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SERMENT

"Au moment d'étre admise a exercer la médecine, je promets et je jure d'étre
fidele aux lois de I'honneur et de la probité. Mon premier souci sera de rétablir,
de préserver ou de promouvoir la santé dans tous ses éléments, physiques et
mentaux, individuels et sociaux. Je respecterai toutes les personnes, leur
autonomie et leur volonté, sans aucune discrimination selon leur état ou leurs
convictions. J'interviendrai pour les protéger si elles sont affaiblies, vulnérables
ou menacées dans leur intégrité ou leur dignité. Méme sous la contrainte, je ne
ferai pas usage de mes connaissances contre les lois de ['humanité. J'informerai
les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs conséquences.
Je ne tromperai jamais leur confiance et n'exploiterai pas le pouvoir hérité des
circonstances pour forcer les consciences. Je donnerai mes soins a l'indigent et
a quiconque me les demandera. Je ne me laisserai pas influencer par la soif du
gain ou la recherche de la gloire.

Admise dans l'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me sont confiés.
Recue a l'intérieur des maisons, je respecterai les secrets des foyers et ma
conduite ne servira pas a corrompre les meeurs. Je ferai tout pour soulager les
souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement les agonies. Je ne provoquerai
Jjamais la mort délibérément.

Je préserverai l'indépendance nécessaire a l'accomplissement de ma mission. Je
n'entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les entretiendrai et les
perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui me seront demandés.
J'apporterai mon aide a mes confréres ainsi qu'a leurs familles dans l'adversité.
Que les hommes et mes confréeres m'accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses ; que je sois déshonorée et méprisée si j'y manque.
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INTRODUCTION

Généralités
En France, on estime a 52 000 le nombre de nouveaux cas de cancer du sein en 2009.(1)
Le nombre de déces est de 12 000 par an.[1] Le taux de survie en France est proche de

80% a 5 ans, en partie grace au dépistage organisé. En effet cela permet un diagnostic

plus précoce avec la possibilité d'un geste conservateur.

En 1993 et 1994, Krag et al. puis Giuliano et al publient les premieres études
d’évaluation du ganglion sentinelle dans le cancer du sein. [2-3] Le ganglion sentinelle
est le premier relais lymphatique d’'un organe. En cas de dissémination tumorale, il est le
premier ganglion envahi.

Actuellement, la méthode du ganglion sentinelle est devenue le standard pour la
stadification ganglionnaire régionale des cancers du sein unifocaux et inférieurs a 2cm.
[4] Le statut ganglionnaire est un facteur pronostic important du cancer du sein avec la
taille tumorale, le grade histologique, la présence ou non de récepteurs hormonaux et le
statut C-erb-B2. Aucune métastase ganglionnaire n’est retrouvée pour environ 70% des
patientes atteintes d’'un cancer du sein de moins de 2cm, unifocal et sans adénopathie
clinique palpable. [5]

Aujourd’hui, le but de la chirurgie cancérologique mammaire est d’étre le moins invasive
possible. La technique du ganglion sentinelle a ainsi permis de diminuer
considérablement les séquelles fonctionnelles au niveau du membre supérieur. Les
complications principales du curage axillaire sont les douleurs résiduelles (26%), le
lymphoedéme (5 a 30% contre 0 a 5% en cas de ganglion sentinelle) [6-9] et le risque
d’ankylose de I'épaule (12%). [10]

Mais il n’existe pas de consensus pour la prise en charge de ces ganglions en
anatomopathologie [11] et une seconde chirurgie reste possible dans cette situation.
Cette deuxieme chirurgie peut étre plus difficile sur un terrain déja opéré et entraine un
retard de prise en charge par les traitements adjuvants. [12] Par ailleurs, cette seconde
chirurgie est source de stress pour les patientes et géneére une augmentation des

dépenses de santé. Les différentes études dans la littérature ne retrouvent pas
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d’augmentation des complications a long terme aprés un curage axillaire différé par
rapport a un curage axillaire immédiat. [13] Goyal et al. ne mettent pas en évidence dans
leur étude de différence entre le curage axillaire différé et immédiat au sujet du
lymphceedeme, des dysesthésies, de I'ankylose de I'épaule, des infections post-
opératoires et de la convalescence. La durée opératoire du curage axillaire est allongée
de maniere significative si celui-ci est réalisé de maniere différée. (33 min vs 25 min,
p=0,004). La longueur totale d’hospitalisation est augmentée de maniére significative
(premiere et deuxiéme intervention) mais la durée d’hospitalisation est identique qu'’il

s’agisse d’'un curage immédiat ou différé. [14]

L’examen extemporané standard

Différentes techniques anatomopathologiques d’examen extemporané ont été
développées pour éviter cette seconde intervention. Mais ces méthodes peuvent étre
difficiles a utiliser en pratique courante et nous retrouvons dans la littérature une
sensibilité et une spécificité tres variables pour ces techniques. Elles sont également tres
chronophages pour I'anatomopathologiste. Les coupes a congélation (Frozen Section) et
la cytologie d’apposition ou empreinte sont les 2 méthodes les plus utilisées aujourd’hui.
L’examen extemporané n’est pas obligatoire mais certains le recommandent. En 2003, le
groupe européen EWGBSP recommande de réaliser un examen extemporané pour
| ‘analyse des ganglions sentinelles. [15] La technique d’apposition est la méthode
recommandée par le CAP et le groupe européen. Enfin, les groupes de consensus
conseillent de privilégier la cytologie d’apposition. [16] L’examen doit étre réalisé par un
anatomopathologiste entrainé qui doit réaliser 3 niveaux de coupe sur les tranches de

2mm. [17]

Les coupes a congélation

Il s’agit d’'une étude histologique. Le ganglion est soit coupé en 2 soit coupé en tranches
de 2 a 3mm. Les coupes sont ensuite congelées a -20 a -25° C avant d’étre coupées en
tranches fines avec un cryomicrotome. Les coupes sont colorées et posées sur lame
avant d’étre lues par I'anatomopathologiste. L'inconvénient majeur de cette technique

est le risque de perte de matériel pour I'’examen définitif et la sous-évaluation du statut
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ganglionnaire. Une taille minimale du ganglion est de 2 mm pour Jensen et son équipe.
[18]

Dans la littérature, la sensibilité des coupes a congélation est variable de 44% a 95,8%
pour Upender et al[19-26] Chan et son équipe réalisent en 2008 une large étude
regroupant 5298 patientes et montre une sensibilité de 61% pour cette technique. Cette
étude montre également une sensibilité statistiquement supérieure de l’examen
extemporané en cas de carcinome canalaire infiltrant versus carcinome lobulaire
infiltrant (62% vs 52% :p=0,006). [27]

Dans la méta-analyse de Tew et al. la sensibilité des coupes a congélation est de 76%.
[28] Leur spécificité est bonne, proche de 100%. [19]

La sensibilité de 'examen extemporané par coupe a congélation augmente avec le
nombre de coupes. Certaines équipes étudient la totalité du ganglion en extemporané
avec une sensibilité de 94,5% mais il ne reste pas de matériel pour I'analyse définitive.
Le temps d’analyse est tres long et nécessite plusieurs anatomopathologistes entrainés.

[29]

La cytologie d’apposition

Il s’agit d’'une méthode de cytologie rapide. Le ganglion est coupé en 2 et les 2 tranches
de sections sont apposées sur une lame. Le ganglion peut étre coupé en plusieurs
tranches dont chaque face est apposée sur une lame. Une coloration est réalisée sur les
lames. L’avantage de cette technique est qu’il n'y a pas de perte de matériel. L’étude des
lames nécessite un anatomopathologiste entrainé a ce type d’examen. Dans la
littérature, la sensibilité de la technique d’apposition est variable.[28]

Barranger et al. retrouvent dans leur étude une sensibilité de 33%. [31] Cox et al
réalisent une étude sur 2137 patientes et retrouve une sensibilité de 53% pour une
spécificité de 99%.[32]

Dans I'étude de Motomura et al. la sensibilité est de 91%. Pour cette équipe, la cytologie
d’apposition avec plusieurs coupes est un technique plus sensible que les coupes a
congélation et dans sa seconde étude en 2008, il regroupe 631 patientes avec une
analyse par cytologie d’apposition en sectionnant le ganglion tous les 2 mm et montre
une sensibilité de 85% pour une spécificité de 97%. La sensibilité pour les

micrométastases dans cette étude est de 66%. [25,33]
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La méta-analyse de Tew et al. met en évidence une sensibilité de 63% (de 34 a 95%) et
la spécificité de 99% (de 94 a 100%).[20-21,28,30] Dans le cas des micro-métastases, la
sensibilité n’est que de 22% (de 5 a 57%). [28]

Les différents auteurs trouvent une sensibilité tres variable également concernant les
micrométastases avec des taux variant de 12% pour Rubio et al. et 58% pour Turner et
son équipe. [34-35]

L’augmentation du nombre de tranches de section apposées n’augmente pas la

sensibilité de la technique d’apposition. [36]

L’immunohistochimie

Les techniques d’'immunohistochimie rapides sont peu développées en pratique
courante.

L'immunohistochimie est réalisée sur des coupes a congélation grace a des anticorps
anti-cytokératine. Cette analyse est réalisée de facon tres rapide grace a la chaleur et a
l'utilisation des kits regroupant I'anti-cytokératine et I'étape de 'amplification. Dans la
littérature, la sensibilité de cette méthode varie de 83 a 93% quand on 'associe aux
coupes a congélation. Pour Krishnamurthy et al. 1a sensibilité de 'examen extemporané
est de 50% pour la cytologie d’apposition, 72% pour les coupes a congélation, 78% pour
I'immunohistochimie rapide, 78% pour les coupes a congélation associées a la cytologie
d’apposition et 83% pour les coupes a congélation associées a I'immunohistochimie.
[37-38]

Pour Nahrig et al, 'immunohistochimie ultra-rapide a une sensibilité de 88% et une
spécificité de 100% dans leur étude portant sur 50 patientes. Cette technique a permis
également la détection de cellules isolées pour une des 3 patientes dans cette situation.
Dans cette étude, l'immunohistochimie semble plus efficace pour la détection
des métastases ganglionnaires des carcinomes lobulaires infiltrants.[39]

En cas de carcinome lobulaire infiltrant, la détection en per-opératoire des métastases
ganglionnaires est tres difficile pour les anatomopathologistes. Ainsi Junnu et Leikola
ont étudié la sensibilité de I'immunohistochimie rapide préférentiellement pour le type
lobulaire. IIs montrent une amélioration de la sensibilité par rapport aux coupes a
congélation uniquement en cas de carcinome lobulaire infiltrant. (Sensibilité de 87%

pour IHC vs 66% pour FS seule :p=0,02). [40]
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Quand plusieurs techniques d’examen extemporané sont associées pour augmenter la
sensibilité, le risque de perte de matériel et de faux négatif sur 'examen définitif

augmentent considérablement.

L’objectif était de développer une technique reproductible, rapide et fiable pour
I'analyse peropératoire du ganglion sentinelle, permettant ainsi de réaliser le curage
axillaire dans le méme temps opératoire. [21] Ceci permettrait de diminuer le taux de
reprise chirurgicale avec les conséquences physiques et psychiques qu’elle engendre

pour les patientes.

La RT-PCR et QRT-PCR

L’identification de I'’envahissement métastatique du ganglion sentinelle par RT-PCR
(reverse transcriptase - polymérase chain reaction) [41-44] et QRT-PCR (quantitative
reverse transcriptase chain reaction) [45] est analysée dans plusieurs études. Le but est
d’obtenir une meilleure efficacité que I'immunohistologie standard. Les ARN messagers
de différents marqueurs sont utilisés comme celui de la cytokératine 19, de 'epithelial
glycoprotein 2(EGP2), du trefoil factor 3 (p1B) et de la small breast epithelial mucin
(SBEM). Ces essais ont permis de montrer une supériorité de 10% pour la détection des
métastases ganglionnaires. [46] Des essais n’utilisant que deux marqueurs:
Cytokératine 19 (CK 19) et Mammaglobuline 1 (MGB 1) ont également montré leur
intérét comparé a I'histologie standard avec une sensibilité de 94,1% et une spécificité
de 98,6%. [45]

Cette amplification par RT-PCR des ARNm des différentes protéines est tres longue. Elle
commence toujours par une étape d’isolement de 'ARNm puis la RT-PCR permet la
synthese du brin d’ADN complémentaire (ADNc) avant I'étape de amplification et de
quantification. Ces étapes durent plusieurs heures et nécessitent des changements de
température.

Mais il a fallu développer une technique permettant la réalisation de ces analyses en

peropératoire, en utilisant une technique rapide d’amplification.
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L’OSNA (One-step nucleic acid amplification)

La méthode OSNA est une analyse semi-automatique des ganglions lymphatiques
utilisant une technique de biologie moléculaire. Elle permet 'amplification de '’ARN

messager de la cytokératine 19 dans le ganglion lymphatique. [47]

La cytokératine 19 est une molécule exprimée a la surface des cellules tumorales

mammaires. [48]

Dans cette méthode, I'amplification d’acide nucléique se fait en une seule étape
directement a partir des lysats tissulaires, il n’y a pas d’amplification d’ADN ni d’étape
d’'isolement de 'ARM messager. (49-54)Ceci est basé sur une réaction: la RT-LAMP
(reverse transcription loop-mediated isothermal amplification) qui permet une détection
puis une amplification directe de ’ARN messager a partir d'un lysat a la différence de la
RT-PCR. [11,55-57]

Les amorces d’ADN utilisées sont particulieres avec une forme en double boucle. Elles
permettent ainsi une amplification plus rapide. La technique utilise 6 amorces

différentes et trés sensibles.

