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ABREVIATIONS UTILISEES

SSM : Superficial Spreading Melanoma
MN : Mélanome Nodulaire

AJCC : American Joint Committee on Cancer
GS : Ganglion Sentinelle

TKI : Tyrosine Kinase Inhibitor

CTC : Cellules Tumorales Circulantes
ADN : Acide DésoxyriboNucléique
CMF : CytoMétrie en Flux

LDH : Lactates Deshydrogénases

TNM : Tumor Node Metastasis

PBS : Phosphate-Buffered Saline

SVF : Sérum de Veau Foetal
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Introduction

I) Prise en charge et classification du mélanome

a) Epidémiologie du mélanome

Le mélanome est une tumeur cutanée développée aux dépens des mélanocytes, cellules de
la membrane basale de 1’épiderme. Il se présente dans la majorité des cas sous la forme
d’une Iésion pigmentée d’apparition récente, plus rarement sous la forme d’une 1ésion pré

existante ayant présenté des modifications récentes.

Les caractéristiques cliniques suivantes (critetres ABCDE) doivent faire suspecter le
diagnostic de mélanome et faire réaliser le cas échéant une exérése d’identification de la

1ésion (1) (2):

- Asymétrie

- Bords irréguliers

- Couleur hétérogeéne

- Diamétre supérieur & 6mm

- Extension en taille ou évolution récente (image 1)

Images suspectes

Images normales

Image 1 : 1ésions suspectes de mélanome

Source : https://www.has-sante.fr/jcms/pprd_2974838/fr/melanome-cutane-la-detection-precoce-est-

essentielle (mettre le lien ou juste source : HAS santé ?)
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Environ 15000 cas de mélanome sont détectés tous les ans en France (7éme cancer chez
I’homme, 13éme chez la femme), et I’on dénombrait prés de 1800 déceés dus a cette
pathologie en 2015(3). Le pronostic de cette tumeur cutanée est conditionné par le risque
de récidive, locale, et par le risque de dissémination a distance de la maladie (4). En effet,
selon I’institut de surveillance épidémiologique américain, la survie a 5 ans est directement
corrélée au stade de la maladie lors du diagnostic : 98% pour les stades localisés, 62% si

une extension locorégionale est présente, et 15% pour les stades métastatiques (5).

La prise en charge de cette tumeur est principalement chirurgicale (6). Comme mentionné
précédemment, une suspicion de mélanome doit entrainer la réalisation d’une exérése sans

marge de la 1ésion suspecte afin d’obtenir un diagnostic histologique précis.

Celui-ci précisera le type histologique tumoral, ainsi que les caractéristiques histologiques
de la Iésion (son épaisseur via le degré d’envahissement ou indice de Clark, le sous type
histologique, ’indice de Breslow, la présence d’ulcération, 1’indice mitotique) (7). Il
convient également de déterminer grice a cette intervention si 1I’exérése est compléte ou

non.

b) Histologie, classification et prise en charge du mélanome

Quatre types de mélanome sont décrits, selon des critéres anatomo-cliniques (source EMC

chirurgie plastique, chirurgie des tumeurs cutanées) :

¢ Le mélanome a extension superficielle (SSM)
e Le mélanome nodulaire (MN)
e Le mélanome acro-lentigineux

e Le mélanome de Dubreuilh

La 8éme classification AJCC (8), publiée en 2020, permet une stadification du mélanome
en tenant compte de I’épaisseur de la tumeur, de la présence d’ulcération, et du taux de

LDH notamment (annexe 1).
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Les recommandations de prise en charge du mélanome sont dictées par la Haute Autorité

de Santé, I’Institut national du cancer et la société savante de dermatologie (sfdermato) (9)

(3)(10).
Elles peuvent étre schématisées comme suivant (annexe 2) :

e M¢lanomes stade I et II : traitement chirurgical, puis réalisation d’une technique du
ganglion sentinelle (GS) selon le Breslow.

En cas de GS positif, un traitement adjuvant est indiqué (selon le statut BRAF de la
1ésion).

e M¢lanome stade III : traitement chirurgical associé a un traitement adjuvant de
facon systématique si réséqué et en rémission compléte ; un curage ganglionnaire
est réalisé en cas d’atteinte ganglionnaire résécable.

e M:¢lanome stade IV : traitement chirurgical si résécable, associé¢ a un traitement

adjuvant et a de la radiothérapie en cas de métastases symptomatiques (11).

A noter que le traitement chirurgical inclut I’exérése diagnostique premicre, ainsi que le
complément d’exérése avec des marges adaptées au Breslow (annexe 3); le traitement
adjuvant correspond a une bithérapie ciblée ou a de I’immunothérapie dans la majorité des

cas.

Les thérapies ciblées disponibles dans le traitement du mélanome sont les inhibiteurs de
BRAF (vémurafénib, dabrafénib et encorafenib) ainsi que les inhibiteurs de
MEK (cobimetinib, tramétinib et binimetinib) ; [’association d’une molécule de chaque

classe est indiquée lorsqu’une mutation du géne BRAF (V600E) est retrouvée.

