ganglionnaire dans la sous population des pN1mi.

- Une étude en cours qui a fait I'objet d’'une analyse intermédiaire avec la SG
Oncotype Dx® présentée au San AntonioBreast Cancer Symposium par Kalinsky et
al. en déecembre 2020, pour les patientes présentant un cancer du sein RH+ avec
atteinte ganglionnaire (1 a 3 ganglions) a montré un intérét a rétrograder la
chimiothérapie pour les patientes ménopauseées si le Recurence Score était compris
entre 0-25. Sur la base de ces résultats récents, il serait intéressant d’analyser les

résultats obtenus dans notre cohorte de femmes ménopausées (n=148).
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V.

CONCLUSION

Le cancer du sein demeure un enjeu de santé publique en France.

Pour la prise en charge du cancer du sein au stade précoce RH + Her2-, l'une des
guestions essentielles auxquelles sont confrontés les médecins et les patients est le
choix du traitement adjuvant afin de fournir aux patients les meilleures chances de
guérison tout en optimisant leur qualité de vie.

Jusqu’a la fin des années 1990, seules les données histologiques et cliniques
permettaient de classer les différents types de cancer du sein. Plus récemment,
I'utilisation de techniques génomiques a permis d’y ajouter une caractérisation
moléculaire. La signature génomique Prosigna ® est une aide a la décision sur la
chimiothérapie adjuvante et peut étre utilisée en routine en France pour une
catégorie de patients. Elle permet la classification des tumeurs en sous-types
moléculaires intrinseques (Luminal A, Luminal B, HER-enrichi, Basal-like), en
groupes de risque (faible, intermédiaire et éleve), et donne une probabilité d'une
récurrence a 10 ans (PDR) basée sur le profil d'expression PAM 50 et les variables
clinico-pathologiques (taille tumorale et statut ganglionnaire).

Depuis aolt 2016, le test Prosigna® est réalisé a I'lPC afin d’aider a la décision
collégiale de mise en route ou non, apres chirurgie, d’un traitement adjuvant par
chimiothérapie. Comme [lillustre notre analyse, il a permis un changement
thérapeutique dans 33% des cas avec une tendance majoritaire a rétrograder la
décision. Il a ainsi permis de réaliser une économie financiere tout en traitant au
mieux les patientes.

On confirme également que le Ki67 est un critere indispensable a la décision
thérapeutique. Il existe en effet un lien entre son taux et le sous type moléculaire du
cancer du sein ainsi que son niveau de risque. Avec l'arrivée de l'aire numérique et
de l'intelligence artificielle, son évaluation est devenue reproductible réduisant ainsi
la problématique de mauvaise reproductibilité qui lui est attribuée.

Nos analyses montrent que le Ki67, obtenu par intelligence artificielle présente moins
de variabilité et est mieux corrélé au niveau de risque et au sous type moléculaire
renseignés par le test Prosigna®, que les Ki67 déterminés par les pathologistes.

Notre travail doit étre poursuivi et ouvre des perspectives d’analyses multiples.
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Dans le futur, on peut espérer un acces plus large des patientes a ces tests
moléculaires dans le but d’'une désescalade thérapeutique. Malgré leur colt, ces
tests peuvent potentiellement permettre une meilleure appréciation de I'agressivité
tumorale et, pour beaucoup de patientes, d’éviter la chimiothérapie et ainsi de faire
des économies de santé. Le défi est de combiner ces informations moléculaires et

cliniques.
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ANNEXES

Annexe 1. Classification des tumeurs, OMS 2017

WHO classification of epithelial tumours of the breast

Benign epithelial proliferations and precursors
Usual ductal hyperplasia
Columnar cell lesions, including flat epithelial atypia
Atypical ductal hyperplasia

Adenosis and benign sclerosing lesions
Sclerosing adenosis

8401/0  Apocrine adenoma
Microglandular adenosis
Radial scar / complex sclerosing lesion

Adenomas

8211/0  Tubular adenoma NOS
8204/0  Lactating adenoma
8503/0  Duct adenoma NOS

Epithelial-myoepithelial tumours

8940/0  Pleomorphic adenoma

8983/0  Adenomyoepithelioma NOS

8983/3  Adenomyoepithelioma with carcinoma
8562/3  Epithelial-myoepithelial carcinoma

Papillary neoplasms

8503/0 Intraductal papilloma

8503/2  Ductal carcinoma in situ, papillary

8504/2  Encapsulated papillary carcinoma

8504/3  Encapsulated papillary carcinoma with invasion
8509/2  Solid papillary carcinoma in situ

8509/3  Solid papillary carcinoma with invasion

8503/3 Intraductal papillary adenocarcinoma with invasion

Non-invasive lobular neoplasia
Atypical lobular hyperplasia
8520/2  Lobular carcinoma in situ NOS
Classic lobular carcinoma in situ
Florid lobular carcinoma in situ
8519/2 Lobular carcinoma in situ, pleomorphic

Ductal carcinoma in situ (DCIS)

8500/2 Intraductal carcinoma, non-infiltrating, NOS
DCIS of low nuclear grade
DCIS of intermediate nuclear grade
DCIS of high nuclear grade

Invasive breast carcinoma

8500/3 Infiltrating duct carcinoma NOS
8290/3  Oncocytic carcinoma

8314/3  Lipid-rich carcinoma

8315/3  Glycogen-rich carcinoma

8410/3  Sebaceous carcinoma

8520/3  Lobular carcinoma NOS

8211/3  Tubular carcinoma

8201/3  Cribriform carcinoma NOS

8480/3  Mucinous adenocarcinoma

8470/3  Mucinous cystadenocarcinoma NOS
8507/3 Invasive micropapillary carcinoma of breast
8401/3  Apocrine adenocarcinoma

8575/3  Metaplastic carcinoma NOS

Rare and salivary gland-type tumours
8550/3  Acinar cell carcinoma

. 8200/3 Adenoid cystic carcinoma

Classic adenoid cystic carcinoma
Solid-basaloid adenoid cystic carcinoma
Adenoid cystic carcinoma with high-grade
transformation