F Bc
- e
F Bc B Fc B
Loop primer1 | T
Fc .:o, —
/ F * - 3
/a2
Fc B___ Bc Fe F Bc \
F Bc B F e =N\ \
c
Fc <= -— Bc =ﬁ
F / BC \ FC B g
— R Fc B /
F Bc

Loop primer 2

Produit d’amplification

Image 1 : Amplification des amorces par RT-LAMP (image extraite de document de

formation OSNA Sysmex® )
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L’amplification se fait a une température stable de 65°C, il n'y a pas d’étape de
modification thermique comme au cours d'une amplification PCR classique ce qui réduit
également le temps d’analyse.

La quantification du nombre de copies se fait grace a la turbidité de la solution. En effet,
la synthese d’acides nucléiques entraine une production de pyrophosphate de
magnésium qui entraine une modification de transparence de la solution. C’est cette

opacité qui est mesurée pour quantifier le nombre de copies d’ARNm de la CK 19.

Sysmex® fournit aux laboratoires le Kit permettant la réalisation de la technique. Le Kit
contient les 2 solutions spécifiques (Lynorhag et Lynoamp) et le RD-100i qui permet
I'analyse RT-LAMP. Les différentes étapes pratiques sont décrites dans notre partie

matériel.

Tsujimoto et al. ont recherché I'ARNm le plus spécifique pour la détection de
I'envahissement ganglionnaire dans le cancer du sein a partir des 45 marqueurs
présents dans le cancer du sein. Ils ont ainsi exclu la mammaglobuline 1(MGB1) et CEA
pour le manque de sensibilité et la Mucine car le taux de positivité est trop haut dans les
ganglions indemnes. La CK 19 est sélectionnée pour sa sensibilité de 90 % en RT-PCR.

[53]

La méthode OSNA consiste a détecter la présence d’ARNm de la cytokératine 19 (CK 19)
au sein des ganglions sentinelles.

Cette technique est basée sur deux postulats : les tumeurs mammaires expriment toutes
une cytokératine 19 et le nombre de copies d’ARNm de la cytokératine 19 est
représentatif de la présence de cette protéine.

Dans I'étude de Chu et al., les auteurs ont recherché la présence de différentes kératines
dans les carcinomes canalaires et lobulaires du sein. Sur 250 tumeurs étudiées, 246
expriment la cytokératine 19. Le taux de positivité est de 98,2%. [48]

Alvarenga et al. [58] se sont intéressés aux types histologiques plus rares des cancers du
sein et ont étudié en immunohistochimie la présence de la CK 19. Ils considerent que la
tumeur est positive si plus de 10% des cellules tumorales expriment la CK 19 a leur
surface. Nous retrouvons un taux de 100% pour les carcinomes micro-papillaires,

apocrines, tubulaires, mucineux, médullaires et mixtes. Pour les carcinomes papillaires
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et métaplasiques le taux est respectivement de 85 et 80%. Dans I'étude de Tsujimoto et

al., 2,2% des 896 cancers du sein analysés n’expriment pas la CK 19.
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Image 2 : Spécificité et sensibilité de la CK 19 (image issue de la présentation SYSMEX®)

Gene Search : Veridex®

Cette méthode est basée sur la méme technique d’amplification de '’ARN messager que
la méthode OSNA. L’amplification se fait sur 'TARNm de la cytokératine 19 et sur 'TARNm
de la mammaglobuline. Ces deux protéines sont absentes du tissu ganglionnaire sain
mais sont présentes au niveau des tumeurs mammaires. Le « GeneSearch » est calibré
comme 'OSNA pour la détection des métastases de plus de 0,2mm.

La technique anatomopathologique est similaire a la méthode OSNA, I’échantillon de
ganglion est homogénéisé avec la solution de Veridex®, le GeneSearch ARN Sample
Preparation Kit pour purifier 'TARNm. Puis le lysat homogénéisé est placé dans I'appareil

« Cepheid Smart Cycler Il » avec les mélanges réactionnels adaptés et fourni par
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Veridex®. L'amplification est alors réalisée. [12] Un controle est réalisé en recherchant
un marqueur présent dans toutes les cellules et servant de controle interne. Le résultat
est ensuite rendu comme positif, négatif ou invalide. La positivité correspond a la
présence d’une ou des deux protéines. (CK 19 et mammaglobuline)
La sensibilité, la spécificité et le taux de concordance de cette technique sont
respectivement de 96,4%, 99% et 98,4% pour la série du Centre Oscar-Lambret de
Lilles. [12]
Pour Blumencranz et al. [59] la sensibilité de la méthode est meilleure pour les
macrométastases que pour les micrométastases. Dans cette étude, la technique
GeneSearch éviterait 98% des secondes interventions si les micrométastases sont
ignorées et 88% si les micrométastases sont prises en compte.
Pour Veys et son équipe [60] qui publient une série de 253 patientes, le taux de
concordance entre la méthode Gene Search et l'histologie standard associée a
I'immunohistochimie est de 93% pour une sensibilité de 87% et une spécificité de 94%.
Martin Martinez et al. publient une étude sur 78 patientes et retrouvent une sensibilité
de 92% et une spécificité de 97%. Leur taux de concordance est de 96%. [61]
Viale et al. publient une série de 293 patientes avec un taux de concordance de 90,8% et
une spécificité de 95%. La sensibilité est variable en fonction de la taille de la
métastase [62]:

- Métastase > 2mm : sensibilité de 98,1%.

- Métastase >1mm : sensibilité de 94,7%.

- Métastase >0,2mm : sensibilité de 77,8%.
Dans cette étude, les auteurs montrent une sensibilité moins bonne pour les
micrométastases.
Mansel et al. analysent 124 ganglions concernant 82 patientes présentant un cancer du
sein. Leur taux de concordance est de 93,9% avec une sensibilité de 88,9% et une
spécificité de 94,6% pour la méthode Gene Search comparée a I'histologie standard et
I'immunohistochimie. Les métastases de moins de 0,2mm ne sont pas détectées par la
méthode. [63]
L’étude de Julian et son équipe [64] compare la méthode Gene Search a I'histologie
conventionnelle et a 'immunohistochimie mais également a I'’examen extemporané par
coupes a congélation et cytologie d’apposition. Cette étude confirme la supériorité de la

méthode Gene Search comparée a I'examen per-opératoire (FS ou IC). Les auteurs
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montrent également que l'association de la méthode par biologie moléculaire rapide a
I'histologie standard permet un diagnostic plus fiable des métastases ganglionnaires. Ils
expliquent ce phénomeéne par I'exhaustivité de I'analyse du ganglion sentinelle.

Cette méthode est interrompue depuis décembre 2009 a cause de l'arrét de

commercialisation par le laboratoire.
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MATERIEL ET METHODE

Objectif de notre étude

L’objectif principal de notre étude était de montrer comment la technique OSNA (one
step nucleic acid amplification) peut faire baisser le taux de reprises chirurgicales dans la
prise en charge du cancer du sein inférieur a 2 centimetres. En effet, le diagnostic
peropératoire permettait la réalisation du curage axillaire dans le méme temps

opératoire en cas de ganglion sentinelle positif.

L’objectif secondaire de I'étude était de déterminer s'il existait des facteurs cliniques et

histologiques qui rendraient la technique OSNA plus sensible.

Type d’étude

Notre travail était une étude rétrospective monocentrique concernant toutes les
patientes dont les ganglions sentinelles étaient analysés selon le protocole OSNA au

Centre Alexis Vautrin du 19 octobre 2007 au 15 Juin 2011.

Notre population

Criteres d’inclusion

Nous avons inclus dans cette étude toutes les patientes ayant bénéficié de la technique
one step nucleic acid amplification (OSNA) pour I'analyse de leurs ganglions sentinelles
au Centre Alexis Vautrin du 19 octobre 2007 au 15 juin 2011.

Ces patientes répondaient aux recommandations de Saint Paul de Vence de 2009
concernant la réalisation du ganglion sentinelle.

Les patientes présentaient un carcinome mammaire infiltrant TINO ou T2NO, unifocal,
n’ayant pas recu de chimiothérapie néoadjuvante. La preuve histologique a été obtenue
en préopératoire grace a la réalisation d’'une ponction-cytologie, d'une microbiopsie ou
d’'une macrobiopsie stéréotaxique. Les patientes n’avaient pas d’antécédents de

chirurgie mammaire.
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Criteres d’exclusion

Etaient exclues toutes les patientes :

- Participant a un essai thérapeutique nécessitant la réalisation d’'un curage
axillaire en complément de la technique du ganglion sentinelle. Trois
essais étaient en cours au Centre Alexis Vautrin pendant la période de
notre étude : GATA, GAS 2+ et GANEA.

- Présentant un carcinome in situ sans contingent infiltrant.

Au total notre population étudiée (groupe 1) comptait 100 patientes.

Pour notre population de référence (groupe 2), nous avons inclus 289 patientes
sélectionnées au hasard parmi les 1030 patientes ayant bénéficié de la technique du
ganglion sentinelle de aolit 2005 a mai 2011 avec les mémes critéres d’inclusion et
d’exclusion que pour le groupe 1. Pour 8 patientes, la détection du ganglion sentinelle
avait échoué.

Au final, 281 patientes ont été retenues pour ce groupe.

Dans le groupe 1 nous retrouvons deux phases pour notre étude :

La premiére phase du 19 octobre 2007 au 10 janvier 2008 pendant laquelle la méthode
OSNA était en cours d’évaluation. La moitié des ganglions a été analysée en histologie
standard et en immunohistochimie et 'autre moitié par la méthode OSNA.

La seconde phase du 24 avril 2010 au 15 juin 2011 ou la totalité du ganglion a été
analysée par la méthode OSNA. Si la taille du ganglion le permettait, une tranche
centrale a été prélevée et analysée en histologie et immunohistochimie. Si le ganglion
était trop petit, une cytologie a été réalisée sur les résidus présents sur la lame utilisée

pour broyer le ganglion.

Collecte des données

Les données ont été collectées a partir des dossiers informatiques des patientes. Les

informations ont été recueillies dans le programme 4D.

24



Les données recueillies comprenaient 1'age, le statut ménopausique, la localisation
tumorale, le type de chirurgie mammaire et la méthode de détection du ganglion
sentinelle.

Les caractéristiques histologiques des tumeurs comprenaient la taille tumorale, le type
histologique, le grade nucléaire, I'invasion lymphatique et nerveuse, le statut hormonal
I'expression du gene HER2 et la présence d'un carcinome in situ associé.

L’analyse de cette série a été faite par patiente et non par ganglion.

Matériel
Identification des ganglions sentinelles :

Dans notre étude, l'identification des ganglions sentinelles se fait par une méthode
combinée. Nous associons un repérage radio-isotopique et un repérage colorimétrique.
En pratique, la veille de I'intervention la patiente se rend dans le Service de médecine
nucléaire ou une injection de radio-isotope (Sulfure de rhénium marqué au Technétium
99) en sous aréolaire est réalisée. Une lymphoscintigraphie est réalisée 2 a 4 heures
apres l'injection pour le repérage des ganglions sentinelles. En 'absence de contre-
indication en particulier allergique, 1,5 a 2 mL de Bleu Patenté sont injectés en sous-
aréolaire en début d’intervention. Le chirurgien décide d’injecter en 1 ou 2 points. Cette
injection est suivie d'un massage mammaire pour une diffusion plus rapide du colorant.
Au bloc opératoire, le chirurgien utilise une sonde gamma de détection de marque
Europrobe® 2 pour la localisation des ganglions sentinelles.

Conformément aux recommandations, sont considérés comme ganglions sentinelles les

ganglions chauds et/ou bleus et/ou associés a un canalicule bleuté.

L’histologie standard au Centre Alexis Vautrin

Dans le groupe 2 de référence, les ganglions sentinelles sont étudiés en histologie
standard. Les ganglions sont inclus en totalité puis analysés en plusieurs niveaux de
coupes sériées a 150 um d’intervalle. Une coloration a ’hématoxyline, éosine et safran
(HES) est réalisée. Plus le nombre de niveau de coupe est élevé plus I'examen est
sensible.

En l'absence de métastase, une étude immunohistochimie est réalisée sur les autres

coupes. Cette méthode utilise des anticorps anti-cytokératines qui permettent de
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repérer les cellules tumorales. Les anatomopathologistes du Centre Alexis Vautrin

utilisent des anticorps anti-cytokératines AE1 et AE3.

L’OSNA (One-step nucleic acid amplification)

En pratique, la premiere étape pour l'anatomopathologiste est de retirer le tissu
graisseux péri-ganglionnaire (Annexe 1). Si le ganglion pese plus de 0,6 g, il est coupé en
deux pour étre analysé comme deux ganglions différents. Si la taille du ganglion le
permet (supérieur a 0,6cm) (Annexe 2), une tranche centrale est prélevée et analysée en
histologie et immunohistochimie. Une technique d’apposition est également réalisée
avec cette tranche. (Annexe 3) Dans le cas contraire, une cytologie est réalisée sur les
résidus du scalpel utilisé pour le découpage du ganglion. Quatre ganglions peuvent étre
analysés dans le méme temps. [50]

Cette étape est suivie d'un découpage (Annexe 4) et broyage du ganglion ou des
ganglions (Annexe 5). Le ganglion en totalité est homogénéisé avec 4 mL de la solution
Lynorhag (Sysmex®) [49-51, 53, 65]. Cette solution permet de stabiliser les molécules
d’ARNm et les protege de l'activité des ribonucléases. Elle diminue les effets des
inhibiteurs d’ARN. Un millilitre de lysat est ensuite prélevé et centrifugé avec la solution
Lynorhag. La centrifugation permet d’éliminer un maximum d’inhibiteurs de PCR
comme la graisse (Annexe 6). Puis 20 pL de lysat sont prélevés et centrifugés puis
disposés dans la machine RD-100i (Sysmex®) avec un tube de lysat dilué (Annexe 7 et
8).