L’immunothérapie est quant a elle principalement représentée par deux anticorps

monoclonaux, inhibiteurs de PD-1 : le nivolumab et le pembrolizumab.

c) Technique du ganglion sentinelle

La réalisation d’une technique du ganglion sentinelle (12) n’est pas actuellement reconnue
comme un standard de prise en charge mais constitue un facteur pronostique. Cette
technique est indiquée lorsque I’épaisseur du mélanome est supérieure a8 Imm ou > 0.8mm

et ulcéré (13).
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La procédure associe a la fois un geste radiologique et un geste chirurgical. Une
lymphoscintigraphie préopératoire est réalisée dans les heures précédant la chirurgie
(injection d’un isotope radioactif au niveau de la cicatrice de mélanome suivie d’une
tomoscintigraphie) ; ainsi, le premier relais ganglionnaire de la 1ésion est identifié et

transmis a 1’équipe chirurgicale (annexe 4).

Au bloc opératoire, I’utilisation d’une sonde gamma permet alors de repérer la localisation

précise de la(des) adénopathie(s) radiomarquée(s) et d’en réaliser 1’exérése sélective.

Une analyse anatomopathologique de la piece opératoire est ensuite pratiquée, permettant
de classer le GS en ganglion indemne d’envahissement tumoral ou en adénopathie envahie

et de préciser le degré d’envahissement, ce qui guidera la prise en charge ultérieure.

II) Indication et techniques chirurgicales des curages ganglionnaires

a) Indications du curage ganglionnaire

Le curage ganglionnaire est indiqué uniquement lorsque des métastases ganglionnaires
sont détectées, soit par la technique du ganglion sentinelle soit par une imagerie suggestive
ou par I’examen clinique (mélanome de stade III) (14). Il permet une stadification du
cancer et est un geste curatif dans la majorité des cas (15) ; cependant, il semble ne pas

améliorer la survie a long terme (16).

Une méta analyse publiée en 2020 (17), basée sur 3 études de grande envergure, semble
rendre possible une surveillance échographique seule chez les patients ayant un ganglion
sentinelle positif ; il est cependant précisé que le curage ganglionnaire permet un controle
local de la maladie ainsi qu’une meilleure stadification de la maladie, au prix d’une

morbidité non négligeable (18).

En comparaison, le curage inguinal semble étre plus pourvoyeur de complications post

opératoires que le curage axillaire (19) (20).
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Dans notre service, 2 types de curages sont pratiqués dans le cadre de la prise en charge du

mélanome :

- Le curage axillaire, chez les patients présentant un mélanome du
membre supérieur, du thorax ou de localisation dorsale.
- Le curage inguinal, pour les patients dont la 1ésion est située au

niveau des membres inférieurs.

A noter qu’une parotidectomie ou un évidement ganglionnaire cervical peuvent étre
réalisés pour des mélanomes de localisation céphalique notamment (21) ; ceux-ci sont,
dans notre centre, effectués par les chirurgiens maxillo-faciaux dans la majorité des cas, et

leur fréquence est moins importante.

b) Curage axillaire : anatomie et technique chirurgicale (22)

Le creux axillaire peut étre modélis€é comme un triangle a base supérieure et sommet

inférieur.

3 structures anatomiques importantes délimitent cet espace (figure 1, figure 2) :
* en supérieur, le bord inférieur de la veine axillaire,

* en externe le muscle grand pectoral,

* eten interne le bord externe de la paroi thoracique.
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Figure 1 : limites anatomiques du curage axillaire (source : Atlas d’Anatomie, F.Netter)
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Paroi thoracique antérieure (suite)
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Figure 2 : anatomie de la paroi thoracique antérieure (source : Atlas d’ Anatomie,

F.Netter)

Si un ganglion sentinelle a ét¢ réalisé précédemment, la voie d’abord reprendra la cicatrice
préexistante ; dans le cas contraire, elle suivra le bord externe du grand pectoral et se

prolongera dans le creux axillaire afin de prendre une forme de « S italique ».

Le premier temps consiste en une dissection jusqu’au fascia clavi-delto-pectoral, qui sera
incisé afin de plonger dans 1’espace du creux axillaire. Une fois cet espace atteint, il s’agira
de repérer les différents éléments anatomiques délimitant le curage : la veine axillaire a la
partie supérieure, le nerf long thoracique a la partie externe (cheminant sur le muscle grand

dentelé) et le pédicule vasculo-nerveux du muscle grand dorsal a la partie interne.

La limite inférieure du curage correspond au croisement entre le pédicule vasculo-nerveux

du muscle grand dorsal et le nerf long thoracique.
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Il existe 3 étages de drainage ganglionnaire, définis par Berg :

e Le premier étage, en externe du muscle petit pectoral
e Le deuxiéme étage, en arricre du muscle petit pectoral

e Etle troisieme étage, en interne du muscle petit pectoral (figure 3).

Seule I’exérese du premier étage sera réalisée au cours du curage axillaire, les étages deux
et trois étant traités seulement en cas de 1ésion identifiée cliniquement ou par I’imagerie

(23) (24).