8502/3  Secretory carcinoma

8430/3 Mucoepidermoid carcinoma

8525/3  Polymorphous adenocarcinoma

8509/3 Tall cell carcinoma with reversed polarity

Neuroendocrine neoplasms

8240/3  Neuroendocrine tumour NOS

8240/3  Neuroendocrine tumour, grade 1
8249/3  Neuroendocrine tumour, grade 2
8246/3  Neuroendocrine carcinoma NOS
8041/3  Neuroendocrine carcinoma, small cell
8013/3  Neuroendocrine carcinoma, large cell

These morphology codes are from the International Classification of Diseases for Oncology, third edition, second revision (ICD-0-3.2)
{921}. Behaviour is coded /0 for benign tumours; /1 for unspecified, borderline, or uncertain behaviour; /2 for carcinoma in situ and grade |lI
intraepithelial neoplasia; /3 for malignant tumours, primary site; and /6 for malignant tumours, metastatic site. Behaviour code /6 is not gen-

erally used by cancer registries.

This classification is modified from the previous WHO classification, taking into account changes in our understanding of these lesions.
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Annexe 2. Classification histopathologique pTNM (UICC, 8th édition, 2017)

TX Détermination de la tumeur primitive impossible.
TO Pas de signe de tumeur primitive.
Tis Carcinome in situ.
Carcinome canalaire in situ.
Tis (CCIS) | Dans la classification 2017, le carcinome lobulaire in situ est considéré comme une lésion
"bénigne" et est donc exclue de la classification pTNM.
Tis (Paget) | Maladie de Paget du mamelon sans tumeur décelable.
Note : une maladie de Paget avec tumeur décelable est a classer en fonction de la taille de la
tumeur.
T1 Tumeur < 2 cm dans sa plus grande dimension.
Micro-invasion™ < 0,1 cm dans sa plus grande dimension.
Note : La micro-invasion est une extension des cellules cancéreuses, au-dela de la membrane
T1lmic | basale sans dépasser 0,1 cm. Quand plusieurs sites de micro-invasion existent, le plus
important est pris en compte pour classer la micro-invasion (ne pas prendre en compte la
somme des sites). La présence de multiples sites de micro-invasion doit étre notée.
0,1 cm < T < 0,5 cm dans sa plus grande dimension.

e Pour les Iésions entre 1 et 2 mm, il est recommandé, du fait de I'imprécision de la
mesure, de la taille, de formuler le compte-rendu en disant que la tumeur avoisine les 2
mm.

Tia e |l est bien précisé que le plus grand diameétre du nodule principal doit servir a cette
classification. En cas de petit(s) nodule(s) satellite(s), ces derniers ne doivent pas étre
ajoutés a la taille du nodule principal.

e En cas de tumeurs multiples, le plus grand diametre de la tumeur la plus volumineuse
doit servir pour le pT. Les dimensions des autres tumeurs plus petites ne doivent pas
étre ajoutées a la taille du nodule principal.

T1b | 0,5 cm < T <1 cm dans sa plus grande dimension.

Tlc | 1 cm < T <2 cm dans sa plus grande dimension.

T2 Tumeur 2 cm < T <5 cm dans sa plus grande dimension.

T3 Tumeur >5 cm dans sa plus grande dimension.

T4 Tumeur de toute taille avec extension directe a la paroi thoracique (a) et/ou a la peau (b).
Extension a la paroi thoracique.

T4a | Note : la paroi thoraciqgue comprend les cotes, les muscles intercostaux et le grand dentelé mais
ne comprend pas le muscle pectoral.

CEdéme (y compris la « peau d'orange ») ou ulcération cutanée du sein ou nodules de
perméation cutanés limités au méme sein.

T4b | Il est précisé que l'atteinte cutanée uniqguement visible microscopiquement, en l'absence
d'ulcération ou de "peau d'orange" clinique, ne doit pas étre classé comme T4b mais la tumeur
doit étre classée seulement en fonction de sa taille.

T4c | A lafois 4a et 4b.

Carcinome inflammatoire.
Note : le carcinome inflammatoire du sein est caractérisé par une induration cutanée diffuse,

T4d | d'aspect charnu, a bords érysipéloides, habituellement sans tumeur palpable sous-jacente. Si la

biopsie de la peau est négative et s'il n'y a pas de cancer primitif localisé, mesurable, un
carcinome inflammatoire clinique (T4d) est classé pTX sur le plan histopathologique.

e Pour la classification pT, la taille de la tumeur est fondée sur la composante
invasive. S'il y a un important contingent d'in situ (de 4 cm par exemple) et une
petite composante invasive (de 0,5 cm par exemple), la tumeur sera codée

pTla.

e Une dépression cutanée, la rétraction du mamelon ou toute autre modification
des téguments, a I'exception de celles retenues pour la catégorie T4, peuvent
exister avec T1, T2 ou T3 sans influer sur le classement.

pNXx Appréciation impossible de I'atteinte ganglionnaire.
Absence de signe histologique d'envahissement ganglionnaire régional, absence d'études
complémentaires pour la recherche de cellules tumorales isolées.

pNO pNO(i-) : absence de signe d’envahissement ganglionnaire régional histologique, étude

immunohistochimique négative.
pNO(i+) : Présence de cellules tumorales isolées ou de micro-amas tumoraux dont |a taille est <
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0,2 mm visibles en histologie ou détectées par immunohistochimie, Tlots cellulaires tumoraux <
0,2 mm.

pNO(mol-) : absence de signe d’envahissement ganglionnaire régional histologique, étude
moléculaire négative (RT-PCR).

pNO(mol+) : absence de signe d’envahissement ganglionnaire régional histologique, étude
moléculaire positive (RT-PCR).

pPN1

Métastases ganglionnaires dans un a trois ganglions axilaires et/ou mammaires internes avec
envahissement microscopique repéré par la technique du ganglion sentinelle mais non
cliniquement.

pN1mi

Micrométastases (ilots cellulaires contigus, approximativement 200 cellules, >0,2 mm et < 2
mm). Il est bien précisé qu'il ne faut pas additionner plusieurs tailles d'amas de cellules
tumorales bien distincts.

pNla

Métastases dans 1 & 3 ganglions axillaires.

pN1b

Métastases ganglionnaires mammaires internes microscopiques repérées par la technique du
ganglion sentinelle mais non suspectées cliniquement.

pN1lc

Métastases ganglionnaires axillaires dans un a trois ganglions et métastase mammaire interne
avec un envahissement microscopique repéré par la technique du ganglion sentinelle mais non
cliniquement.