Le Lynoamp permet l'amplification d’ARNm grace a la réaction RT-LAMP (reverse
transcriptase-loop mediated isothermal amplification). Le Lynoamp contient I'enzyme,
les 6 amorces, les contrdles et les calibreurs (C1 a C3).

En effet, chaque jour l'appareil RD-100i sysmex est calibré grace a 3 solutions a
différentes concentrations en ARNm de cytokératine 19 (C1: 2,5.103,C2: 2,5.105 et C3:
2,5.107 copies d’ARNm de CK19 par mL). Un échantillon de chaque type est conservé a
-80°C. Un témoin positif contenant plus de 5000 copies d’ARNm/pL et un témoin négatif
sont utilisés pour chaque test afin de valider la procédure. [51]

La quantification du nombre de copies d’ARNm est corrélée a la turbidité due a la
production de pyrophosphate de magnésium. [56] Cette analyse dure 30 a 40 min. [11,
50-51, 65-66]
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Image 3 : Réponse positive et négative des calibrateurs et des témoins positifs et négatifs
(Turbidité due au sulfate de magnésium)

(Image extraite du guide de formation sysmex®)

Cette technique analyse la totalité du ganglion sentinelle donc permet d’évaluer la taille
totale de la métastase.
Le résultat est rendu sous différentes formes :

- (-) Négatif

- (+) Positif (250-5000 copies d’ARN m de CK19/uL) correspondant aux

micrométastases [51]

- (++) Positif (= 5000 copies d’ARN m de CK19/uL)

- (+)I Positif par inhibition
Ces deux derniers résultats correspondent aux macrométastases. [51] La positivité par
inhibition est considérée comme macro-métastases par défaut dans notre étude car le

nombre de copies est non évaluable. Ceci permet de ne pas sous-estimer la taille de la
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métastase. En pratique, la réponse rendue au chirurgien est « positif » ou « négatif » sans
quantification du nombre de copies.

Une recherche de cytokératine 19 est systématiquement réalisée sur la tumeur afin de
valider le protocole OSNA.

Quatre ganglions au maximum sont analysés pour une méme patiente. S'il est prélevé
plus de 4 ganglions, ils sont poolés 2 par 2 si leur taille le permet ou les ganglions les

moins suspects sont analysés en histologie standard.

Tests statistiques

Les différentes données cliniques des patientes et les caractéristiques
anatomopathologiques des tumeurs des deux groupes de patientes sont comparées a
I'aide du test du Khi-deux sur les variables qualitatives. Les valeurs quantitatives
concernant ces deux groupes sont comparées a l'aide du test de Student.

Un test de Breslow, Day et Tarone est utilisé pour 'homogénéité de détection des
métastases en fonction de la technique utilisée.

Le seuil de positivité est défini a 0,05.
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RESULTATS

La population

Au total 100 patientes ayant bénéficié de la méthode OSNA pour l'analyse de leurs
ganglions sentinelles au Centre Alexis Vautrin du 19 octobre 2007 au 15 juin 2011 ont
été retenues pour notre étude (groupe 1).

Notre population de référence comportait 281 patientes pour lesquelles la technique du
ganglion sentinelle a été pratiquée d’aoit 2005 a mai 2011 (Groupe 2).

Les caractéristiques des patientes de chaque population sont représentées dans le
tableau 1.

L’age moyen des patientes du groupe 1 (OSNA) était de 60,2 ans contre 59 ans dans le
groupe 2 (p=0,32)

Dans le premier groupe, 75 % des patientes étaient ménopausées et dans le groupe 2, ce
taux était de 69,9%. (p=0,26)

Le poids moyen des patientes était respectivement de 71 et 66,9kg pour nos 2

populations. (p=0,06)

Le mode de diagnostic (tableau 2)

La découverte de la pathologie mammaire se faisait par la palpation d’'une masse par la
patiente ou son médecin dans 24 cas (24%) dans la population 1 et dans 56 cas
(19,93%) dans la population 2. (p=0,4)

Le type de biopsie préopératoire réalisée est répertorié dans le tableau 2. Une

microbiopsie a été le plus souvent pratiquée dans les 2 populations.

Les ganglions sentinelles (tableau 1)

L’identification des ganglions sentinelles a été réalisée par une méthode combinée
(radio-isotopique et colorimétique) chez 84 patientes (84%) du groupe 1 (OSNA) et
chez 245 patientes (88,24%) du groupe 2.(p=0,8) La méthode radio-isotopique associée

a une lymphoscintigraphie a été systématique dans les deux populations. Nous avons
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noté un taux d’échec d’identification de 2,1%. Ceci a permis d’isoler 2,4 ganglions

sentinelles en moyenne par patiente dans le groupe 1 et 2,5 ganglions par patiente du

groupe 2. (p=0,41) Pour des extrémes a 7 ganglions pour le groupe 1 et 8 ganglions pour

le groupe de référence.

OSNA Histologie standard p
Caractéristiques N % N %
Nombre de patientes 100 281
Age
<50ans 22 22% 82 29,2% 0,22
51-69 57 57% 157 55,9%
>70ans 21 21% 42 14,9%
Statut ménopausique
non-ménopausées 25 25% 87 31% 0,26
ménopausées 75 75% 194 69%
Identification du GGs
Isotopes 100 100% 281 100%
Isotopes+bleu 84 84% 245 87,2% 0,8
Tableau 1 : Caractéristiques de la population
OSNA histologie standard p
Caractéristiques N % N %
Nombre de patientes 100 281
Mode de diagnostic
clinique (masse) 24 24% 56 19,9% 0,4
radiologique 66 66% 154 54,8% 0,051
autre 10 10% 71 25,3% 09
Type de biopsie
cytoponction 2 2% 30 10,7% 0,004
microbiopsie 86 86% 206 73,3%
macrobiopsie 2 2% 16 5,7%
cytoponction et microbiopsie 7 7% 22 7,8%
cytoponction et macrobiopsie 0 0% 1,1%
microbiopsie et macrobiopsie 3 3% 1,8%
Cytop, microb, macrobiopsie 0 0,4%

Tableau 2 : Mode de diagnostic
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Les caractéristiques tumorales

Les caractéristiques des tumeurs sont regroupées dans le tableau 3.

La localisation tumorale

Les tumeurs étaient principalement localisées dans les quadrants externes : soit 54%
(n=54) des tumeurs des patientes du groupe 1 et 69% (n=193) des tumeurs de la
population de référence. (p=0,01)

La taille tumorale (voir classification TNM, Annexe 9)

La taille tumorale moyenne était respectivement de 13,4 et 14,2mm dans chaque
population. (p=0,5) Nous avons compté 6 tumeurs classées pT1la, 35 tumeurs classées
pT1lb, 46 tumeurs classées pTlc et 13 tumeurs classées pT2 dans le groupe 1.
Concernant le groupe 2, nous avons répertorié un cas de tumeur micro-invasive, 20
tumeurs classées pT1la, 83 tumeurs classées pT1lb, 132 tumeurs classées pTlc et 45

tumeurs classées pT2. (p=0,81)

Le type histologique

Les types histologiques étaient majoritairement des carcinomes canalaires infiltrants :
69 tumeurs du groupes 1(69%) et 222 tumeurs du groupe 2 (79%). Nous avons noté 14
cas de carcinomes lobulaires infiltrants dans la population 1(14%) et 36 cas dans la
population 2 (12,81%). (p=0,03)

La différence est significative concernant les types histologiques.

Les autres types histologiques (17 du groupe 1 et 23 du groupe 2) regroupaient des

carcinomes mixtes, des carcinomes mucineux, tubuleux, papillaires et micropapillaires.

Le grade de Scarff Bloom et Richardson

Dans le groupe 1, 18 tumeurs avaient un grade SBR 1 (18%), 53 tumeurs avaient un
grade SBR 2 (53%) et 29 tumeurs avaient un grade SBR 3 (29%). Dans le groupe 2, 60
tumeurs avaient un grade SBR 1 (21,4%), 135 tumeurs avaient un grade SBR 2 (48%) et
84 tumeurs avaient un grade SBR 3 (29,9%). On a retrouvé 2 cas dans le groupe 2 de
tumeurs non gradables. Il n'y a pas de différence significative entre ces 2 groupes.
(p=0,67) Les deux tumeurs dont le grade n’était pas renseigné correspondaient a un

carcinome micro-invasif et un carcinome papillaire solide infiltrant.
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Le statut hormonal

Les récepteurs aux cestrogenes étaient positifs dans 85 cas dans le premier groupe
(85%) et dans 250 cas pour le groupe 2 (88,97%). (p=0,25) Les récepteurs a la
progestérone étaient positifs pour 64 patientes du groupe 1 (64%) et pour 188
patientes du groupe 2 (66,90%). (p=0,57)

Le statut HER 2

Concernant le statut HER2, 4 tumeurs étaient positives dans le groupe 1 (4%) et 27 dans

le groupe 2 (9,61%). (p=0,08)

Les emboles

Nous avons retrouvé un engainement périnerveux chez 12 patientes du groupe 1 (12%)
et chez 30 patientes du groupe 2 (10,7%). (p=0,72).

La présence d’emboles lymphatiques a été identifiée dans 27 cas parmi les patientes du
groupe 1 (27%) et dans 43 cas dans le groupe 2 (15,3%). (p=0,009)

La présence d’emboles vasculaires a été identifiée chez 8 patientes du groupe 1 et chez

18 patientes du groupe 2. (p=0,58)

L’association a un carcinome canalaire in situ ou a un carcinome lobulaire in situ

Un carcinome canalaire in situ était associé au carcinome infiltrant dans 68 cas chez les
patientes du groupe 1(68%) et dans 224 cas parmi les patientes du groupe 2(79,7%).
(p=0,03) La taille moyenne du carcinome in situ était respectivement de 25,6 et 32,7mm
dans chacun des 2 groupes. (p=0,38)

Un carcinome lobulaire in situ (LIN2 ou 3) était présent dans 33 tumeurs du groupe 1
(33%) et 57 tumeurs du groupe 2 (20,3%). (p=0,01)

Pour la composante in situ les marges sont de 4 mm en moyenne dans le groupe OSNA

et 6,3 mm dans le groupe histologie standard.
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Population OSNA Population de référence p
Caractéristiques N % N %
Nombre de patientes 100 281
Localisation tumorale
QSE 32 32% 77 27,4% 0,001
Qsl 11 11% 41 14,6%
QIE 12 12% 102 36,3%
Qll 6 6% 7 2,5%
QE 10 10% 14 5%
Qint 7 7% 6 2,1%
Qs 12 12% 21 7,5%
Ql 7 7% 9 3,2%
zone centrale 3 3% 4 1,4%
Taille tumorale
pTmi 0 1 0,4% 0,5
pTla (< 5mm) 6 6% 20 7,1% 0,81
pT1lb (5a 10 mm) 35 35% 83 29,5%
pTlc (10 a 20 mm) 46 46% 132 47%
pT2 (>20 mm) 13 13% 45 16%
Type histologique
ccl 69 69% 222 79% 0,03
CLI 14 14% 36 12,8%
autres types 17 17% 23 8,2%
Grade nucléaire
SBR 1 18 18% 60 21,4% 0,67
SBR 2 53 53% 135 48%
SBR 3 29 29% 84 29,9%
non gradable 0 2 0,7%
Engainement périnerveux
+ 12 12% 30 10,7% 0,72
- 88 88% 251 89,3%
Emboles lymphatiques
+ 27 27% 43 15,3% 0,009
- 73 73% 238 84,7%
Emboles vasculaires
+ 8 8% 18 6,4% 0,58
- 92 92% 263 93,6%
Récepteurs hormonaux
RE+ 85 85% 250 88% 0,25
RE- 15 15% 30 10,7%
RP+ 64 64% 188 66,9% 0,57
RP- 36 36% 92 32,7%
non gradable 1 0,4%
Statut HER2
+ 4 4% 27 9,6% 0,08
- 96 96% 253 90%
non gradable 1 0,4%
Carcinome in situ associé 68 68% 224 79,7% 0,03
bas grade 4 4% 7 2,5%
grade intermédiaire 37 37% 124 44,1%
haut grade 16 16% 66 23,5%
Non gradable 11 11% 27 9,6%

Tableau 3 : Caractéristiques histologiques des tumeurs
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Le type de chirurgie (tableau 4)

Nous avons rapporté 12 cas de mastectomie totale (12%) et 88 cas de mastectomie
partielle (88%) dans le premier groupe. Deux cent cinquante patientes du groupe 2 ont
bénéficié d’'une chirurgie conservatrice au niveau mammaire (89%) et 31 patientes

d’'une mastectomie totale (11%). (p=0,75)

Caractéristiques Population OSNA Population de référence P
Type de chirurgie N % N % 0,75
mastectomie totale 12 12% 31 11%
mastectomie partielle 88 88% 250 89%
Nombre de patientes 100 281

Tableau 4 : Type de chirurgie

Le temps de procédure :

Le temps moyen de la procédure entre l'arrivée du ganglion dans le laboratoire
d’anatomopathologie et la transmission du résultat au bloc opératoire était de 42
minutes en moyenne. Ce temps était de 42 min 30 s en moyenne pour l'analyse d’un
ganglion et de 43 min en moyenne pour 'analyse de 4 ganglions. Le temps minimum de

procédure était de 10 min et le temps maximum de 1 heure et 44 minutes.