L’objectif de ce geste chirurgical est la diminution de la masse tumorale et le contrdle

locorégional de la maladie.
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Figure 3 : étages ganglionnaires de Berg

Source : http://www.amiform.com/web/documents-cancer-du-sein/le-ganglion-sentinel-et-

le-curage-axillaire.pdf
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c) Curage inguinal : anatomie et technique chirurgicale (22)

La région inguinale peut également étre définie comme un triangle, a base supérieure et a

sommet inférieur.
Les structures anatomiques suivantes en constituent les limites :

- Le ligament inguinal en supérieur,
- Le muscle sartorius en externe,

- Le muscle long adducteur en interne (figure 4).
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Figure 4 : limites anatomiques du curage inguinal (source : Atlas d’Anatomie, F.Netter)
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Lors d’un curage inguinal la quasi-totalité des ganglions inguinaux doit étre réséquée

(figure 5) :

- Superficiels : situés au-dessus du fascia lata, autour de la grande
veine saphene ; ils sont divisés en 3 groupes (supérolatéral,
supéromédial et inférieur)

- Profonds : situés sous le fascia cribiforme, au contact des vaisseaux

fémoraux.
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Figure 5 : groupes ganglionnaires inguinaux superficiels et profonds (source : Atlas

d’Anatomie, F.Netter)
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L’incision cutanée de la face antérieure de la cuisse est orientée de fagon oblique en bas et
en dedans. Un croissant cutané est réséqué afin de limiter le risque de nécrose due au

décollement des berges apres fermeture.

Lors de la réalisation du curage inguinal superficiel, les groupes supérolatéraux et médiaux
sont emportés ; cela correspond a une dissection sous le fascia superficialis, et entre la

veine grande saphéne (en dehors) et le muscle long adducteur (en dedans).

Concernant le curage inguinal profond, la dissection des vaisseaux fémoraux de bas en

haut est réalisée aprés incision du fascia cribiforme.

Certaines équipes préconisent un transfert musculaire (sartorius, gracilis) afin d’éviter
I’exposition vasculaire en cas de désunion cicatricielle ; celui-ci n’est pas réalisé de facon

systématique (25)(26).

III)  Principes et objectif de I’étude

a) Principe de la méthode Cellsearch

La recherche de cellules tumorales disséminées a déja été effectuée chez les patients

atteints de cancer colique, mammaire et prostatique (27)(28)(29).

Mastronicola et al ont réalisé une étude visant a détecter ces cellules dans les liquides de
drainage chez les patients bénéficiant d’un curage ganglionnaire cervical (30). Ce geste
¢tait réalisé dans le cadre de la prise en charge de patients présentant, dans la majorité des
cas, un carcinome ¢pidermoide de la cavité buccale. Des cellules tumorales étaient
détectées dans preés de 70% des cas, cela en utilisant la méthode Cellsearch®. Il s’agit
d’une méthode de détection des cellules tumorales développée par le laboratoire

Menarini© se déroulant en plusieurs étapes :
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- Dans un premier temps, un échantillon liquidien est centrifugé afin
de séparer les différents ¢é1éments cellulaires ; puis un second systeme
permet, a I’aide d’anticorps spéciaux, de séparer magnétiquement les
cellules tumorales circulantes (CTC) des ¢éléments cellulaires
restants.

- Des anticorps monoclonaux spécifiques des CTC (cytokératine) et
des leucocytes sont ajoutés a la préparation, suivis d’un marquage
d’ADN par du DAPI se fixant aux noyaux des CTC et des leucocytes.

- Les cellules sont ensuite placées dans une cartouche soumise a un
champ magnétique ; cette manceuvre permet de classer les cellules
selon une seule longueur d’onde.

- Pour finir, le systéme Celltrack Analyzer 11© analyse la cartouche, et
permet d’écarter les leucocytes (cellules CD45 et DAPI positives) et
de repérer les CTC (cellules cytokératine et DAPI positives).

Source : https://www.cellsearchctc.com/about-cellsearch/how-cellsearch-ctc-test-works

Apres lecture de cet article, notre équipe s’est intéressée a la recherche de cellules
tumorales en cytométrie en flux dans le liquide de drainage apres réalisation de curage

ganglionnaire, axillaire ou inguinal, chez les patients atteints de mélanome.

b) Principe de la cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique d’analyse a la fois quantitative et qualitative. Elle
permet en effet de compter le nombre de cellules présentant des propriétés pré définies, et
de les caractériser (taille, contenu cellulaire, protéines de surface...) via des techniques

d’immunofluorescence.
La séquence analytique se déroule globalement de la fagon suivante (figure 6) :

- Le prélévement liquidien est lavé plusieurs fois afin de limiter les
marquages parasites et non spécifiques, qui pourraient géner

I’analyse.
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- Des anticorps couplés a des fluorochromes, sélectionnés selon le type
de cellule que I’on souhaite détecter, sont ensuite ajoutés a cette
préparation et incubés avec.

- Celle-ci est alors introduite dans la machine préalablement
paramétrée, et la source lumineuse appliquée a 1’échantillon.