PN2

Métastases dans 4 a 9 ganglions axillaires ou présence clinique d'adénopathies mammaires
internes en I'absence d'adénopathies axillaires.

pN2a

Métastases dans 4 a 9 ganglions axillaires (au moins un envahissement >2 mm).

pN2b

Métastases dans des ganglions mammaires internes cliniques en I'absence d'envahissement
axillaire.

PN3

Métastases dans une des situations suivantes :

pN3a

Métastases dans 10 ganglions lymphatiques axillaires ou plus (au moins une >2 mm) ou
métastases dans les ganglions sous-claviculaires.

pN3b

Ganglions mammaires internes ipsilatéraux métastatiques cliniguement décelables associés a 1
a 3 ganglions axillaires métastatiques ou plus de 3 ganglions axillaires métastatiques et
ganglions mammaires internes détectés par la procédure du ganglion sentinelle, métastatiques
a I'examen microscopique, mais non décelables cliniquement.

pN3c

Métastase(s) ganglionnaire(s) sus-claviculaire(s) homolatérale(s).
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Annexe 3. Stade histopathologique

Stade 0 Tis NO MO
Stade IA T1 NO MO (T1 comprend T1mi)
Stade IB TO N1mi MO
T1 N1mi MO (T1 comprend T1mi)
Stade IIA TO N1 MO
T1 N1 MO (ne comprend pas N1mi)
T1 N1 MO (T1 comprend T1mi)
T2 NO MO (ne comprend pas N1mi)
Stade 1IB T2 N1 MO
T3 NO MO
Stade IlIA TO N2 MO
T1 N2 MO (T1 comprend T1mi)
T2 N2 MO
T3, N1 ou N2 MO
Stade IlIB T4, NO ou N1 ou N2, MO
Stade llIC Quel que soit T, N3, MO
Stade IV Quells que soient T et N, M1
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Annexe 4 : Lignes directrices sur l'utilisation de biomarqueurs chez les

patientes atteintes d'un cancer du sein invasif. Recommandations EGTM. BCI,

indice du cancer du sein: LOE, (niveau de preuve)

Biomarqueur
ER

PR

HER2

Ki67

uPA /PAI-1

Oncotype DX

MammaPrint

Prosigna

EndoPredict

BCI

Recommandation

Pour prédire la réponse au traitement endocrinien chez les patientes
atteintes d'un cancer du sein précoce ou avancé. Obligatoire chez
tous les patients.

En combinaison avec ER pour prédire la réponse au traitement
endocrinien chez les patientes atteintes d'un cancer du sein précoce
Ou avance.

Obligatoire chez tous les patients.

Pour prédire la réponse au traitement anti-HER2 chez les patientes
atteintes d'un cancer du sein précoce ou avancé. Obligatoire chez
tous les patients.

En combinaison avec des facteurs cliniques et pathologiques établis
pour déterminer le pronostic chez les patientes atteintes d'un cancer
du sein invasif nouvellement diagnostiqué, en particulier si les
valeurs sont faibles ou élevées.

Pour déterminer le pronostic et aider a la prise de décision pour
I'administration de chimiothérapie adjuvante aux patients atteints
d'une maladie ER-positive, HER2-négative, ganglionnaire négative.

Pour déterminer le pronostic et aider & la prise de décision pour
I'administration de chimiothérapie adjuvante chez les patients
atteints de la lymphe HER2 négative ER-positive, ganglion négative
et ganglionnaire positive (1 a 3 ganglions)

Pour déterminer le pronostic et aider a la prise de décision pour
I'administration de chimiothérapie adjuvante aux patients atteints de
maladies ER-positives, HER2-négatives, ganglionnaires-négatives et
ganglionnaires-positives (1 a 3 ganglions)

Pour déterminer le pronostic et aider a la prise de décision pour
I'administration de chimiothérapie adjuvante aux patients atteints de
ER-HER2 négatif, de ganglions lymphatiques négatifs et de
ganglions lymphatiques positifs (1 a 3 nceuds).

Pour déterminer le pronostic et aider a la prise de décision pour
I'administration de chimiothérapie adjuvante aux patients atteints de
la maladie ER-positive HER2-négative ganglion lymphatique
négatif et ganglionnaire positive (1 & 3 nceuds).

Pour déterminer le pronostic et aider a la prise de décision pour
I'administration de chimiothérapie adjuvante chez les patients
atteints d'une ER-positive, HER2-négative, maladie des ganglions
lymphatiques négatifs.

LOE SOR
IA- UNE
B UN
B
IA- UNE
IB UN
B
IA- UNE
IB UNE
IA- UNE
IB UNE
B UNE
B UNE
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Annexe 5. Grading SBR (Scarff-Bloom-Richardson) modifié par Elston et Ellis

1. Différenciation tubulo-glandulaire : proportion de tubes ou glandes dans la tumeur (en % | SCORE
de surface tumorale)
>75% : tumeur bien différenciée 1
10 a >75% : tumeur moyennement différenciée
<10 : tumeur peu différenciée 3
2. Pléomorphisme nucléaire : degré d'atypie
apprécié sur la population tumorale prédominante
Noyaux petits, réguliers, uniformes 1
Pléomorphisme modéré 2
Variations marquées de taille, de forme, avec nucléoles proéminents 3
3. Nombre de mitoses
(a compter sur 10 champs au grossissement x400 ; valeurs définies pour un champ de de 0,48
mm de diameétre ; calibrage du microscope nécessaire pour des champs différents)
0 & 6 mitoses 1
7  a12 mitoses 2
>12 mitoses 3
AU TOTAL

Grade | 3,40ub

Grade Il 6ou’7

Grade lll 8ou9
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Annexe 6. Recommandations pour la détermination du statut HER2 par IHC et
HIS.