Les patientes avec une atteinte ganglionnaire (tableau 5)

Nous avons utilisé comme résultat, la métastase ganglionnaire la plus volumineuse
présentée par la patiente.

Dans le groupe 1, 29% des patientes présentaient une atteinte ganglionnaire
diagnostiquée par la méthode OSNA. Quinze patientes présentaient une
macromeétastase : (++) ou (I+) et 14 une micrométastase : (+) avec la méthode OSNA.
Dans la population de référence, 84 patientes présentaient une atteinte ganglionnaire
(29,9%). Pour 22 d’entre elles, cet envahissement régional a été diagnostiqué
uniquement par 'immunohistochimie, I'histologie standard étant négative. Parmi ces 84
patientes, 33 présentaient une macrométastase et 35 une micrométastase. Seize

patientes présentaient une atteinte sous forme de cellules isolées (NOi+).
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Nous n’avons pas retrouvé de différence significative entre la méthode OSNA et

I'histologie standard pour la détection des macro et micrométastases (p=0,35).

OSNA Histologie standard et IHC
Résultats N % IC 0,95 Résultats N % IC 0,95 P
Positif 29 | 29,0% | 20,1-37,9% Positif 68 24,2% 19,2-29,2% | 0,35
(++) ou (I+) | 15 15% 8-22% Macrométastase | 33 11,7% 8-15,6%
(+) 14 14% 7,2-20,1% Micrométastase | 35 12,5% 8,6-16,3%

Cellules isolées 16 5,7%

TOTAL 84 29,9% 24,5-35%

Négatif 71 71% 62,1-79,9% | Négatif 197 70,1% 64,7-75,5%

Tableau 5 : Les patientes N+

La population N+

Les patientes ont été réunies en 2 groupes, le groupe A correspondant aux patientes N+
dont I'analyse a été réalisée avec la méthode OSNA et le groupe B correspondant aux
patientes N+ dont l'analyse a été réalisée en histologie standard associée a
I'immunohistochimie.

Nous avons réuni dans le tableau 6 les caractéristiques cliniques des patientes

présentant une atteinte ganglionnaire.

L’age moyen des patientes N+ du groupe A était de 57,1 ans (28,3 a 81,6 ans) et de 56,3
ans (34,9-75,7) pour les patientes N+ du groupe B. (p=0,73)

Le poids moyen était respectivement de 67,4 et 67,8 Kg pour ces 2 populations de
patientes. (p=0,94)

Dix huit patientes ont présenté une atteinte ganglionnaire parmi les 75 patientes
ménopausée du groupe OSNA (24%). Dans le groupe histologie standard, 52 patientes
ménopausées ont présenté une atteinte ganglionnaire parmi les 194 patientes
ménopausées (26,8%). Nous ne retrouvons pas de différence significative entre les deux

groupes. (p=0,27)
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Nous retrouvons une différence significative concernant la répartition dans les

différentes classes d’age. (p=0,02)

OSNA (A) HES et IHC (B) D
Caractéristiques N N GS+ % N N GS+ %
Nombre de patientes 100 29 281 84
Age
<50 ans 22 6 27,3% 82 31 37,8% 0,02
51-69 57 18 31,6% 157 43 27,4%
=70 ans 21 5 23,8% 42 10 23,8%
Statut ménopausique
non-ménopausées 25 11 449% 87 32 36,8% 0,27
ménopausées 75 18 24% 194 52 26,8%
Identification du GGs
Isotopes 100 29 29% 281 84 29,9%
[sotopes+bleu 84 27 32,1% 245 73 29,8% 0,87

Tableau 6 : Caractéristiques de la population N+

Le mode de diagnostic (tableau 7)

Parmi les 24 patientes dont le mode de découverte du cancer est la palpation d’'une
masse dans la population OSNA, 14 ont présenté une atteinte ganglionnaire (58,3%).
Dans le groupe histologie standard, 14 des 56 patientes avec le méme mode de
diagnostic ont présenté une atteinte ganglionnaire (25%). (p=0,0009)

Dix huit pour cent des patientes du groupe OSNA dont le mode de diagnostic est le
dépistage par I'imagerie contre 36,6% dans le groupe histologie standard. (p<0,00001)
Parmi les patientes du groupe histologie standard, 61 patientes avec une atteinte
ganglionnaire ont bénéficié d'une microbiopsie contre 29 du groupe OSNA (p=0,83). 11
s’agit du mode de prélevement le plus utilisé dans notre centre. La répartition des

modes de prélevement n’était pas différente entre les 2 groupes.
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OSNA (A) HES et [HC (B) p
Caractéristiques N N GS+ % N N GS+ %
Nombre de patientes 100 29 29% 281 84 29,9%
Mode de diagnostic
clinique (masse) 24 14 58,3% 56 14 25% 0,0009
radiologique 66 12 18,2% 154 56 36,4% <,00001
autre 10 3 30% 71 14 19,7%
Type de biopsie
cytoponction 2 0 0% 30 9 10,7% 0,83
microbiopsie 86 29 33, 7% 206 61 29,6%
macrobiopsie 2 0 0% 16 7 43,8%
cytoponction et 7 4 57,1% 22 5 22,7%
microbiopsie
cytoponction et 0 0 0% 3 1 33,3%
macrobiopsie
microbio.psie. et 3 0 0% 5 1 20%
macrobiopsie

Tableau 7 : Le mode de diagnostic pour la population N+

Les ganglions sentinelles (tableau 6)

L’identification des ganglions par la méthode radio-isotopique est systématique dans les
2 groupes. Nous n’avons pas trouvé de différence significative pour la détection de

I'atteinte ganglionnaire avec I'une ou I'autre méthode en cas d’injection de bleu patenté.

(p=0,87)
Les caractéristiques tumorales (tableau 8)

La localisation tumorale

Les tumeurs du quadrant supéro-externe étaient les plus fréquentes avec
respectivement 12 cas et 26 cas parmi les patientes avec un ganglion sentinelle positif
de chaque population (OSNA et histologie standard)

Aucune tumeur des patientes avec une atteinte ganglionnaire du groupe OSNA
n’appartenait au quadrant inféro-interne ou interne. Nous avons compté 3 tumeurs du
quadrant supéro-interne, 4 tumeurs du quadrant inféro-externe, 5 tumeurs du quadrant
externes, 1 tumeur du quadrant supérieur, 3 tumeurs du quadrant inférieur et 1 tumeur
centrale. Dans le groupe histologie standard avec une atteinte ganglionnaire, aucune
tumeur n’appartenait au quadrant inférieur ou central, 14 tumeurs appartenaient au
quadrant supéro-interne, 26 au quadrant inféro-externe, 3 au quadrant inféro-interne, 5

au quadrant externe, 4 au quadrant interne et 6 au quadrant inférieure.
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Nous n’avons pas trouvé de différence significative dans la répartition des tumeurs par

quadrant. (p=0,56)

La taille tumorale

La taille tumorale moyenne était de 14,5 mm dans le groupe A avec des extrémes de 2 et
40mm. Dans le groupe B, la taille tumorale moyenne était de 16,5mm avec des extrémes
compris entre 1 et 60mm. (p=0,32)

Nous avons compté 3 patientes avec une atteinte ganglionnaire parmi les patientes
présentant une tumeurs pT1la (50%), 8 patientes en cas de tumeurs pT1b (22,9%), 13
patientes en cas de tumeurs pT1c (28,3%) et 5 patientes en cas de tumeurs pT2 (38,5%)
dans la population A.

Dans la seconde population (groupe B), nous avons compté une patiente avec une
atteinte ganglionnaire parmi les patientes présentant une tumeur miro-invasive (1,2%),
3 patientes en cas de tumeurs pTla (15%), 16 patientes en cas de tumeurs pT1lb
(19,3%), 45 patientes en cas de tumeurs pT1c (34,1%) et 19 patientes en cas de tumeurs
pT2 (42,2%). Nous n’avons pas trouvé de différence significative dans la répartition de
positivité en fonction de la taille tumorale. (p=0,53) Il semble tout de méme que le taux
d’envahissement ganglionnaire était plus important dans le groupe OSNA parmi les
patientes présentant une tumeur classée pT1la. (50% dans le groupe OSNA versus 15%

dans le groupe histologie conventionnelle)

Le type histologique

Vingt deux patientes N+ du groupe A présentaient un carcinome canalaire infiltrant, 2
patientes présentaient un carcinome lobulaire infiltrant et 5 patientes un carcinome
d’'un autre type histologique. Parmi ces 5 patientes nous avons compté 4 carcinomes
mixtes (canalaire et lobulaire) et 1 carcinome papillaire infiltrant.

Dans le groupe B, nous avons dénombré 66 carcinomes canalaires infiltrants, 12
carcinomes lobulaires infiltrants et 6 cancers d'un autre type.

Nous n’avons pas trouvé de différence significative entre les 2 techniques dans la

détection des métastases dans les ganglions sentinelles en fonction du type histologique.

(p=0,8)
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Le grade Scarff Bloom et Richardson

Dans la population A, 5 cancers étaient de grade SBR 1, 14 cancers étaient de grade SBR
2 et 10 cancers étaient de grade SBR 3.

Dans la population B, 12 cancers étaient de grade SBR 1, 39 cancers étaient de grade SBR
2, 32 cancers étaient de grade SBR 3 et dans un cas de carcinome micro invasif n’était
pas gradable.

Nous n’avons pas trouvé de différence significative entre les 2 techniques dans la

détection des métastases dans les ganglions sentinelles en fonction du grade SBR.

(p=0,06)

Le statut hormonal

Parmi les patientes du groupe OSNA possédant des récepteurs aux cestrogenes positifs,
29,4% des patientes présentaient une atteinte ganglionnaire (n=25) dans le cas ou les
récepteurs a la progestérone étaient positifs, 31,3% des patientes avaient un ganglion
sentinelle positif (n=20).

Concernant les cas ou I'analyse des ganglions sentinelles a été réalisée par I'histologie
conventionnelle, 74 (29,6%) patientes présentaient une atteinte ganglionnaire et des
récepteurs aux ocestrogenes positifs et 31,9% des patientes avaient un ganglion
sentinelle atteint et les récepteurs a la progestérone positifs et (n=60).

Nous n’avons pas trouvé de différence significative de détection des métastases dans les
ganglions sentinelles liée a la présence de récepteurs aux cestrogenes (p=0,8) ou a la

progestérone (p=0,7).

Le statut HER 2

Nous avons recensé un cas d’atteinte ganglionnaire parmi les 4 tumeurs porteuses de
récepteurs HER 2 (25%) dans le groupe OSNA et 8 cas parmi les 27 tumeurs porteuses
de récepteurs HER 2 du groupe histologie standard (29,6%). (p=0,83)

Les emboles
On a retrouvé un engainement périnerveux chez 3 patientes avec une atteinte
ganglionnaire du groupe OSNA et chez 15 patientes avec une atteinte ganglionnaire du

groupe histologie standard. (p=0,3).
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La présence d’emboles lymphatique a été identifiée dans 12 cas parmi les patientes avec
une atteinte ganglionnaire du groupe OSNA et dans 28 cas du groupe histologie
standard. (p=0,24)

La présence d’emboles vasculaires a été identifiée chez 4 patientes avec une atteinte
ganglionnaire du groupe OSNA et chez 11 patientes avec une atteinte ganglionnaire du

groupe Histologie standard. (p=0,6)

L’association a un carcinome canalaire in situ ou un carcinome lobulaire in situ

Un ganglion sentinelle a été identifié comme positif par la méthode OSNA chez 20
patientes présentant un carcinome canalaire in situ associé au carcinome infiltrant
(29,4%) et dans 68 cas parmi les 224 patientes du groupe histologie standard positive
(30,4%). (p=0,21)