- Les résultats sont alors analysés par le biologiste.
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r 1 r 1 r 1 T
Cell siample
Fluorescence
@ @@ detector CD3* cells
ﬁ CD8l—-
Laser light i ]
Baseline PMT source %‘ @
—_ voltage determination i 3
—_— : g;i‘itered D4
= @ Optical Gate cell

B filts :
h Separate —_ er p??‘ilat“’tm
of interes|
mononLlJc{ear Optimize . .
Draw cellsusing a e s Pass stained cell suspension ‘

blood from | | Ficoll gradient detector sensitivity through laser beam Population Ref. Ref. Sample

subject sisen 5D
*© ] % of T cells 723 G2 o
(total
lymphocytes)
G % of l(:TD"r*l;:ells G674 #0637
fluorescent (total T cells)
antibody % of CD8* cells 28.6 6.6 30.4
conjugates (total T cells)

Figure 6 : principes de la cytométrie en flux (CMF)

c) Objectifs de 1’étude

L’objectif principal de notre étude était de rechercher la présence de cellules cancéreuses
dans le liquide de drainage post curage ganglionnaire par cytométrie en flux et de comparer
cette technique de détection avec I’histologie, qui demeure la technique de référence pour

I’analyse des ganglions issus du curage.

Les objectifs secondaires étaient d’évaluer la corrélation avec I’indice de Breslow, ainsi

qu’un éventuel impact sur la prise en charge ultérieure et la survie des patients.
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Matériel et méthodes

I) Patients : critéres d’inclusion, données recueillies

Notre étude, prospective et monocentrique, a été menée au CHU d’ Amiens entre le premier

mars 2020 et le six octobre 2021.

Les patients inclus ont bénéfici¢ d’un curage ganglionnaire, axillaire ou inguinal, pour
métastase ganglionnaire de mélanome, avec un prélévement de liquide de drainage réalisé

a J1 post opératoire.

Etaient exclus les curages réalisés pour d’autres pathologies que le mélanome (autres
carcinomes cutanés, carcinome mammaire, prostatique...), ainsi que les patients chez qui

le prélévement liquidien n’avait pas pu étre réalisé.

Les données ¢épidémiologiques, cliniques, histologiques et anatomopathologiques
recueillies grace au logiciel DxCare (logiciel de gestion des données du CHU Amiens-

Picardie) sont présentées dans le tableau 1.
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Données épidémiologiques

« Age

* Sexe
Données cliniques

* Date de premicre détection du mélanome

» Classification TNM

* Type d’intervention réalisée (GS, recoupe 1ésionnelle, type et
latéralité du curage ganglionnaire)

* Marges chirurgicales

« Evolution clinique (récidive, apparition d’adénopathies,
métastases a distance)

» Délai entre le diagnostic initial et le curage ganglionnaire

* Date de prélévement du liquide de drainage

+ Réalisation d’un traitement adjuvant

* Survie a 6 mois
Données histologiques et anatomopathologiques

* Type de mélanome

* Breslow

* Résultats anatomopathologiques du GS, de la recoupe
éventuelle et du curage ganglionnaire

o Résultats de la recherche de cellules cancéreuses

Tableau 1 : données cliniques, histologiques et anatomopathologiques recueillies



II) Modalité de prélevement et de réalisation de la CMF

Concernant le prélévement liquidien, celui-ci était réalisé sur tube EDTA, afin d’éviter tout
caillotage, a J1 post opératoire. Cela correspondait & un volume prélevé de 5 mL

maximum ; le volume minimum nécessaire a [’analyse étant de 1 mL.

Le liquide était ensuite envoyé au laboratoire d’hématologie ot une analyse par cytométrie

en flux était réalisée.

Dés réception, le liquide était filtré a ’aide d’un filtre de 100 pL avant une numération des
¢léments grace a ’automate de cytologie, le XN-9100, utilisé au CHU d’Amiens pour la
réalisation en routine des numérations formules sanguines. Parallelement était réalisée une

cytospin afin d’observer au microscope les cellules présentes dans 1’échantillon.

2 millions de cellules étaient ensuite récupérées et lavées dans du PBS+2% sérum de veau
feetal (SVF). Une partie de ces cellules était ensuite récupérée pour étre lavée dans la méme
solution une deuxiéme fois. Chaque phase de lavage était suivie d’une phase de

centrifugation.

Apres ce deuxiéme lavage, le culot était remis en suspension et 100 uL de la suspension

obtenue étaient récupérés afin de procéder au marquage des cellules.

Etaient rajoutés 5 pL des anticorps suivants: anti-CD81 FITC (clone JS64, Iotest,
Beckman Coulter), anti-CD7 ECD (clone 8HS, Iotest, Beckman Coulter), anti-CD44 PC7
(clone G44-26, Beckton Dickinson), anti-CD56 APC (clone N901, Iotest, Beckman
Coulter), anti-CD117 BV421 (clone 104D2, Beckton Dickinson) et anti-CD45 KO (clone
J33, Totest, Beckman Coulter). Le prélévement était ensuite incubé a température ambiante

et a ’obscurité pendant 15 minutes afin de marquer les cellules.