La méthode immunohistochimique est considérée comme la premiére option pour

I'évaluation du statut HER2.
Critéres de positivité en immunohistochimie
- Veérifier les témoins internes et externes.
- Les régles de lecture doivent étre conformes aux recommandations
internationales (Wolff, 2018).
- Le marquage spécifique est localisé a la membrane cytoplasmique des cellules
tumorales. Il doit étre complet ou peut rarement étre incomplet a condition d’étre
homogéne. L'éventuel marquage cytoplasmique ne doit pas étre pris en compte.
- Seul le statut des cellules carcinomateuses infiltrantes doit &tre pris en
considération.
- L'analyse doit préciser la proportion de cellules marquées et l'intensité du
marquage. Elle conduit a établir le score (Cf. tableau ci-dessous) reconnu pour
décider d'un traitement ciblé par un anticorps anti-HER2.
- Rejeter le test IHC en cas de :

o marquage membranaire des canaux et des lobules normaux. Le marquage
membranaire des cellules apocrines est admis

o marquage cytoplasmique génant

o artéfacts d'écrasement ou de bordure évidents

o témoins de la réaction non valides.
- La conclusion énonce clairement le statut HER2 et le cas échéant la nécessité de
mise en ceuvre d'une technique complémentaire (immunohistochimie a refaire et/ou
hybridation in situ).
- Regle de lecture de l'intensité du marquage :

o forte : bien visible au x4-x5

o modérée : perceptible au x4-x5 et bien visible au x10-x20

o faible : imperceptible au x4-x5, perceptible au x10-x20, bien visible au x40.
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SegA

Score 0 négatif 1+ négatif 2+ équivoque 3+ positif
Marquage Absence de Marquage marguage membranaire faible, marquage
marquage OU membranaire faible, incomplet dans > 10% des membranaire
marquage incomplet dans >10% | cellules invasives fort, complet
membranaire des cellules invasives | OU marquage membranaire fort, | dans > 10% des
faible, incomplet complet dans < 10% des cellules
dans < 10% des cellules invasives (hétérogene). | invasives
cellules invasives NB : en cas de tumeur
d’architecture micropapillaire un
marquage incomplet peu etre
considéré comme un 2+
Indication NON NON Réalisation d’une hybridation Ooul
thérapeutique in situ
anti HER2

Recommandations pour la détermination du statut HER2 par HIS :

- Latechnique est a réaliser dans des structures spécialisées.

- L'HIS est une méthode indirecte de la détection de la cible thérapeutique HER2.

On détecte I'amplification du géne et non sa surexpression. Il peut y avoir

surexpression sans amplification (rare, discordance dans <5 % de cas).

- Comptage d'au minimum 20 cellules (minimum de 40 cellules en cas

d'hétérogénéité).

- Veérifier les témoins internes (les signaux dans le tissu normal).

o

o

O

probleme de fixation ou de conditionnement du tissu

présence d'artéfacts (écrasement tissulaire, en périphérie du prélevement)

en cas d'échec du test (absence d'hybridation, autofluorescence, mauvaise

résolution nucléaire, important bruit de fond).

Les centromeres du chromosome 17 apparaissent sous forme de point rouge, les

copies de HER2 apparaissent sous la forme de point noir.

On réalise un comptage manuel au grossissement x60.

106




Image 4 : Technique Hybridation in situ

60x .
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"o - » " .
. . Copies HER2 g
Copies Chrii (HIS argentique)
(ISH)
Nombre Rapport copie
de copies HER2/nombre Groupe Résultat Commentaires
HER?2 centromere
24 22 1 AMPLIFIEE
e SiOoul+ en IHC : Cf. Si IHC 0, 1+, 2+
commentaire L'évaluation de I'efficacité du
Si 3+ en IHC : AMPLIFIEE trastuzumab est limitée dans cette
SI HER2 2+ en IHC situation mais dans les essais
. : recompter >100 cellules initiaux testant le trastuzumab en
<4 22 2 pour voir si on reste dans | adjuvant, les tumeurs appartenant a
cette categorie ce groupe ne semblaient pas en tirer
o sioui:Cf. bénéfice et ce résultat doit étre
commentaire considéré comme NEGATIF
o sinon:résultatde |  gjbiopsie, recontroler sur pigce
la nouvelle opératoire
catégorie
Si 3+ en IHC : AMPLIFIEE
Si HER2 2+ en IHC :
recompter > 20 cellules
pour voir si on reste dans
cette catégorie
26 <2 3 o sionreste dans la
catégorie : AMPL
IFIEE
o sinon:résultat de
la nouvelle
catégorie
e Si3+enlIHC: AMPLIFIEE Si IHC 0, 1+, 2+
L'évaluation de I'efficacité du
e SjiHER22+enIHC: trastuzumab est limitée dans cette
recompter > 100 cellules situation mais dans les essais
pour voir si on reste dans initiaux testant le trastuzumab en
>4 et <6 <2 4 cette catégorie. adjuvant, les tumeurs appartenant a
o sioui:Cf. ce groupe ne semblaient pas en tirer
commentaire bénéfice et ce résultat doit étre
o sinon:résultat de considéré comme NEGATIF.
la nouvelle Si biopsie, recontrdler sur piece
catégorie opératoire
<4 <2 5 NON AMPLIFIEE
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Annexe 7 : Caractérisation des types moléculaires

% Basal ou basal-like
Les tumeurs de type basal sont caractérisées par I'expression de génes identiques a
ceux exprimés par des lignées de cellules myoépithéliales.
Ce groupe est le mieux identifié par les différentes études génomiques.
Les tumeurs ont un phénotype particulier et reproductible :

- en général elles n’expriment ni les récepteurs hormonaux, ni HER2,

- exprime au moins un marqueur des cellules myoépithéliales (ou basales) du
sein normal (I'actine musculaire lisse, la p63, les cytokératines CK5/6, CK14,
CK17),

- taux plus élevé de mutation de p53,

- grade histopronostique I,

- activité mitotique élevée.