Un carcinome lobulaire in situ (LIN2 ou 3) était présent dans 8 tumeurs du groupe OSNA

positif et 13 tumeurs du groupe histologie standard positive. (p=0,17)
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OSNA groupe A HES et IHC groupe B p
Caractéristiques N N GS+ % N N GS+ %
Nombre de patientes 100 29 281 84
Localisation tumorale
QSE 32 12 37,5% 77 26 33,8% 0,56
QSI 11 3 27,3% 41 14 34,1%
QIE 12 4 33,3% 102 26 25,5%
QIl 6 0 0% 7 3 42,9%
QE 10 5 50% 14 5 357%
Qint 7 0 0% 6 4 66,7%
Qs 12 1 8,3% 21 6 28,6%
QI 7 3 42,9% 9 0 0%
zone centrale 3 1 33,3% 4 0 0%
Taille tumorale 0,53
pTmi 0 0 0% 1 1 1,2%
pT1la (< 5mm) 6 3 50% 20 3 15%
pT1b (5a 10 mm) 35 8 22,9% 83 16 19,3%
pT1lc (10 a 20 mm) 46 13 28,3% 132 45 34,1%
pT2 (> 20 mm) 13 5 38,5% 45 19 42,2%
Type histologique
CCI 69 22 31,9% 222 66 29,7% 0,8
CLI 14 2 14,3% 36 12 33,3%
autres types 17 5 29,4% 23 6 26,1%
Grade nucléaire
SBR 1 18 5 27,8% 60 12 20% 0,06
SBR 2 53 14 26,4% 135 39 28,9%
SBR 3 29 10 34,5% 84 32 38,1%
non gradable 0 0 0% 2 1 50%
Engainement périnerveux
+ 12 3 25% 30 15 50% 0,3
- 88 26 29,5% 251 69 27,5%
Emboles lymphatiques
+ 27 12 44,4% 43 28 65,1% 0,24
: 73 17 23,3% 238 56 23,5%
Emboles vasculaires
+ 8 4 50% 18 11 61% 0,6
- 92 25 27,2% 263 73 27,8%
Récepteurs hormonaux
RE+ 85 25 29,4% 250 74 29.6% 0,8
RE- 15 4 26,7% 30 9 30%
RP+ 64 20 31,3% 188 60 31,9% 0,7
RP- 36 9 25% 92 23 25%
non gradable 0 0% 1 1 100%
Statut HER2
+ 4 1 25% 27 8 29,6% 0,83
- 96 28 29,2% 253 75 29,6%
non gradable 0 1 1 100%
Carcinome in situ associé 68 20 29,4% 224 68 30,4% 0,21
bas grade 4 1 25% 7 1 14,3%
grade intermédiaire 37 15 40,5% 124 33 26,6%
haut grade 16 4 25% 66 28 42,4%
non gradable 11 0 0% 27 6 22,2%

Tableau 8 : Caractéristique histologique des tumeurs dans les populations N+
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Le type de chirurgie (Tableau 9)

Nous avons rapporté 2 cas de mastectomie totale et 27 cas de mastectomie partielle
parmi les patientes N+ du groupe OSNA (groupe A). Soixante et onze patientes du
groupe B ont bénéficié d'une chirurgie conservatrice au niveau mammaire et 13

patientes d’'une mastectomie totale (p=0,43).

Caractéristiques OSNA (A) HES et IHC (B) p
Type de chirurgie N N GS+ % N N GS+ % 0,43
mastectomie totale 12 2 16,7% 31 13 41,9%

mastectomie partielle 88 27 30,7% 250 71 28,4%
Nombre de patientes 100 29 29% 281 84 29,9%

Tableau 9 : Type de chirurgie chez les patientes N+

Le délai avant le début du traitement adjuvant chez les patientes N+

Le temps avant le traitement adjuvant est le temps écoulé entre la premiere chirurgie et
le début de la chimiothérapie, de la radiothérapie, de I'hormonothérapie ou avant la
deuxieme chirurgie si celle-ci est réalisée apres la chimiothérapie.

Le délai avant le traitement adjuvant dans le groupe A est de 44 jours en moyenne.

Dans le groupe B, ce temps est de 58 jours en moyenne. (p=0,01)

technique N B’l(;)gl(::sr)le Moyem})esﬁ/ode HIEES Minimum | Maximum P

HES et IHC 80 58.8 51.6859 | 65.9391 14 212 0,01
OSNA 29 43.4 38.3988 | 48.4288 20 82

Différence 15.4 3.2250 | 27.5725

Tableau 10 : Le temps avant le traitement adjuvant

Les discordances :

On retrouve un cas de discordance dans la deuxieme phase de 'étude. Nous rappelons
que dans cette phase, la totalité du ganglion est broyé et analysé par la méthode OSNA.
Une étude immunohistochimique est réalisée sur les résidus de ganglion. Cette analyse a
ainsi permis de mettre en évidence des cellules tumorales isolées alors que le résultat de

la méthode OSNA est négatif. Cette patiente n’a pas été réopérée.
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Le taux de reprise chirurgicale (tableau 10)

Dans le groupe OSNA, on note un taux de reprise chirurgicale de 9% : soit pour un
curage axillaire, soit pour des marges chirurgicales insuffisantes. Pour 3 patientes, ayant
bénéficié du protocole OSNA au cours de sa phase d’évaluation, le curage axillaire est
réalisé au cours d’'une seconde intervention car le résultat n’avait pas été rendu en
peropératoire au chirurgien. On peut considérer que ces patientes n’auraient pas été
réopérées dans le cadre d’'une analyse OSNA réelle.

Six patientes (6%) seulement auraient été réopérées grace au protocole OSNA contre
109 dans la population de référence (38,8%). Quarante trois patientes (15,3%) sont
reprises au bloc opératoire exclusivement pour un curage axillaire dans la population de
référence.

Concernant les reprises par mastectomie, 5 patientes ont une seconde intervention dans
le groupe 1 (5%) et 36 dans le groupe 2 (12,81%).

Au total, 9% des patientes du groupe OSNA ont été reprises au bloc opératoire contre

38,8% des patientes du groupe histologie standard. (p=0,01)

. OSNA histologie standard P
Population
N % N %
Nombre de patientes 100 281
Pour marges 5 5% 36 12,8%
Pour curage 3 3% 43 15,3%
curage & marges 1 1% 30 10,7%
TOTAL des reprises 9 9% 109 38,8% 0,01

Tableau 11 : Type de reprise chirurgicale

L’envahissement des ganglions non sentinelles (tableau 12)

Nous avons également recherché le taux d’envahissement des ganglions non sentinelles
en fonction de la taille des métastases ganglionnaires.

Au total, 18,1% des curages axillaires réalisés ont retrouvé une atteinte des ganglions
non sentinelles.

Dans 9 cas sur les 114 patientes avec une atteinte ganglionnaire, le curage axillaire n’a
pas été réalisé. Il s’agissait de 5 cas d’envahissement sous forme de cellules tumorales

isolées et de 4 cas d’envahissement micrométastatique.
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Quand le ganglion sentinelle était porteur d’'une macrométastase, d’'une micrométastase

ou de cellules isolées, I'envahissement du curage axillaire complémentaire est

respectivement observé dans 23%, 15,6% et 8,3%.

Résultat curage | Macrométastases Micrométastases Cellules isolées TOTAL
N % N % N % N %
Négatif 37 77% 38 84,4% 11 91,7% 86 81,9%
Positif 11 23% 7 15,6% 8,3% 19 18,1%
non réalisé 0 4 9
TOTAL 48 49 17 114

Tableau 12 : Envahissement des ganglions non sentinelles
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DISCUSSION

Evaluation de la méthode OSNA dans la littérature

Méthode

Depuis quelques années, différentes études ont recherché la sensibilité et la spécificité

de la méthode OSNA. Dans ces études, les ganglions sentinelles ont été coupés en 2 a 4

tranches nommées a, b, c, et d. Les tranches a et c sont analysées par la méthode OSNA et

les tranches b et d en histologie standard. [49-50, 53-54, 65-68]

La méthode OSNA a fait la preuve de son efficacité. L'histologie conventionnelle associée

a I'immunohistochimie a été utilisée comme le standard dans ces études. En cas de

discordance une technique de QRT-PCR était réalisée.
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Analyse histologie
standard

Sensibilité et spécificité

Image 1 : Méthode de répartition
alternée des tranches du ganglion

sentinelle (Visser et al.)[49]

Sa sensibilité varie dans les études de 82,7% pour Feldman et al. [67] a 100% pour les

équipes de Schem [50] et Khaddage [66]. La spécificité de la méthode est de 100% dans
I’étude de Tsujimoto et al. (cf: tableau 13)
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Feldman et son équipe ont trouvé une sensibilité plus faible de 'OSNA parce qu’ils ont
choisi de couper des tranches plus fines (Imm vs 2mm) et d’analyser de fagon plus
exhaustive la 2¢me moitié du ganglion.

Toutes ces études ont confirmé que la méthode OSNA était une méthode applicable en
pratique courante. Cette technique a été décrite comme reproductible, fiable et rapide

pour I'examen per opératoire du ganglion sentinelle dans le cancer du sein.

Auteur Nom.bre de ng:‘::;g:: sens'ibilité spéc'ificité Taux de
patientes axillaires de'0OSNA | del'OSNA | concordance
Tsujimoto, 2011 [53] 101 325 95,6% 100% 98,2%
Visser, 2008 [49] 32 346 95,3% 97,1% 96,8%
Schem, 2009 [50] 93 343 100% 95,6% 95,5%
Khaddage, 2011 [66] 46 80 100% 98,4% 98,7%
Snook, 2011 [65] 194 395 91,7% 96,9% 96%
Tamaki, 2011 [54] 34 124 95,0% 97,1% 92,6%
Feldman,2011[67] 496 1044 82,7% 97,7% 95,8%
Bernet,2011 [68] - 181 98,2% 94,8% 99,5%

Tableau 13 : Spécificité et sensibilité de 'OSNA dans la littérature

Les discordances :

Dans ces différentes études, la plupart des cas discordants entre I'histologie standard et
la méthode OSNA sont dus a un biais d’allocation des tissus du ganglion. En effet, la
partie du ganglion analysée par la technique OSNA est différente de celle analysée en
histologie standard. La métastase peut envahir tout le ganglion ou n’étre présente que
dans une partie de celui-ci. [50-69]

Apres exclusion de ces discordances, la sensibilité et la spécificité de la méthode OSNA

est acceptable pour I'utilisation de cette méthode en pratique courante.
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Tamaki et son équipe [54] ont retrouvé 2 cas de faux négatif ou la tumeur n’exprimait
pas la cytokératine 19. Ils n’ont pas donné de renseignements sur l'histologie de ces 2

tumeurs.

Les faux positifs

Les faux positifs sont rares. Ils correspondent a la contamination du prélévement par
des cellules épithéliales bénignes ou des cellules mammaires bénignes exprimant la
cytokératine 19. L’inclusion de cellules épithéliales mammaires dans le ganglion axillaire
peut créer le méme phénomene. [51] Pour éviter ces faux positifs, il convient de
minimiser les risques de contamination en prélevant les ganglions sentinelles avec
rigueur et en retirant de facon soigneuse le tissu péri-ganglionnaire. Un scalpel stérile
différent doit étre utilisé pour chaque ganglion afin de ne pas contaminer un ganglion
sain avec du tissu métastatique d’'un autre ganglion. Ainsi tout le matériel entrant en
contact avec le ganglion doit étre changé entre chaque échantillon.

Les faux positifs dus aux cellules mammaires correspondant a une glande mammaire
surnuméraire ou aux Mullerian inclusions bégnines présentes dans les ganglions

axillaires ne peuvent étre évités.

Les faux négatifs

Le taux de faux négatif est également tres bas (0,5%) [51] et correspondrait aux
tumeurs n’exprimant pas la cytokératine 19.

Pour Parikh et al. 20,5% des tumeurs triples négatives des patientes de moins de 40 ans
n’expriment pas la cytokératine 19. [70]

Les anatomopathologistes de notre centre réalisent de facon systématique une
rechercher d’expression de la CK 19 sur la tumeur primitive. Cette pratique permet

d’éviter ces faux négatifs.

La détection des métastases

Nous avons choisi pour notre étude de comparer la méthode OSNA a l'histologie

standard associée a 'immunohistochimie.
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Nous n’avons pas trouvé de différence significative entre le taux de positivité dans nos
deux populations (29% vs 29,9%).

Nous n’avons pas trouvé de différence significative entre la détection des micro ou des
macromeétastases dans cette étude. (p=0,35)

Dans la littérature, plusieurs auteurs ont comparé la méthode OSNA avec I'histologie
conventionnelle.

Sysmex® a fourni un taux de 28,2% de positivité sur les larges études réalisées depuis
l'utilisation de la méthode OSNA de fagon courante. Notre résultat est proche de ce
chiffre. (29% vs 28,3%)

Bernet Vegué et al [71] ont comparé la positivité dans un groupe de ganglions
sentinelles analysés en histologie standard et en immunohistochimie (n=478 ganglions)
avec un groupe de ganglions sentinelles analysés en totalité avec la méthode OSNA
(n=211 ganglions). Dans leur étude, ils n’ont pas retrouvé de différence significative
concernant la discrimination « négatif » ou « positif » (p=0,28). Mais ils ont noté une
différence significative dans la répartition macrométastases, micrométastases et
présence de cellules isolées. Cette différence est en faveur de I'OSNA qui serait plus
discriminant pour les métastases de petite taille et les cellules tumorales isolées
(p=0,0001). Contrairement aux autres auteurs, Bernet et al ont considéré que la
positivité dans le tube dilué (< 100 copies d’ARNm de CK19/uL) correspondait a la
présence de cellules isolées. Ceci n’était pas recommandé par Sysmex®. D’apres la
littérature et Sysmex®, les cellules isolées (métastases <0,2 mm) ne sont pas identifiées
par la méthode OSNA. Dans cette étude, les 2 populations n’ont pas été randomisées au
hasard. Les auteurs ne se sont pas intéressés aux caractéristiques cliniques et

histologiques pouvant influencer la sensibilité de la méthode OSNA.