A la fin de I’incubation, 500 pL du réactif « lyse + fixateur lotest3 » sont rajoutés pour une
nouvelle incubation a I’obscurité et température ambiante de 10 minutes. Le prélevement
pouvait ensuite étre passé dans le cytométre en flux Navios. Les fichiers générés par
I’acquisition des cellules marquées étaient ensuite analysés par le biologiste a I’aide du

logiciel Kaluza.
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La sensibilité du test réalis¢ était estimée a 0,1%, permettant la détection d’une cellule

anormale parmi 1000 cellules normales.

L’une des particularités des cellules du mélanome, commune a la quasi-totalité des cellules
cancéreuses, est leur autofluorescence. Cela peut étre un facteur de confusion lors de
I’étude des diagrammes de cytométrie, mais constitue en fait une aide dans 1’identification

des cellules cancéreuses.

IIT)  Analyses statistiques

L’¢évaluation de la valeur diagnostique de la cytométrie en flux sera déterminée par le calcul
de la sensibilité, la spécificité, la valeur prédictive positive (VPP) et la valeur prédictive
négative (VPN). Ces calculs nécessitent 1’organisation des résultats sous forme d’un

tableau de contingence tel que ci-dessous.

Maladie présente Maladie absente
Test positif A B
VP (Vrais Positifs) : FP (Faux positifs) :
Ce sont les individus atteints | Le test est positif et les individus
chez lesquels le test est positif ne sont pas atteints
Test négatif C D
FN (Faux Négatifs) : VN (vrais négatifs) :

Ce sont les individus atteints | Le test est positif et les individus

chez lesquels le test est négatif ne sont pas atteints

La sensibilité d’un examen pour un diagnostic est la probabilité que I’examen soit positif

chez les individus atteints par la maladie recherchée.

Se = A/(A+C)
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La spécificité d’un examen pour un diagnostic est la probabilité que 1’examen soit négatif

chez les individus non atteints par la maladie recherchée.

Sp = D/(B+D)

La valeur prédictive positive d’un examen pour un diagnostic est la probabilité que le

diagnostic soit vrai si I’examen est positif.

VPP = A/(A+B)

La valeur prédictive négative d’un examen pour un diagnostic est la probabilité que le

diagnostic soit faux si I’examen est négatif

VPN = D/(C+D)

Les variables quantitatives ont été comparées par un t-test de Student ou par un test de

Mann Whitney. Le niveau de significativité retenu est 0.05.
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Résultats

Un total de 13 patients opérés au CHU d’Amiens entre le 1°" mars 2020 et le 5 octobre
2021 ont été inclus dans notre étude : 6 hommes (46,1 %) et 7 femmes (53,9%) dont 1’age
moyen était de 62,7 ans (45-88) (figure 7).
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curage axillaire/inguinal
pendant la période d’inclusion

N =15

Exclusion des Exclusion des

Partll‘en'ts ca rt — — = > patients n’ayant pas
bl bénéficié du recueil
ininterprétable N=1

N=1
Analyse du liquide de
drainage réalisée
N=13
Recherche de Recherche de
ceIIuIeS p05|t|ve cellules négative

N=5

Figure 7 : diagramme de flux

Le type histologique de mélanome le plus fréquent était le mélanome nodulaire (n=5) ; la
moyenne de Breslow était de 2,5 mm (0,46-13). Les caractéristiques principales des Iésions

sont regroupées dans le tableau 2.
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Nombre Pourcentage (%)

Type de mélanome

e SSM 4 30,8

e Nodulaire 5 38,5

e Acrolentigineux. 3 23

e Inconnu 1 7,7
Stade TNM

e [A 1 7a7

o [IA 3 23

o IIB

o III 3 23

o IITA 1 7,7

o JIIB 2 15,45

o IIIC 2 15,45

o |V 1 7,7
Breslow

e <1 mm 2 15,4

e 1-2mm 6 46,1

e >?2mm 5 38,5

Tableau 2 : caractéristiques histologiques des mélanomes



Brievement, les cellules étaient en premier lieu triées selon 1’expression du CD45, les

cellules tumorales étant CD45 négatives, les leucocytes (granuleux et lymphocytes) étant

CDA45 positifs. Ensuite, I’expression du CD44 et du CD81 est recherchée sur ces cellules

CD45 négatives (les cellules de mélanome sont positives pour ces 2 marqueurs). On repere

les cellules CD45 négatives et CD56 positives pour les éliminer de 1’analyse (les cellules

de mélanome sont CD56 négatives). Enfin, on réalise le croisement de toutes les fenétres

d’analyse pour détecter les cellules de mélanome.

Un exemple d’analyse des liquides de drainage par cytométrie en flux est détaillé ci-

dessous (figures n°6 et 7).
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Figure 6 : exemple d’un liquide de drainage négatif
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Figure 7 : exemple d’un liquide de drainage positif
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Des métastases ganglionnaires étaient retrouvées dans 61% des cas, et la recherche de
cellules par cytométrie en flux s’est avérée positive dans 61% (tableau 3), ce qui donne

une sensibilité/spécificité/valeur prédictive positive/valeur prédictive négative de 100%.