On retrouve les carcinomes de type médullaire atypique, les carcinomes
métaplasiques, la plupart des carcinomes lies a une mutation de BRCA1 et des
carcinomes canalaires infiltrants de grade Ill. Ce sous-type a le pronostic le plus
défavorable pour la survie globale et sans rechutes.

Par extension, on parle des tumeurs “triple négatif’ (RE- RP- HER2-) qui
comprennent un grand nombre de tumeurs de type basal. Il n’y a toutefois pas de
superposition compléte entre ces deux groupes.

% HER2

Ce groupe est le plus souvent défini comme incluant toutes les tumeurs HER2+
guelle que soit leur expression des récepteurs hormonaux. Un progéniteur luminal
serait a I’ origine de ces tumeurs. Leur phénotype est HER2+, CK8/18/19+. Ce
groupe comprend les tumeurs de type apocrine et des canalaires infiltrants de grades
Il et Ill. Leur pronostic est défavorable.

Ce sous-type peut étre traité par Trastuzumab (Herceptine TM) ou un inhibiteur de
tyrosine kinase comme le lapatinib.

% Luminal

Ce groupe comprend des tumeurs

- RE+

- expression génique proche de celle des cellules épithéliales luminales
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- profil immunohistochimique caractérisé par I'expression de CK8/18 et CK19
- tumeurs de faible grade avec les formes histologiques particuliéres :
cribriforme, mucineux, lobulaire et carcinomes canalaires infiltrants de grade
histopronostique | et Il
On distingue deux groupes : luminal A avec le pronostic le plus favorable et luminal B

avec un pronostic moins bon que celui du groupe luminal A.

Sous- Phénotype | Type histologique | Pronostic
type du carcinome
Basal Cellule RE- HER- - (analaire Défavo-
myoépithéliale CK5/6+ de grade llI rable
EGFR+ - Médullaire
- Métaplasique
HER2 Non connu HER2+ - Apocrine Défavo-
CK8/18+ - Canalaire de rable
CK19+ grades |I-Ill
Luminal Cellule RE+ CK8/18+ - Canalaire de Favorable
luminale CK19+ grade |

< Autres
Certaines études isolent d’autres sous-types inconstamment identifies.
- Baso-luminal : les tumeurs de ce groupe proviendraient d’un progéniteur commun qui exprime des
marqueurs de cellules basales (CK5/6) et de cellules luminales (CK8/18/19).
- Normal-like : 'expression génique est proche de celle du tissu mammaire normal. Le phénotype des
tumeurs de ce sous type n’est pas décrit. Leur pronostic est intermédiaire. Ce sous type a disparu, il
était probbalement du a des contaminations dans les prélevements par du tissu mammaire sain.
- sous type moléculaire apocrine : Caractérisé par

o I'expression du récepteur aux androgenes (RA),

o l'absence d’expression du récepteur aux estrogénes REaq, et

o I'expression paradoxale de genes habituellement exprimés par les tumeurs luminales.
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Annexe 8 :

Rapport patient :

Descriptjon du test:
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Annexe 9. Indications HAS

Figure 1 : Population ciblée préalablement pour I’évaluation susceptible de recevoir de la CTA

Cancers du sein invasifs
(exclusion des carcinomes in situ)

Métastase d'emblée
(stade IV)
Traitement palliatif

C. s | 1 " é
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ou HER2+ ou triple négatifs

R et
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pT1-2, pNO-1
Catégorie a risque
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e T T T T T e e
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« supra centimétriques »
(pT1c-T2, pNO-1)
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Annexe 10- Courbes ROC, Concordance du sous type moléculaire clinico

pathologique (avec Ki67 QuPath versus Ki67 du compte rendu) et sous type du

test prosigna avec cut off 14% et cut off 20%
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Annexe 11- Courbes ROC pour détermination du seuil Ki67 pour détermination

du sous type moléculaire
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Annexe 12- Courbes ROC pour le seuil du Ki67 pour déterminer le niveau de

risque
En considérant les patients micro-métastatiqgues N1

Courbes ROC en fonction des Ki67 en continu en ne prenant en compte que les
patients arisque faible et élevé
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Courbes ROC en fonction des Ki67 en continu en prenant en compte tous les patients
NB : Les patients intermédiaires Luminal A sont considérés a risque faible et a risque élevé si Luminal
B, Basal ou Her2 enrichi. En cas de risque élevé le test prosigna indique une chimiothérapie et pas de
chimiothérapie en cas de risque faible.
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Prédiction de I'indication de chimiothérapie/ Ki anapath (Micro=N0)

AUC=0.93 [0.87,0.98] Prédiction de I'indication de chimi apie/ Ki dossier (Micro=N0, mesurés par Qupath)
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indique une chimiothérapie et pas de chimiothérapie en cas de risque faible.
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Annexe 13 : Description de la population en fonction du niveau de risque