Une seconde étude a comparé la méthode OSNA a I'analyse extemporanée des ganglions
sentinelles par coupes a congélation. Osako et al. [51] ont ainsi comparé le taux de
ganglions sentinelles positifs chez 531 patientes dont I'analyse a été réalisée grace a la
méthode OSNA avec le taux de ganglions sentinelles positifs chez 618 patientes dont
I'analyse a été réalisée grace a la méthode de coupe a congélation. Contrairement a
nous, les auteurs ont mis en évidence une différence significative entre la méthode OSNA
et les coupes a congélation. Cette différence est en faveur de la méthode OSNA (22,8% de

positivité versus 17,6% : p=0,036) Cette différence est observée particulierement dans la
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détection des micrométastases (8,7% vs 4,5% : p=0,0064). En effet, la différence n’était
pas significative pour la détection des macrométastases. (14,1% vs 13,1% : p=0,68)
Ceci peut étre expliqué de 2 fagons différentes :

- Dans notre étude, nous avons considéré les patientes avec une atteinte sous

forme de cellules isolées (NOi+) comme positive. Cette option a été choisie car la
majorité des patientes dans cette situation ont subit un curage axillaire (12/16). Ceci
augmente le taux de positivité dans le groupe histologie standard et immunohistochimie
et diminue la sensibilité de la méthode OSNA comparée a la technique conventionnelle,
la méthode OSNA ne détectant pas les atteintes sous forme de cellules isolées.
Dans la littérature et particulierement dans I'étude de Osako les patientes NOi+ ont été
considérées comme négatives car les nouvelles recommandations conseillent de ne pas
pratiquer de curage axillaire systématique dans ce cas. Mais chaque équipe a une
conduite a tenir différente face a ces cellules isolées.

-De plus Osako et son équipe on choisi de comparer la méthode OSNA avec la
méthode des coupes a congélation (FZ) en extemporané avec des coupes de 2mm. Dans
notre étude, nous avons choisi de comparer I'OSNA a I'histologie standard associée a
I'immunohistochimie. Nous savons d’apres les données de la littérature que la sensibilité
de la FZ est moindre comparée a celle de I'histologie standard associé a
I'immunohistochimie, principalement pour les micrométastases (Sensibilité de 44 a
95,8% dans la littérature). Les anatomopathologistes de notre Centre réalisent une
étude minutieuse des ganglions sentinelles avec des niveaux de coupe nombreux et une
étude immunohistochimique. Cela explique en partie l'absence de différence
significative dans la détection des micrométastases.

Feldman et al. [67] ont différencié dans leur étude un sous-groupe dont I'étude du
ganglion sentinelle était réalisée en peropératoire par cytologie d’apposition(IC). Ils ont
trouvé une différence significative entre I'OSNA et I'IC pour la détection des
macromeétastases. (Sensibilité de 'OSNA, 85.5%; Sensibilité de I'IC, 63%; p =0,0018)

Dans la littérature ou dans notre étude, 'OSNA n’est pas plus sensible que I'histologie
standard associée a I'immunohistochimie quand la totalité du ganglion est analysée par
I'une ou l'autre méthode si nous considérons les cellules isolées comme positives. Mais

I’OSNA est plus sensible que les autres méthodes d’analyse peropératoire.
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Les facteurs cliniques pouvant influencer la sensibilité de POSNA

Nous avons trouvé dans notre étude une différence significative pour cette
caractéristique. En effet, la répartition des patientes avec une atteinte ganglionnaire
dans le groupe OSNA comparée au groupe histologie standard montre une détection
plus importante de métastases chez les patientes de plus de 50 ans dans le groupe OSNA.
(OSNA: 23/78 patientes, 29,5%; histologie standard: 53/199 patientes, 26,6% :
p=0,02)

Nous avons trouvé une différence significative entre le mode de diagnostic clinique ou
radiologique. Dans la population OSNA, le mode de diagnostic clinique a été trouvé plus
fréquemment (p=0,0009). A l'inverse, dans le groupe histologie standard, le mode de
diagnostic radiologique a été trouvé plus fréquemment (p<0,00001). Cet élément est

indépendant de la taille tumorale.

Dans la littérature, de rares auteurs se sont intéressés aux facteurs pouvant influencer la
sensibilité de 'OSNA.

Osako et son équipe se sont intéressés aux facteurs cliniques pouvant améliorer la
sensibilité de la méthode OSNA. Pour Osako et son équipe [51], la méthode OSNA
détecterait plus de métastases chez les patientes ménopausées (FZ 12,3% vs OSNA
25,5% :p=0,0001) et chez les patientes de plus de 40ans (FZ 16,5% vs OSNA
23,4% :p=0,036).

La répartition en fonction de 1'age est a analyser avec réserve. Une relation entre les 2
facteurs ne peut étre clairement identifiée a partir ce ces données. Dans notre étude,
nous ne montrons pas de relation entre I'dge et 'envahissement ganglionnaire. Nous ne
montrons pas d’augmentation des atteintes ganglionnaires chez les patientes jeunes et

agées. [51-72]

Les facteurs anatomopathologiques pouvant influencer la
sensibilité de POSNA

Dans notre étude, nous n’avons retrouvé aucun facteur histologique tumoral influengant
la détection des métastases par 'OSNA. Nous n’avons pas mis en évidence de différence

significative entre nos 2 populations concernant la localisation tumorale, la taille
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tumorale, le type histologique, le grade nucléaire, la présence d’emboles lymphatiques
ou vasculaires, la présence de récepteurs hormonaux et le statut HER 2.

Pour Osako et al. [51] la méthode OSNA détecterait plus de métastases ganglionnaires
quand il existait un envahissement de la graisse péri ganglionnaire (p=0,012) ou des
emboles lymphatiques et vasculaires (P=0,042). Nous n’avons pas retrouvé cette
différence dans notre étude. L’envahissement de la graisse péri-ganglionnaire n’était pas
précisé dans notre étude. IIs ont décrit une meilleure détection des métastases pour les
tumeurs micro-invasives dans le groupe OSNA. Cette situation peut étre expliquée par la
taille plus petite des métastases dans ces tumeurs. [73-76] Dans notre étude, il n’y avait
pas de tumeurs micro-invasives dans le groupe OSNA.

Concernant les petites tumeurs classées pT1la, le taux de positivité semble plus élevé
dans le groupe OSNA, 50% des patientes pTla de ce groupe avaient une atteinte
ganglionnaire. Dans le groupe de référence, ce taux est de 15%. Il semblerait que la
méthode OSNA détecterait mieux les métastases pour les tumeurs de petite taille que
I'histologie conventionnelle associée a I'immunohistochimie.

Si nous avions considéré la présence de cellules isolées comme négative dans notre
étude, nous aurions trouvé une influence significative de la taille tumorale dans la
détection des métastases ganglionnaires par la méthode OSNA. La méthode OSNA serait
meilleure que I'histologie standard pour la détection des métastases ganglionnaires
pour les tumeurs de petite taille (pT1la et pT1b) (p=0,03). Comme pour Osako et les
métastases ganglionnaires des tumeurs microinvasives, cette situation peut étre
expliquée par la taille plus petite des métastases en cas de petite tumeur.

En effet, la méthode OSNA analyse la totalité du ganglion sentinelle et pourrait détecter
les micrométastases de facon plus exhaustive que I'histologie standard. Cette différence

est accentuée si nous considérons la présence de cellules isolées comme négative.

Dans notre étude comme dans la littérature, I'utilisation d’'un radio-isotope et d’un
colorant bleu (bleu patente au Centre Alexis Vautrin : OSNA 32,1% vs HES 29,8% :p=0,87)
ne modifie pas 'efficacité de la méthode OSNA. [53]

Le taux d’identification des ganglions sentinelles au CAV par une méthode combinée est

de 93,1%.
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L’envahissement des ganglions non sentinelles

Nous avons retrouvé dans notre population de référence 16 patientes classées NOi+ et
une patiente dans notre population OSNA (cas discordant). Parmi ces 17 patientes, 12
ont subit une seconde intervention avec un curage axillaire.
Dans notre étude, une patiente parmi les 12 classées (NOi+) ayant eut un curage axillaire
avait 3 ganglions positifs sur le curage définitif (8,3%). Les 12 patientes réopérées ont
été prises en charge avant 2010.
Dans le cas ou une micrométastase a été découverte dans le ganglion sentinelle, le taux
de positivité du curage axillaire est de 15,6%. Enfin, dans le cas ou le ganglion sentinelle
était porteur d'une macrométastase, le taux de positivité du curage axillaire est de 23%.
Au total, 18,1% des curages réalisés ont retrouvé une atteinte des ganglions non
sentinelles dans notre étude. Notre taux est plus faible que dans la littérature. Cela peut
étre expliqué par notre faible effectif de patientes N+ au niveau du ganglion sentinelle et
par le choix de nos patientes pour le ganglion sentinelle.
Nous retrouvons une atteinte limitée au ganglion sentinelle dans 40 a 60% des cas dans
la littérature. [78] Beaucoup de patientes subissent ainsi un curage axillaire « abusif ».
Le taux d’envahissement des ganglions non sentinelles varie en fonction du type
d’atteinte métastatique. En effet, 'analyse des ganglions sentinelles en histologie
standard et en immunohistochimie permet de différencier les macrométastases (>
2mm), les micrométastases (>0,2mm et < 2mm) et les cellules tumorales isolées
(<0,2mm). [79] Pour ces 3 situations, les taux d’atteinte des ganglions non sentinelles
sont variables dans la littérature. Dans I'essai AMAROS, ces taux sont respectivement de
41, 18 et 18% en cas d’atteinte par une macro, une micrométastase ou des cellules
tumorales isolées. [80]
Dans sa méta-analyse, Van la Parra et son équipe [78] ont recherché les facteurs clinico-
pathologiques pouvant influencer I'envahissement des ganglions non sentinelles quand
le ganglion sentinelle est positif. Le taux d’envahissement des ganglions non sentinelles
variait de 24 a 65,7% (en moyenne 38%) ce qui est plus élevé que dans notre population
(18,1%). Ce taux n’était plus que de 17% pour les métastases de moins de 2mm. (15,6%
dans notre étude) et de 51% en cas de macrométastases. Les facteurs de risque
d’envahissement des ganglions non sentinelles retrouvés dans cette étude sont:

-La taille de la métastase ganglionnaire (>2mm)

-Une rupture capsulaire du ganglion
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->1 ganglion sentinelle envahi

-<1 ganglion sentinelle indemne

-Un ratio >50% de ganglions sentinelles envahis

-Une taille tumorale > 2cm

-La présence d’emboles lymphatiques ou vasculaires sur la piéce
Trois de ces facteurs sont communs a ceux retenus par I'’ASCO [4]:

-La taille de la métastase ganglionnaire

-La taille tumorale

-La présence d’emboles vasculaires
Dans notre étude nous nous sommes intéressés exclusivement a la taille de la métastase
ganglionnaire et nous avons montré une différence liée a la taille des métastases dans le
ganglion sentinelle (15,6% pour les micrométastases vs 23% pour les

macromeétastases).

Ces études nous font penser que l'utilisation de modéles mathématiques pourrait éviter
un curage axillaire systématique pour certaines patientes. Le risque est de méconnaitre
une atteinte ganglionnaire non sentinelle.

L’utilisation de nomogramme est également évaluée dans plusieurs études. Le seuil
accepté par les auteurs est un risque de 10% pour ne pas pratiquer de curage axillaire
complémentaire. Nous avons retrouvé dans la littérature 9 modeéles mathématiques
[81] : les nomogrammes du Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC), le Mayo
nomogramme développé par Degnim et al. , le nomogramme de Cambridge développé
par Pal et al., le nomogramme de Stanford développé par Kohrt et al. Trois scores ont
également été développés : le score de Tenon, le score du M.D. Anderson Cancer Center
(MDA score), et le score de Saidi et al. et 2 modeéles de partitions récursives développés
par Kohrt et al. (RP-ROC et CART). Coutant et al. [81] ont regroupé dans leur étude ces
différents modéles mathématiques qui semblent étre prometteurs mais dont la

validation définitive sur de larges populations en prospectif reste a faire.

Pronostic des micrométastases et cellules isolées

La méthode OSNA permet de repérer les métastases supérieures a 0,2mm. [49-50] Elle

ne permet pas de mettre en évidence les cellules tumorales isolées dans les ganglions
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sentinelles. L’utilisation de cette méthode implique que nous avons choisi d’ignorer
I'atteinte ganglionnaire sous forme de cellules isolées. Dans notre population standard,
nous avons considéré cette atteinte comme positive.

Notre unique cas de discordance au niveau du ganglion sentinelle dans la 2¢me phase de
’étude en faveur de I'immunohistochimie correspondait a la présence de cellules isolées
sur les résidus tumoraux du scalpel.

Mais pouvons-nous assimiler le pronostic des patientes NOi+ a celui des patientes NO ?

Actuellement, la pratique du curage axillaire est en pleine controverse chez les patientes
NOi+. [83] La présence de cellules isolées est-elle prédictive d’'une atteinte régionale plus
importante ? La 6¢me édition de I’AJCC considere ces atteintes comme négative. [Annexe
9,84]

Cserni et al. dans leur méta-analyse ont regroupé 25 études qui ont recherché le risque
d’atteinte des ganglions non-sentinelles en cas de métastases de petite taille au niveau
des ganglions sentinelles. Ils ont estimé le taux d’envahissement des ganglions non
sentinelles a 20,2% et ils ont montré que ce risque était lié a la taille de la métastase
ganglionnaire. Si seule 'immunohistochimie mettait en évidence la métastase, le taux
était alors de 9%. [85]

Pour Viale et al, ce taux était de 21,8% dans son étude concernant 109 patientes
présentant une atteinte micrométastatique du ganglion sentinelle. Il a montré que le
taux d’envahissement des ganglions non sentinelles était corrélé a la taille de la
métastase. Il a distingué ainsi deux populations dans son étude. La premiere population
était porteuse de micrométastases de plus de 1mm et la seconde présentait une atteinte
sous forme de micrométastases de moins de 1mm ou de cellules tumorales isolées. Le
taux d’envahissement des ganglions non sentinelles était respectivement de 30,2% et
16,2%. La différence était significative. (p=0,02)[86]

Viale et al. n’'ont pas montré d’autre facteurs histologiques pouvant influencer I'atteinte

des ganglions non sentinelles.