Stade Breslow (mm) Type curage N+ R+ C+ % C+
1 11 2,4 Axillaire 1 0 Oui 1,8
2 IA 0,46 Axillaire 1 0 Oui 0,6
3 IIC 2,1 Axillaire 0 0 Non
4 IIIC 13 Axillaire 3 0 Oui 5
5 111B 3,1 Axillaire 0 0 Non
6 1A% 1,2 Axillaire 0 0 Non
7 ITA 1,2 Inguinal 1 1 Oui 1,03
8 IIIA 1,4 Axillaire 0 0 Non
9 ITA 3 Axillaire 1 0 Oui 7
10 IIA 1,5 Axillaire 0 0 Non
11 111B 1,15 Inguinal 1 0 Oui 5,6
12 I 0,55 Axillaire 1 0 Oui 14
13 I 1,62 Inguinal 1 0 Oui 12,6

Tableau 3 : résultats du curage ganglionnaire et de la recherche de cellules ; corrélation
entre ces 2 données (N+ : nombre d’adénopathies envahies ; R+ : présence d’une rupture
capsulaire a [’examen anatomopathologique, 0 = non / 1= oui ; C+ : recherche de cellules

tumorales positives ; %C+ : % de cellules tumorales retrouvé dans [’analyse)
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Le délai moyen entre le diagnostic de mélanome et la réalisation du curage axillaire était

de 23 mois.

11 existait une tendance nette a la corrélation entre I’indice de Breslow et le résultat du

curage ganglionnaire, en anatomo-pathologie ou par cytométrie en flux (p=0.06).
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Discussion

Notre étude, monocentrique et prospective, portait sur les curages ganglionnaires,
axillaires et inguinaux, dans la prise en charge des mélanomes. Les inclusions dépendaient
donc des patients adressés en Réunion de Concertation Pluridisciplinaire de dermatologie

pour un mélanome de stade III ou IV ; peu de patients remplissaient ces criteres.

Une récente mise a jour des recommandations de prise en charge des mélanomes cutanés
(annexe 2) indique que le curage ganglionnaire n’a plus d’indication lorsque seules des
micrométastases sont présentes et détectées par la technique du ganglion sentinelle. Cela
pourrait diminuer 1’indication des curages ganglionnaires, suggérant que les traitements
adjuvants (immunothérapie, thérapies ciblées, chimiothérapies) associés a une surveillance

clinique régulicre seraient au moins aussi efficaces que la chirurgie, si ce n’est plus.

Cette attitude thérapeutique semble étre approuvée et confirmée par 1’équipe de Broman
(31), dont I’étude suggere qu’une surveillance échographique active des patients ayant un
ganglion sentinelle positif est au moins aussi efficace que la réalisation d’un curage

ganglionnaire.

La détection des cellules de mélanome s’est faite via la méthode de cytométrie en flux,
méthode différente de 1’étude initiale ayant inspiré notre travail (30). D’autres techniques
de détection cellulaire existent : auraient-elles pu permettre une détection plus sensible des
cellules ? Pourrait-on envisager de réaliser des études comparatives entre ces différentes

méthodes afin de sélectionner la plus adéquate pour nos travaux ?

Autre différence majeure entre notre étude et 1’étude réalisée par I’équipe de Nancy : le
volume de liquide analysé. En effet, 3 a 4 bouteilles de redon étaient recueillies puis filtrées

et analysées, quand seulement 5 mL d’une unique bouteille 1’étaient dans notre étude.

Lors de la réalisation de la technique du ganglion sentinelle, étape précédant la réalisation
du curage, un décollement minime du creux axillaire ou inguinal est réalisé afin d’isoler
I’adénopathie fixant aprés injection du marqueur radioactif. La fermeture de la zone
opératoire est réalisée plan par plan, sans mise en place de dispositif de drainage. Or, il
pourrait étre intéressant de mettre en place un dispositif de drainage (possiblement moins
invasif que lors du curage, c’est-a-dire de moindre calibre), de recueillir de liquide et de
réaliser le méme type d’analyse que dans notre étude. Cela permettrait de comparer les

résultats aprés un geste chirurgical peu invasif, le ganglion sentinelle, et le curage
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ganglionnaire, nettement plus invasif et pourvoyeur de complications. De plus, la mise en
évidence de cellules suite au ganglion sentinelle pourrait constituer un élément pronostique

et entralner I’instauration de traitements adjuvants plus précocement.

La durée de suivi des patients était, au maximum, de 19 mois (pour le premier patient
inclus). Une évaluation sur le plus long terme de la survie globale et sans récidive serait
souhaitable afin de mieux appréhender le pronostic global de la maladie, ainsi que

I’efficacité des différentes thérapeutiques mises en place.

La recherche combinée de cellules cancéreuses dans le liquide de drainage et dans la moelle
osseuse ou le sang (cellules tumorales disséminées ou circulantes) pourrait étre une piste
a explorer dans le futur ; en effet, selon cette étude publiée en 2019 (32), des cellules

tumorales étaient retrouvées dans la moelle osseuse de 58% des patients.