p-valeur
(wilcoxon
ou fisher-
Test Classes Statistics All (n=300) 1 (n=68) 2 (n=110) 3(n=122) exact)
Age au n 300 68 110 122 0.081
diagnostic
Mean (SD) 58.29(11.83) 55.69 (11.45) 58.13 (12.00) 59.89 (11.70)
Median [Min - 60.00 [29.00- 56.00 [34.00- 58.50 [29.00- 61.00 [35.00-
Max] 84.00] 75.00] 78.00] 84.00]
Sexe Féminin n (%) 298 (99.33) 68 (100.0) 110 (100.0) 120 (98.36) 0.349
Masculin n (%) 2 (0.667) 2(1.639)
Type de Tumorectomie n (%) 236 (81.66) 53 (80.30) 90 (85.71) 93 (78.81) 0.394
chirurgie
Mastectomie  n (%) 53(18.34) 13 (19.70) 15 (14.29) 25 (21.19)
Number of missing 11 2 5 4
data
Chirurgie sein Gauche n (%) 146 (50.69) 31 (46.97) 52 (50.00) 63 (53.39) 0.691
droit/gauche
Droit n (%) 142 (49.31) 35 (53.03) 52 (50.00) 55 (46.61)
Number of missing 12 2 6 4
data
Grade SBR 1 n (%) 28 (9.655) 15 (22.73) 8(7.619) 5(4.202) <.001
2 n (%) 211(72.76) 46 (69.70) 83 (79.05) 82 (68.91)
3 n (%) 51(17.59) 5(7.576) 14 (13.33) 32(26.89)
Number of missing 10 2 5 3
data
Stade pT 1b n (%) 22 (7.333) 9(13.24) 10 (9.091) 3(2.459) 0.011
1c n (%) 159 (53.00) 34 (50.00) 63 (57.27) 62 (50.82)
2 n (%) 112 (37.33) 22 (32.35) 37 (33.64) 53 (43.44)
3 n (%) 7(2.333) 3(4.412) 4(3.279)
Emboles Non vus n (%) 202 (70.38) 45 (68.18) 72 (69.23) 85 (72.65) 0.518
vasculaires
Rares n (%) 28(9.756) 6(9.091) 8(7.692) 14 (11.97)
Nombreux n (%) 57 (19.86) 15(22.73) 24 (23.08) 18 (15.38)
Number of missing 13 2 6 5
data
Récepteurs n 277 63 101 113 0.474
oestrogene (%)
Mean (SD) 96.17 (10.47) 94.92 (12.39) 96.37 (11.09) 96.68 (8.598)
Median [Min - 100.0 [30.00- 100.0 [40.00- 100.0 [30.00- 100.0 [60.00-
Max] 100.0] 100.0] 100.0] 100.0]
Number of missing 23 5 9 9
data
Récepteurs n 278 63 101 114 0.096
oestrogene
(score) Mean (SD) 2.835 (0.409) 2.794 (0.446) 2.782 (0.482) 2.904 (0.297)
Median [Min - 3.000 [1.000- 3.000 [1.000- 3.000 [1.000- 3.000 [2.000-
Max] 3.000] 3.000] 3.000] 3.000]
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p-valeur

(wilcoxon
ou fisher-
Test Classes Statistics All (n=300) 1 (n=68) 2 (n=110) 3(n=122) exact)
1 n (%) 4 (1.444) 1(1.587) 3(3.000) 0.123
2 n (%) 38(13.72) 11 (17.46) 16 (16.00) 11 (9.649)
3 n (%) 235 (84.84) 51 (80.95) 81 (81.00) 103 (90.35)
Number of missing 22 5 9 8
data
Récepteurs n 276 63 101 112 0.019
progestérone
(%) Mean (SD) 66.20 (38.63) 71.44 (36.89) 71.70(36.23) 58.29 (40.59)
Median [Min - 90.00 [0.000- 90.00 [0.000- 90.00 [0.000- 70.00 [0.000-
Max] 100.0] 100.0] 100.0] 100.0]
Number of missing 24 5 9 10
data
Récepteurs n 277 63 101 113 0.026
progestérone
(score) Mean (SD) 2.462 (0.919) 2.492(0.931) 2.594 (0.839) 2.327(0.968)
Median [Min - 3.000 [0.000- 3.000 [0.000- 3.000 [0.000- 3.000 [0.000-
Max] 3.000] 3.000] 3.000] 3.000]
0 n (%) 24 (8.696) 5(7.937) 7 (7.000) 12 (10.62) 0.089
1 n (%) 10 (3.623) 4(6.349) 2 (2.000) 4 (3.540)
2 n (%) 57 (20.65) 9(14.29) 16 (16.00) 32(28.32)
3 n (%) 185 (67.03) 45 (71.43) 75 (75.00) 65 (57.52)
Number of missing 23 5 9 9
data
HER (score) n 275 62 100 113 0.985
Mean (SD) 0.964 (0.832) 0.952 (0.876) 0.960 (0.777) 0.973 (0.860)
Median [Min - 1.000 [0.000- 1.000 [0.000- 1.000 [0.000- 1.000 [0.000-
Max] 2.000] 2.000] 2.000] 2.000]
0 n (%) 100 (36.36) 25 (40.32) 32(32.00) 43 (38.05) 0.194
1 n (%) 85(30.91) 15 (24.19) 40 (40.00) 30 (26.55)
2 n (%) 90 (32.73) 22 (35.48) 28 (28.00) 40 (35.40)
Number of missing 25 6 10 9
data
DDISH Non amplifié  n (%) 82 (96.47) 20 (100.0) 25 (96.15) 37(94.87) 0.795
Equivoque n (%) 3(3.529) 1(3.846) 2(5.128)
Number of missing 215 48 84 83
data
FISH Non amplifié  n (%) 7 (63.64) 3(100.0) 1 (50.00) 3 (50.00) 0.727
Equivoque n (%) 3(27.27) 1(50.00) 2(33.33)
Amplification  n (%) 1(9.091) 1(16.67)
Number of missing 289 65 108 116
data
Ki67 dossier n 282 60 104 118 <.001
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p-valeur