Si nous nous intéressons plus spécifiquement aux patientes présentant une atteinte

ganglionnaire sous forme de cellules isolées. (NOi+)
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Dans I'étude de Cox et al. le taux d’envahissement des ganglions non sentinelles en cas
d’atteinte sous forme de cellules isolées chez 107 patientes était de 9,3%.[87] Ceci est
comparable a notre étude mais notre effectif de patientes NOi+ était faible.

Reed et son équipe ont suivie pendant 4,9 ans, 1259 patientes qui présentaient un
cancer du sein et qui ont bénéficié de la technique du ganglion sentinelle. Vingt cinq
patientes présentaient une atteinte axillaire sous forme de cellules tumorales isolées.
Aucune des 13 patientes (NOi+) ayant subit un curage axillaire n’avait d ‘atteinte des
ganglions non sentinelles. Deux patientes (8%) NOi+ ont présenté une récidive a
distance, contre 14 % des patientes avec une micrométastase dans le ganglion
sentinelle. Reed a conclu que le curage axillaire ne doit pas étre systématique en cas
d’envahissement du ganglion sentinelle par des cellules isolées. [88]

Pour Rijk et al. le taux d’envahissement des ganglions non sentinelles en cas de ganglion
sentinelle porteur de cellules tumorales isolées est de 7%.[89]

Dans sa méta-analyse, Van Deurzen [90] a regroupé 29 études dont I'étude
multicentrique de Houvenaeghel (n=187 patientes NOi+) pour obtenir un effectif de 836
patientes avec une atteinte ganglionnaire sous forme de cellules tumorales isolées. Le
taux d’atteinte des ganglions non sentinelles variait de 0 a 27%. Le taux global dans la
méta-analyse était de 12,3% (IC a95% : 9,5-15,7%). Cette disparité a été expliquée par
le fait qu’il n'y a pas d’homogénéité dans la définition des cellules tumorales isolées
entre les différentes études.

Ces différentes études sont plutot favorables a I'abstention de curage axillaire en cas

d’envahissement du ganglion sentinelle par des cellules isolées.

De Boer et son équipe ont publié dans le New England Journal of medecine en 2009 une
large étude sur le suivi des patientes atteintes d’'un cancer du sein a un stade précoce. Ils
ont suivi 2707 patientes pendant 5,1 ans. Ils ont comparé le taux de suivi sans récidive
de 3 groupes de patientes : [91]

-Les patientes sans atteinte ganglionnaire qui n’ont pas recu de thérapie
adjuvante systémique. (Chimiothérapie ou hormonothérapie)

-Les patientes avec une atteinte ganglionnaire sous forme de cellules isolées ou
de micrométastases qui n’ont pas recu de traitement adjuvant systémique.

-Les patientes avec une atteinte ganglionnaire sous formes de cellules isolées ou

de micrométastases qui ont regu un traitement adjuvant systémique.
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[Is ont mis en évidence une diminution significative du taux de survie sans récidive a 5
ans pour les patientes présentant une atteinte sous forme de cellules isolées sans
traitement adjuvant systémique versus les patientes sans atteinte ganglionnaire qui
n’ont pas regu de traitement adjuvant (77,2% vs 85,7%, p<0,001). Le taux d’incidence
d’'un événement pendant les 5 premieres années est de 1,50 (IC 95%: 1,15-1,94) pour
les patientes ayant des cellules tumorales isolées au niveau axillaire et qui n’ont pas eu
de traitement complémentaire systémique comparé aux patientes sans envahissement
ganglionnaire et sans traitement complémentaire systémique.

IIs ont mis également en évidence une diminution significative du taux de survie sans
récidive a 5 ans pour les patientes avec une atteinte ganglionnaire sous forme de cellules
isolées qui n’ont pas recgu de traitement adjuvant systémique comparé au méme type de
patientes qui ont recu un traitement adjuvant systémique (77,2% vs. 83,0%, p = 0,04). Le
taux d’incidence de survenu d’'un événement pendant les 5 premieres années est de 0,57
(IC 95%: 0,45-0,73) pour les patientes NOi+ recevant un traitement adjuvant
systémique comparé aux patientes NOi+ ne recevant pas de traitement.

Pour De Boer, I'’envahissement ganglionnaire axillaire par des cellules isolées reste ainsi
un élément influengant le pronostic de la maladie. Dans sa méta-analyse [82], De Boer
est arrivé aux mémes conclusions mais les études avaient de petits effectifs et il n’y avait

pas de standardisation concernant la classification micrométastase et cellule isolée.

Dans notre centre, ces cas sont discutés de facon systématique en RCP (Réunion de
concertation pluridisciplinaire) afin de décider de la prise en charge de ces patientes. Le
référentiel ONCOLOR utilisé comme aide a la décision au cours des RCP de notre Centre
recommande de ne pas pratiquer de curage axillaire en cas de cellules tumorales isolées
dans le ganglion sentinelle mais garde une réserve car ceci doit étre confirmé par la RCP.
Les recommandations de Saint Paul de Vence en 2009 continuent a conseiller la
réalisation du curage axillaire en cas d’envahissement du ganglion sentinelle par des
cellules tumorales isolées et certaines équipes ont choisi de continuer de réaliser un

curage axillaire dans ce cas.
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Le taux de reprise chirurgicale

Comme nous l'attendions, l'utilisation de la méthode OSNA fait baisser de facon
significative le taux de reprise chirurgicale pour la réalisation du curage axillaire. (9%
vs 38,8%, p=0,01)

Si nous nous intéressons aux reprises pour curage axillaire exclusivement, le taux est de
3% pour le groupe OSNA versus 15,3% pour le groupe histologie standard. Si nous
considérons toutes les reprises chirurgicales ou un curage axillaire est réalisé, le taux est
de 4% pour le groupe OSNA et 26% pour le groupe histologie standard. Concernant les
reprises pour marges chirurgicales insuffisantes, le taux était de 5% dans le groupe
OSNA et 12,8% dans le groupe histologie standard. Cette situation peut s’expliquer par
la présence significativement plus fréquente de carcinome canalaire in situ dans le
groupe histologie standard (68% pour I'OSNA versus 79,7% pour I'histologie standard :
p=0,03). Ce carcinome in situ était marginal dans 28 cas dans le groupe histologie
standard versus 1 cas dans le groupe OSNA. Les marges chirurgicales moyennes dans les
deux groupes pour la composante infiltrante sont respectivement de 8,8 mm dans le
groupe OSNA et 10 mm dans le groupe histologie standard. Pour la composante in situ
ces marges sont de 4 mm en moyenne dans le groupe OSNA et de 6,3 mm dans le groupe
histologie standard. Ceci peut nous faire penser que l'utilisation de la méthode OSNA
influence les pratiques chirurgicales avec des reprises moins fréquentes concernant les
marges chirurgicales car les patientes ne sont pas réopérées pour le curage axillaire.
Comme nous I'indiquons dans nos résultats, les 3 cas de reprise chirurgicale pour curage
axillaire ont eu lieu pendant la phase d’évaluation ou le résultat de 'OSNA était rendu
de facon différée. La méthode OSNA est une technique utilisée en extemporané dont
I'objectif est d’éviter de reprendre chirurgicalement les patientes pour le curage
axillaire.

Dans la littérature, le taux de ré-intervention est tres variable selon les équipe : de 20 a
50% en cas d’utilisation de la technique du ganglion sentinelle. [92] Dans leur étude,
Talsma et al. [92] ont retrouvé un taux de 28,9% de ré-intervention (555 /1923
patientes) mais toutes leurs patientes n’avaient pas de diagnostic préopératoire. Avec
les méthodes classiques d’examen extemporané, le taux de reprise est de 16,1% a 19,2%
dans la littérature contre 30,8% en I'absence d’examen extemporané sur le ganglion
sentinelle. Le centre Oscar-Lambret de Lilles annonce un taux de reprise de 17% pour

curage axillaire avec l'utilisation de 'examen extemporané standard. [12]
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Dans notre étude, ce taux chute a 9% dans le groupe OSNA vs 38,8% dans le groupe
histologie standard. Ces taux comprennent les reprises pour curage axillaire et marges
chirurgicales insuffisantes. En effet, la sensibilité de I'OSNA est meilleure que pour
I'examen extemporané classique par Frozen section ou Cytologie d’apposition (IC). Ces
derniers ont respectivement une sensibilité de 44% a 95,8% et de 33% a 96% versus
82,7% a 100% pour I'OSNA. Le taux de reprise chirurgicale reste non négligeable apres
un examen extemporané standard (FZ ou IC). Apres I'analyse OSNA, ce taux est quasi nul
pour le curage axillaire car il n’y a plus de matériel pour faire un examen définitif. Les
reprises concernent exclusivement les marges chirurgicales au niveau mammaire.

Cela permet une organisation du bloc opératoire plus simple car la programmation
d’'une deuxieme chirurgie pour la méme patiente est rare. La patiente est assurée que le
traitement chirurgical se fera en un temps au niveau axillaire, ceci diminue le stress post
opératoire concernant le résultat du ganglion sentinelle.

Sur le plan médical, le traitement adjuvant est délivré significativement plus rapidement
a la patiente avec un délai moyen de 58,8 jours (IC 95% : 51-65 jours) en cas d’examen
histologique standard versus 43,4 jours (IC 95% : 38-48 jours) apres la méthode OSNA.
La différence est de 15 jours en moyenne pour les patientes. Ce traitement peut-étre la

chimiothérapie, la radiothérapie ou ’hormonothérapie.

Le point de vue économique

Le colt total annuel pour le centre sur la base des données de notre population de
patientes OSNA est de 535 875 euros si une tranche centrale est prélevée. En 'absence
de prélevement de tranche centrale, ce colit est de 527 170 euros. Ces chiffres ont été
calculés sur la base de 200 patientes par an et 1,5 ganglions sentinelles par patiente.

Le colit pour I'histologie standard associée a 'immunohistochimie est de 565 962 euros.
Pour une patiente, ces valeurs sont respectivement de 2679 euros, 2636 euros et 2830
euros.

Le bénéfice pour le centre par patiente est de 150 euros avec la tranche centrale versus
194 euros avec l'utilisation de 'OSNA seul. Si nous prenons en compte le défaut de
remboursement, ce bénéfice est de 94 euros avec le prélevement de la tranche centrale
versus 54 euros. L’absence d’acte d’anatomopathologie explique cette différence de 40
euros. Nous notons ainsi une perte financiére mais un de gain de temps pour le

laboratoire. (Annexe 10)
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Cette analyse a été réalisé par I'entreprise Sysmex® a partir de nos données.

Limites de notre étude

Notre étude est une étude rétrospective, les données manquantes ne pouvaient pas étre
retrouvées.

Le mode de sélection de nos deux populations doit nous faire analyser nos résultats avec
une certaine réserve car ces deux populations n’ont pas été randomisées au hasard dans
chacun des groupes.

Nos deux populations étaient comparables concernant les caractéristiques des patientes,
le mode de diagnostic et I'identification des ganglions sentinelles. Nous avons retrouvé
une différence significative concernant le mode de biopsie et le quadrant du sein atteint
(p=0,01). La présence d’emboles lymphatiques est également plus élevée dans le groupe
OSNA (p=0,009).

La répartition en fonction du type histologique était également différente
significativement (p=0,03) avec un nombre plus important de type histologique rare
dans le groupe OSNA.

La présence d’'un carcinome canalaire in situ était également plus fréquente dans le
groupe histologie standard. (p=0,03) Ce phénomeéne pouvait augmenter le taux de
reprise chirurgicale dans ce groupe.

L’interprétation des résultats doit étre prudente et une étude prospective avec

répartition aléatoire des patientes dans 2 cohortes pourrait étre intéressante.
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CONCLUSION

La méthode OSNA (One step nucleic acid amplification) est une technique de biologie
moléculaire, rapide, fiable et reproductible. Différentes études ont montré que sa
sensibilité et sa spécificité en faisaient une méthode valable en pratique clinique. Mais
dans ces études, seulement la moitié du ganglion était analysé par la méthode OSNA.
Notre étude a permis de comparer deux populations ayant bénéficié chacune d’'une des 2
méthode : OSNA et histologie standard associée a 'immunohistochimie sur la totalité
des ganglions. Ceci a permis de montrer qu’il n'y avait pas de différence significative
entre I'OSNA et I'histologie standard pour déterminer si un ganglion était atteint ou pas.
De plus, la technique OSNA permet de ne pas réopérer les patientes pour le curage
axillaire et le taux de ré-intervention est significativement différent entre les 2
population (9% vs 38,8% : p=0,01)

Contrairement a la littérature nous ne retrouvons pas de supériorité de I'OSNA pour la
détection des micrométastases. En effet, 'analyse des ganglions sentinelles au Centre
Alexis Vautrin est réalisée en histologie standard avec un nombre important de niveau
de coupe et I'histologie est associée systématiquement a I'immunohistochimie.
L’utilisation de la méthode OSNA nous fait ignorer la présence ou non de cellules
tumorales isolées au sein du ganglion sentinelle. Nous acceptons ainsi de ne pas
proposer de traitement complémentaire a ces patientes. Les données de la littérature
sont discordantes sur ce point mais majoritairement favorables a cette abstention
thérapeutique.