De fagon plutdt intéressante, une concordance parfaite sur la totalité des prélévements a pu
étre observée entre I’analyse du liquide en cytométrie et le résultat histologique. Il est alors
possible d’envisager que la manipulation chirurgicale de la piéce opératoire, par
mécanisme d’écrasement des ganglions envahis pourrait étre a I’origine d’une « effusion »

de cellules dans le creux axillaire.

En accord avec les résultats de notre étude, un article récent (33) semble croire aux
capacités et a 'intérét de la cytométrie en flux pour la quantification de la « charge

tumorale » des patients pris en charge pour un mélanome.

Comme mentionné, I’une des principales limites de notre étude était sa faible puissance du
fait d’'un nombre peu important de patients inclus. Cependant, au vu des résultats
satisfaisants obtenus jusqu’alors, une poursuite de I’étude sur une durée plus importante
pourrait permettre d’inclure un plus grand nombre de patient, et de réaliser un suivi a plus

long terme des patients déja inclus.

Dés le début de 1’étude, les cellules tumorales étaient détectées grace a ’utilisation de deux
anticorps (CD44 et CD45). L’ajout, en cours d’étude, de I’anticorps CD81 a permis de
rendre la détection cellulaire plus sensible ce qui peut expliquer les faibles pourcentages
de positivité chez les deux premiers patients, le CD81 ayant été rajouté a partir du 4éme.
L’ajout de ce marqueur s’est avéré trés important pour la détection des cellules de
mélanome, en permettant une meilleure discrimination avec les hématies, ces cellules étant

¢galement CD44-/CD45-.
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Un biais de recrutement est également présent dans notre étude ; nous avions en effet
initialement choisi de nous concentrer uniquement sur les patients bénéficiant d’un curage
axillaire. Devant des difficultés de recrutement en cours d’étude, il a été décidé d’inclure
les curages inguinaux réalisés pour mélanome dans notre service ; cela n’a en revanche pas
impacté I’analyse en cytométrie ni les résultats, le type de prélévement étant identique

entre les 2 curages.
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Conclusion

La cytométrie en flux constitue un outil performant dans la détection des cellules
cancéreuses dans le liquide de drainage post curage chez les patients présentant un

mélanome.

Nous avons montré dans ce travail que la corrélation cytométrie/histologie était
compléte ; il semble désormais intéressant de poursuivre cette étude, a la fois pour
permettre d’en augmenter la puissance et afin d’établir une éventuelle corrélation entre la

présence de cellules dans ce liquide et la survie a long terme des patients.
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ANNEXES

Annexe 1 : 8¢me classification AJCC

Definitions

Primary Tumor (T)

T Primary tumor cannot be assessed (for example,
curettaged or severely regressed melanoma)

T0 No evidence of primary tumor

Tis Melanoma in situ

T Melanomas 1.0 mm or less in thickness
T2 Melanomas 1.1 - 2.0 mm

T3 Melanomas 2.1 - 4.0 mm

T4 Melanomas more than 4.0 mm

NOTE: aand b subcategories of T are assigned based on
ulceration and thickness as shown below:

T THICKNESS
CLASSIACATION (] ULCERATION STATUS
™ <10 a: Breslow < 0.8 mm w/o ulceration

b: Breslow 0.8-1.0 mm w/o ulceration
or < 1.0 mm w/ ulceration.

T2 1420  a wioulceration

b: w/ ulceration
T3 2140  a wioulceration

b: w/ ulceration
T4 >0 a: wlo ulceration

b: w/ ulceration

Regional Lymph Nodes (N)
NX Patients in whom the regional nodes cannot be
(for plep Y foranother reason)
NO  No regional metastases detected
IN1-3 Regional metastases based on the number of metastatic

nodes, number of palpable metastatic nodes on clinical exam,
and presence or absence ofMSI?

NOTE: N1-3 and a-c subcategories assigned as shown below:

CLASSIFICATION # NODES CLINICAL DETECTABILITY/MSI STATUS

N1 0-1node a: clinically occult!, no MSI2
b: clinically detected’, no MSI?
c: 0 nodes, MS| present?

N2 1-3 nodes a: 2-3 nodes clinically occult!, noMSI?
b: 2-3 nodes clinically detected’, no MSI?
c: 1 node clinical or occult!, MSI present?

N3 >1nodes a: >3 nodes, all clinically occult', no MSI?

b: >3 nodes, 21 clinically detected" or matted, no MSI?
c: >1 nodes clinical or occult’, MSI present?