(wilcoxon
ou fisher-
Test Classes Statistics All (n=300) 1 (n=68) 2 (n=110) 3(n=122) exact)
(%) Mean (SD) 19.53 (13.57) 12.22 (9.026) 17.65 (12.95) 24.91 (13.91)
Median [Min - 18.00 [1.000- 10.00 [1.000- 15.00 [1.000- 24.00 [1.000-
Max] 80.00] 35.00] 80.00] 80.00]
Number of missing 18 8 6 4
data
Ki67 anapath n 129 28 44 57 <.001
(%)
Mean (SD) 14.62 (9.617) 6.321(3.973) 13.73 (7.340) 19.39 (10.21)
Median [Min - 15.00 [1.000- 5.000 [1.000- 11.50 [2.000- 17.00 [3.000-
Max] 60.00] 15.00] 30.00] 60.00]
Number of missing 171 40 66 65
data
Ki67 Qupath n 129 28 44 57 <.001
(%)
0 Mean (SD) 15.85 (11.00) 5.730(3.573) 13.57 (6.932) 22.58 (11.50)
Median [Min - 14.13 [0.810- 4.705 [0.810- 13.36 [2.900- 19.92 [5.250-
Max] 63.23] 14.37] 30.19] 63.23]
Number of missing 171 40 66 65
data
Taille tumorale n 299 68 109 122 0.070
(mm)
Mean (SD) 20.58 (10.96) 20.96 (15.61) 18.80 (6.960) 21.97 (10.62)
Median [Min - 19.00 [6.000- 17.00 [6.000- 18.00 [7.000- 20.00 [6.000-
Max] 120.0] 120.0] 40.00] 70.00]
Number of missing 1 0 1 0
data
Statut 0 n (%) 213 (71.00) 56 (82.35) 76 (69.09) 81 (66.39) 0.245
ganglionnaire
Oi+ n (%) 22 (7.333) 5(7.353) 9(8.182) 8(6.557)
1 mi/2 mi n (%) 43 (14.33) 5(7.353) 16 (14.55) 22 (18.03)
1/2 n (%) 22 (7.333) 2(2.941) 9(8.182) 11 (9.016)
Sous type A n (%) 136 (45.33) 68 (100.0) 56 (50.91) 12 (9.836) <.001
moléculaire
B n (%) 157 (52.33) 52 (47.27) 105 (86.07)
Basal n (%) 2(0.667) 1(0.909) 1(0.820)
Her2 enrichi n (%) 5(1.667) 1(0.909) 4(3.279)
Risque de n 300 68 110 122 <.001
récidive
Mean (SD) 50.34 (18.71) 27.71 (10.06) 46.01 (11.43) 66.86 (10.56)
Median [Min - 53.00 [4.000- 29.50 [4.000- 48.00 [16.00- 68.00 [33.00-
Max] 92.00] 40.00] 60.00] 92.00]
Probabilité de n 300 68 110 122 <.001
récidive a
distance en % Mean (SD) 14.71 (8.780) 5.206 (1.482) 11.01 (2.425) 23.34 (6.762)
Median [Min - 13.00 [2.000- 5.500 [2.000- 11.00 [6.000- 22.00 [15.00-
Max] 44.00] 7.000] 15.00] 44.00]
Indicationde  Non n (%) 88 (30.77) 34 (53.97) 37 (35.24) 17 (14.41) <.001
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p-valeur

(wilcoxon
ou fisher-
Test Classes Statistics All (n=300) 1 (n=68) 2 (n=110) 3(n=122) exact)
chimiothérapie g ; n (%) 198 (69.23) 29 (46.03) 68 (64.76) 101 (85.59)
avant test
prosigna Number of missing 14 5 5 4
data
Indication de Non n (%) 124 (41.33) 68 (100.0) 56 (50.91) <.001
chimiothérapie
aprés test Oui n (%) 176 (58.67) 54 (49.09) 122 (100.0)
prosigna (en
considérant les
patients micro-
métastatiques
N1)
Indication de Non n (%) 133 (44.48) 68 (100.0) 56 (51.38) 9(7.377) <.001
chimiothérapie
aprés test Oui n (%) 166 (55.52) 53 (48.62) 113 (92.62)
prosigna (en Number of missing 1 1
considérant les data
patients micro-
métastatiques
NO)
Chimiothérapie Non n (%) 116 (49.79) 50 (100.0) 49 (62.82) 17 (16.19) <.001
réaliséz ou non
Oui n (%) 117 (50.21) 29 (37.18) 88 (83.81)
Number of missing 67 18 32 17

data
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Annexe 14 : seuil du ki67 en considérant patients micrométastase NO pour
determiner niveau de risque

Recherche d’un seuil du Ki67 pour déterminer le niveau de risque, en ne
prenant en compte que les patients arisque faible et élevé

p-valeur
(wilcoxon ou

Test Classes Statistics All (n=77) ELEVE (n=47) FAIBLE (n=30) fisher-exact)
Ki67 dossier (%) n 177 101 75 <.001
pour les 300 cas
Mean (SD) 19.93 (14.00) 26.14 (14.11) 11.69 (8.629)
Median [Min - Max] 20.00 [1.000-80.00] 25.00 [2.000-80.00] 10.00 [1.000-35.00]
<20 n (%) 86 (48.59) 26 (25.74) 59 (78.67) <.001
>=20 n (%) 91 (51.41) 75 (74.26) 16 (21.33)
Number of missing data 13 4 9
Ki67 anapath n 77 47 30 <.001
centralisé (%)
pour les 129 cas Mean (SD) 14.38 (10.49) 19.53 (10.14) 6.300 (3.843)
Median [Min - Max] 15.00 [1.000-60.00] 20.00 [3.000-60.00] 5.000 [1.000-15.00]
<13 n (%) 36 (46.75) 9 (19.15) 27 (90.00) <.001
>=13 n (%) 41 (53.25) 38 (80.85) 3(10.00)
Ki67 Qupath (%) n 77 47 30 <.001
pour les 129 cas
Mean (SD) 16.00 (12.37) 22.56 (11.51) 5.729 (3.464)
Median [Min - Max] 13.68 [0.810-63.23] 20.95 [5.250-63.23] 4.705 [0.810-14.37]
<11.22 n (%) 33 (42.86) 5(10.64) 28 (93.33) <.001
>=11.22 n (%) 44 (57.14) 42 (89.36) 2 (6.667)
Ki67 dossier (%) n 77 47 30 <.001
pour les 129 cas
Mean (SD) 18.55 (15.08) 24.62 (15.47) 9.033 (7.955)
Median [Min - Max] 15.00 [1.000-80.00] 20.00 [5.000-80.00] 5.000 [1.000-35.00]
<15 n (%) 32 (41.56) 8(17.02) 24 (80.00) <.001
>=15 n (%) 45 (58.44) 39 (82.98) 6 (20.00)