AJCC Melanoma of the SkinStaging g

Distant Metastasis (M)
V10 No detectable evidence of distant metastases

1112 Metastases to skin, sub cutaneous, or distant lymph nodes
V1D Metastases to lung
¢ Metastases to all other visceral sites
M1 d Metastases to brain
NOTE: seumLDH s incorporated into the M category as shown below:

M
CLASSIFICATION SITE Sorym LDH

M1a-d Skin/subcutaneous/nodule (a),lung (b) Notassessed
other visceral (c), brain (d)

M1a-d (0) Skin/subcutaneous/nodule (a),lung (b) Normal
other visceral (c), brain (d)

M1a-d(1) Skin/subcutaneous/nodule (a),lung (b) Elevated
other visceral (c), brain (d)

ANATOMIC STAGE/PROGNOSTIC GROUPS

Clinical Staging® Pathologic Staging
Mo Mo

Notes

'Nodes i as ‘clinically if they can be palpated on physical exam
and are confirmed melanoma by pathology following excision/biopsy.

“MSI comprise any satellite, locally recurrent, or in transit lesions.

Clinical staging includes mi ing of the primary and clini liologi
ion for By ion it should be used after complete excision of the
primary melanoma with clinical assessment for regional and distant metastases.
“Pathologic staging includes mi ging of the primary and

information about the regional lymph nodes after partial or complete lymphadenectomy.

Produced following the 8th Ed. AJCC guidiines released January 1, 2017. Contact Dr. M. Gormally (mvgg07@gmail.com) for reprint. Version 1.4
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Annexe 2 : recommandations de prise en charge du mélanome cutané

Mélanome cutané

& Exérése chirurgicale du mélanome (compléte sans marge) l

Reprise chirurgicale avec marge adaptée au Breslow
4+ technique du ganglion sentinelle (Breslow 2 0,8 mm)
t bilan d'extension (imagerie)

Exérése
chirurgicale
.6

Traitement
adjuvant par

nivolumab
L7

Recherche de mutation BRAF V600
(voir Evaluation et options thérapeutiques)

Recherche de mutation BRAF
V600
(voir Evaluation et options

thérapeutiques)

Source :

https://www.vidal.fr/maladies/recommandations/melanome-cutane-
4043.html#prise-en-charge
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Annexe 3 : marges d’exérése recommandées selon 1’indice de Breslow

Source : collége frangais de dermatologie
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Annexe 4 : résultat radiologique d’une technique du ganglion sentinelle avec détection
d’un ganglion axillaire gauche

Mag: 1.00x

Scout View

NM Coronals NM Sagittals NM Transaxials

121.50 1 1023.81 P
Fused Coronals Fused Sagittals Fused Transaxials MIP Navigate

XELERIS2
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Intérét de la cytométrie en flux dans I’analyse de liquide de drainage post curage
ganglionnaire dans un contexte de mélanome

RESUME

Introduction : le mélanome est une tumeur cutanée fréquente, responsable d’environ 1800
déces chaque année en France.

Sa prise en charge est principalement chirurgicale ; pour les mélanomes de stade III et IV,
un curage ganglionnaire peut étre réalisé.

L’objectif principal de notre étude était la recherche, par cytométrie en flux, de cellules
tumorales dans le liquide de drainage post curage ganglionnaire chez les patients atteints
de mélanome.

Matériel et méthodes : nous avons mené une étude prospective, monocentrique, au CHU
d’Amiens entre mars 2020 et septembre 2021.

Les patients opérés pour un curage ganglionnaire pour mélanome dans notre service étaient
inclus.

Le liquide de drainage était recueilli a J1 post opératoire, puis analysé en cytométrie en
flux.

Résultats : 13 patients ont été inclus dans notre étude.

La recherche de cellules tumorales était positive dans 61% des cas ; on ne notait pas de
discordance entre le résultat anatomopathologique du curage et la recherche de cellules
tumorales.

Il existait une corrélation entre le Breslow, le résultat du curage ganglionnaire et la
recherche de cellules tumorales.

Conclusion : la cytométrie en flux est une méthode efficace et sensible pour détecter les
cellules de mélanome dans le liquide de drainage post curage ganglionnaire.

Mots clés : cytométrie en flux ; curage ganglionnaire ; mélanome ; liquide de drainage ;
cellules tumorales
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Interest of flow cytometry in the analysis of post lymph node drainage fluid in the
context of melanoma

ABSTRACT

Introduction : melanoma is a common skin tumor, responsible for approximatively 1800
deaths each year in France.

Its management is mainly surgical; for stage III and IV melanomas, lymph node dissection
may be performed.

The main objective of our study was to investigate the presence of tumour cells in the
drainage fluid after lymph node dissection in melanoma patients using flow cytometry.

Material and methods : We conducted a prospective, single-centre study at Amiens
University Hospital between March 2020 and October 2021.

Patients operated for lymph node dissection in the context of melanoma in our department
were included.

Drainage fluid was collected on day 1 postoperatively and analysed by flow cytometry.

Results : 13 patients were included.

The search for tumour cells was positive in 61% of cases; there was no discrepancy
between the anatomopathological result of the curage and the search for tumour cells.
There was a correlation between the Breslow test, the result of lymph node dissection and
the search for tumour cells.

Conclusion : Flow cytometry is an effective and sensitive method for detecting melanoma
cells in post-curage lymph node drainage fluid.

Key words : flow cytometry ; lymph node dissection ; melanoma ; tumour cells ; drainage
fluid

58