Courbes ROC en fonction des Ki67 en continu en prenant en compte tous les
patients

NB : Les patients intermédiaires Luminal A sont considérés a risque faible et a risque
élevé si Luminal B, Basal ou Her2 enrichi. En cas de risque élevé le test prosignha
indigue une chimiothérapie et pas de chimiothérapie en cas de risque faible.

p-valeur
(wilcoxon ou

Test Classes Statistics All (n=129) NON (n=56) 0Ul (n=73)  fisher-exact)
Ki67 dossier (%) n 282 121 160 <.001
pour les 300 cas
Mean (SD) 19.53 (13.57) 12.69 (8.589) 24.77 (14.35)
Median [Min - Max] 18.00 [1.000-80.00] 10.00 [1.000-40.00] 21.50 [2.000-80.00]
<20 n (%) 142 (50.35) 90 (74.38) 51 (31.88) <.001
>=20 n (%) 140 (49.65) 31(25.62) 109 (68.13)
Number of missing data 18 12 6
Ki67 anapath n 129 56 73 <.001
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p-valeur
(wilcoxon ou

Test Classes Statistics All (n=129) NON (n=56) 0Ul (n=73)  fisher-exact)
centralisé (%) Mean (SD) 14.62 (9.617) 9.054 (6.610) 18.89 (9.405)
pour les 129 cas
Median [Min - Max] 15.00 [1.000-60.00] 7.000 [1.000-40.00] 20.00 [2.000-60.00]
<13 n (%) 60 (46.51) 44 (78.57) 16 (21.92) <.001
>=13 n (%) 69 (53.49) 12 (21.43) 57 (78.08)
Ki67 Qupath (%) n 129 56 73 <.001
pour les 129 cas
Mean (SD) 15.85 (11.00) 8.734 (5.439) 21.31(11.09)
Median [Min - Max] 14.13 [0.810-63.23] 7.975 [0.810-29.73] 19.92 [3.890-63.23]
<13.56 n (%) 59 (45.74) 44 (78.57) 15 (20.55) <.001
>=13.56 n (%) 70 (54.26) 12 (21.43) 58 (79.45)
Ki67 dossier (%) n 129 56 73 <.001
pour les 129 cas
Mean (SD) 18.33 (13.67) 11.25 (8.404) 23.77 (14.47)
Median [Min - Max] 15.00 [1.000-80.00] 10.00 [1.000-40.00] 20.00 [5.000-80.00]
<20 n (%) 70 (54.26) 46 (82.14) 24 (32.88) <.001
>=20 n (%) 59 (45.74) 10 (17.86) 49 (67.12)
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Apport de la signature génomique par Prosigna® dans la décision de prise en charge
thérapeutique adjuvante par chimiothérapie chez des patients atteints de cancer du

sein RH+ HER2- : étude rétrospective a propos de 300 cas a I'Institut Paoli Calmettes.

Introduction : Plusieurs signatures moléculaires validées pour la décision de traitement
adjuvant du cancer du sein sont utilisées dans la pratique clinique. L’'une d’elles, Prosigna®
fournit un algorithme utilisant I'expression d’'une cinquantaine de génes (PAM 50) et des
variables clinico-pathologiques (taille et statut ganglionnaire). Cette signature permet la
classification des tumeurs en sous-types moléculaires (Luminal A, Luminal B, HER2-enrichi,
Basal-like) et fournit un score de risque de récidive a 10 ans.

Objectif : Evaluer I'impact du résultat du score Prosigna® sur la prise de décision de
chimiothérapie adjuvante. Evaluer I'expression de lindex de prolifération Ki67 dans la
prédiction du niveau de risque et du sous type moléculaire du test Prosigna®.

Méthodes : Mon travail de thése repose sur une étude rétrospective a propos de 300
patients présentant un cancer du sein au stade précoce RH+/HER2-, qui ont bénéficié du
test Prosigna® a I'lPC entre ao(t 2016 et octobre 2019. L’analyse du Ki67 a été réalisée en
faisant appel au machine learning sur lames digitalisées par le biais d’'une plateforme de
lecture d’image en open source, QuPath en le comparant a I'analyse manuelle du Ki67.
Résultats : En analysant les résultats du score Prosigna® et les décisions de traitement
adjuvant basées sur les critéres de prise de décision institutionnels, hous avons observé un
taux de madification de choix thérapeutique dans 33%. Avec une tendance significative a
rétrograder sur la décision de chimiothérapie dans 21,33%, largement supérieure a
l'upgrading dans 11,89% (Sensibilité : 80,12%, Spécificité : 46,96%, p : 0.0056).

Nous avons mis en évidence une corrélation significative de I'expression du Ki67 avec des
critéres histo-pronostiques tel que le grade SBR et le sous type moléculaire et le niveau de
risque évalués par le score Prosigna®, que ce soit avec des techniques d’analyse manuelle
ou par intelligence artificielle, avec une supériorité pour la technique d’intelligence artificielle.
On obtient par intelligence atrtificielle un seuil du Ki67 a 13,56 pour déterminer le sous type
moléculaire et le niveau de risque.

Conclusion : L'utilisation du test Prosigna® a eu une incidence claire sur la prise de
décision thérapeutique et notre cohorte nous a permis de tenter d’établir des seuils optimaux

pour le Ki67 afin de prédire le sous type moléculaire et le niveau de risque rendu par le test.

Mots clés : Récepteur hormonaux/ HERZ2/ critére histo-pronostique /classification
moléculaire / signature génomique / PAM50 / Prosigna® / Luminal / Ki67 / QuPath / sous

type moléculaire / niveau de risque / indication de chimiothérapie.