Notre étude porte sur un faible effectif OSNA car la méthode a été récemment introduite
au Centre Alexis Vautrin (Novembre 2007 pour la phase d’évaluation et Décembre 2010
pour l'utilisation en pratique courante) et un effectif plus important apporterait de la
puissance a I'étude.

Si l'utilisation de 'OSNA se développe il sera indispensable d’'investir dans une seconde
machine pour analyser de facon simultanée les ganglions sentinelles de plusieurs

patientes. Actuellement, 4 ganglions au maximum sont analysés simultanément.
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ANNEXES

Annexe 1

Photo 1 : Un ganglion sentinelle avant tout traitement anatomopathologique

(Photo personnelle prise au laboratoire du C.A.V)
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Annexe 2

Photo 2 : Mesure du ganglion sentinelle

(Photo personnelle prise au laboratoire du C.A.V)
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Annexe 3

L

Photo 3 : Préléevement d’une tranche centrale

(Photo personnelle prise au laboratoire du C.A.V)

73



Annexe 4

Photo 4 : Le ganglion est découpé avant d’étre broyé avec la solution Lynorhag

(Photo personnelle prise au laboratoire du C.A.V)
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Annexe 5

Photo 5 : Le ganglion est broyé avec la solution Lynorhag dans la glace

(Photo personnelle prise au laboratoire du C.A.V)
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Annexe 6

Photo 6 : Centrifugation du Lysat

(Photo personnelle prise au laboratoire du C.A.V)
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Annexe 7

Photo 7 : Disposition des tubes de lysat dans le RD-100i (Sysmex®)
(Photo personnelle prise au laboratoire du C.A.V)
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Annexe 8
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Photo 8 : RD-100i (Sysmex®)

(Photo personnelle prise au laboratoire du C.A.V)
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Annexe 9

Classification TNM selon AJCC

Tumeur primitive (T)

(T pour une classification clinique ou radiologique, pT pour une classification anatomo-
pathologique)

Tx

Détermination de la tumeur primitive impossible

TO Pasde signe de tumeur primitive (non palpable)

Tis Carcinome in situ : carcinome intracanalaire, ou carcinome lobulaire in situ, ou

T1

T2
T3
T4

maladie de Paget du mamelon sans tumeur décelable

Tis (DCIS) Carcinome canalaire in situ
Tis (LCIS) Carcinome lobulaire in situ
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.
Tumeur <2 cm dans sa plus grande dimension

T1mic Micro-invasion <0,1 cm dans sa plus grande dimension
Tla Tumeur > 0,1 cm et <0,5 cm dans sa plus grande dimension
T1b Tumeur > 0,5 cm et <1 cm dans sa plus grande dimension
Tic Tumeur > 1 cm et < 2 cm dans sa plus grande dimension

Tumeur > 2 cm et <5 cm dans sa plus grande dimension

Tumeur > 5 cm dans sa plus grande dimension

Tumeur de toute taille avec extension directe a la paroi thoracique (a) ou a la peau
(b)

Note : la paroi thoracique comprend les cotes, les muscles intercostaux et grand
dentelé, mais ne comprend pas le muscle pectoral

T4a Extension a la paroi thoracique

T4b Oedéme y compris la « peau d'orange », ou ulcération cutanée du
sein, ou nodules de perméation cutanés limités au méme sein

T4c Ala fois 4a et 4b

T4d Carcinome inflammatoire
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Adénopathies régionales (N) (clinique ou radiologique)

Nx

NO

N1
N2

N3

Appréciation impossible de I'atteinte ganglionnaire (du fait, par exemple, d'une

exérese antérieure)

Absence de signe d'envahissement ganglionnaire régional

Ganglions axillaires homolatéraux suspects mobiles

Ganglions axillaires homolatéraux suspects fixés entre eux ou a d'autres

structures, ou présence clinique d'adénopathies mammaires internes en

'absence d'adénopathies cliniques axillaires

N2a Ganglions axillaires homolatéraux fixés

N2b Ganglions mammaires internes homolatéraux cliniquement apparents
sans adénopathies axillaires cliniques

Ganglions sous-claviculaires homolatéraux (niveau Il axillaire) ou mammaires

internes avec présence d'adénopathies axillaires ou ganglions sus-claviculaires

présents (avec ou sans la présence de ganglions axillaires ou mammaires

internes)

N3a Ganglions suspects sous-claviculaires et axillaires homolatéraux

N3b Ganglions mammaires internes et ganglions axillaires homolatéraux
suspects

N3c Ganglions sus-claviculaires homolatéraux suspects
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Adénopathies régionales (étude anatomopathologique pN)

pNx Appréciation impossible de l'atteinte ganglionnaire (pas de controle ou exérese
antérieure)
pNO Absence de signe d'envahissement ganglionnaire régional histologique et absence
d'études supplémentaires pour la recherche de cellules isolées
pNO(i-) Absence de signe d'envahissement ganglionnaire régional
histologique, étude négative en immunohistochimie
pNO(i+)  Absence de signe d'envahissement ganglionnaire régional
histologique, étude positive en immunohistochimie, envahissement <
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)
pN1Mi Présence de micrométastases (> 0,2 mm, aucune > 2 mm)
pN1 Métastase dans 1 a 3 ganglions axillaires et/ou mammaires internes avec
envahissement microscopique détecté par la technique du ganglion sentinelle
sans signe clinique
pN1la Métastase dans 1 a 3 ganglions axillaires
pN1b Métastase ganglionnaire mammaire interne microscopique repérée
par la technique du ganglion sentinelle mais non suspectée
cliniquement
pNic Métastase ganglionnaire axillaire dans 1 a 3 ganglions et métastase
mammaire interne avec envahissement microscopique détecté par la
technique du ganglion sentinelle sans signe clinique
pN2 Métastase ganglionnaire axillaire dans 4 a 9 ganglions ou présence clinique
d'adénopathies mammaires internes en I'absence d'adénopathies cliniques
axillaires
pN2a Métastase ganglionnaire axillaire dans 4 a 9 ganglions (au moins un
envahissement >2mm)
pN2b Métastase ganglionnaire mammaire interne clinique en l'absence
d'envahissement axillaire
pN3 Métastase ganglionnaire axillaire touchant au moins 10 ganglions, ou

envahissement sous-claviculaire (niveau III), ou envahissement mammaire
interne homolatéral et axillaire concomitant, ou envahissement axillaire touchant
plus de 3 ganglions avec présence de métastases mammaires internes détectées
par la technique du ganglion sentinelle sans signe clinique ou ganglion sus-
claviculaire envahi

pN3a Envahissement ganglionnaire axillaire touchant au moins 10
ganglions (avec un envahissement > 2 mm au minimum) ou
métastase ganglionnaire sous-claviculaire

pN3b Ganglion mammaire interne homolatéral suspect avec
envahissement d'au moins 1 ganglion axillaire ou d'au moins 3
ganglions axillaires avec envahissement mammaire interne détecté
par la technique du ganglion sentinelle sans signe clinique

pN3c Métastase ganglionnaire sus-claviculaire homolatérale
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Métastases (M)

Mx Renseignements insuffisants pour classer les métastases a distance
MO Absence de métastases a distance

M1 Présence de métastase(s) a distance
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Annexe 10

. OSNA
N (-gs ou Techn.|que (tranche OSNA
patientes) conventionelle
centrale)
— PP Co0t / niveau IHC: 15
Réactifs et consommables analyse définitive euros 30 000 1500 0 euros - H&E: 5 euros
Codt total réactif histologie euros 30 000 1500 0
Réactifs + Instrument OSNA %00 0 43 000 43 000
patientes
50 €/patiente (75 min
Co(t temps technicien + pathologiste OSNA euros 0 10 000 10 000 technicien 10 min
pathologiste)
Colt total OSNA euros 53 000 53 000
Temps technicien analyse extempo heure 0 0 0 30 minutes / GS (actual)
200 )
ici éfiniti 2.30 par patiente
Temps technicien analyse définitive heure PEraTES 460 90 0 par p
Sthorai G
CoUt temps technique (total) euros 13 800 2 700 0 codt horaire éec nicien 30
Temps pathologiste analyse définitive heure 300 GS 300 100 0 1 heure par GS
at horai hologi
CoUt temps pathologiste (total) euros 23 100 7 700 0 cout ora|r7e7p€at ologiste
1 . .
Temps bloc tumorectomie + GS (- extempo) | minute pati::tes 12 276 0 0 62 min / GS conventionelle
Co(t Temps bloc tumorectomie +GS euros 220968 0 0 18 €/mn bloc
o , e 198 338 €/ jour; 2 jours
Codt jours d'hospitalisation euros i 133 848 0 0 d'hospitalisation
CoUt total Tumorectomie + GS sans euros 354816 0 0
extempo
Temps bloc tumorectomie + GS + extempo 145 73 min /interv. pour
2 - 2 minute — 0 11165 10934 extempo et 77 min pour
OSNA
GBI S OB RS0 & E < euros 0 200970 | 196812 18 €/mn bloc
extempo neg.
o , e 145 338 €/ jour; 2 jours
Colt jours d'hospitalisation euros s 0 98 020 95992 d'hospitalisation
Codt total tumorectomie + GS + extempo curos 0 298 990 292 804
neg.
Temps bloc tumorectomie + GS + CA pour . ) 102 min (108 min si
extempo positive minute | 55 patientes 204 DERY Rt OSNA) / intervention
Codt bloc tumorectomie + GS + CA pour euros 3672 106920 | 112752 18 €/mn bloc
extempo positive
N , e . 338 €/ jour; 3.5 jours
Codt jours d'hospitalisation euros 55 patientes 2 366 65 065 68 614 d'hospitalisation
Codt total tumorectomle.-tjGS+ CA pour 6038 171 985 181 366
extempo positive
Temps bloc curage axillaire a distance minute | 56 patientes 3472 186 0 62 minutes par intervention
Colt temps bloc pour curage a distance euros 62 496 3348 0 18 € / min bloc
N , e . 338 €/ jour; 4 jours
Colt jours d'hospitalisation euros 56 patientes 75712 4056 0 d'hospitalisation
Codt total chirurgie pour curage a distance euros 138 208 7 404 0
Colt total OSNA euros 0 53 000 53 000
Co(it total pathologie / an euros 66 900 11 900 0
Co(it total pathologie / patiente euros 335 60 0
Cotation pathologie Euro 140 84 0
Cotation pathologie AHN 0 1300 1300
Co(t total chirurgie / an euros 499 062 470975 474 170
Co(it total chirurgie / patiente euros 2 495 2 355 1185
Co0t total annuel 565 962 535 875 527 170
Co(it total /patiente 2830 2679 2636

Annexe 10 : Etude Economique
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RESUME

Introduction : La technique du ganglion sentinelle dans I’évaluation du statut ganglionnaire dans
les cancers du sein de petite taille est aujourd’hui une méthode utilisée en pratique courante. Cette
technique laisse toujours la possibilité d’'une seconde intervention pour la patiente. Le but de ce
travail est de montrer comment 'utilisation de I'examen extemporané par biologie moléculaire
(Protocole OSNA : One-step nucleic acid amplification) permet d’éviter cette seconde intervention
pour la réalisation du curage axillaire.

Matériel et méthode : Cette étude a porté sur 381 patientes ayant bénéficié de la technique du
ganglion sentinelle pour une tumeur infiltrante du sein au Centre Alexis Vautrin de aott 2005 a
juin 2011. Pour 100 patientes, 'analyse du ganglion sentinelle a été réalisée par une méthode de
biologie moléculaire en extemporané. Pour les 281 patientes de la population de référence,
I'analyse a été réalisée par une méthode d’histologie standard en coupes sériées associée a
I'immunohistochimie.

Résultats : Chez les 100 patientes ayant bénéficié du protocole OSNA, 29% présentaient une
atteinte ganglionnaire diagnostiquée par la biologie moléculaire. Parmi les 281 patientes de la
population de référence, 29,9% présentaient une atteinte ganglionnaire. Quinze (15%) patientes
du groupe OSNA contre 33 (11,7%) de la population de référence présentaient une atteinte
ganglionnaire macrométastatique et 14 (14%) patientes contre 35 (12,5%) de la population de
référence présentaient une atteinte micrométastatique. Seize (5,7%) patientes de la population de
référence présentaient une atteinte sous forme de cellules tumorales isolées. Dans le groupe OSNA,
le taux de ré-intervention était de 9% contre 38,8% dans la population standard. Le taux
d’envahissement des ganglions non sentinelles était de 18,1%. Ce taux était respectivement de
23%, 15,6% et 8,3% en cas de macrométastase, de micrométastase et de cellules tumorales isolées
dans le ganglion sentinelle.

Discussion : Dans notre étude, nous n’avons pas mis en évidence de différence significative pour la
discrimination ganglion sain et ganglion atteint entre la méthode OSNA et I'histologie
conventionnelle associée a 'immunohistochimie. Nous n’avons pas mis en évidence de différence
significative dans la répartition macro et micrométastase entre les deux méthodes (p=0,35). Aucun
facteur anatomopathologique n’'influence la sensibilité de la méthode OSNA. L’OSNA pourrait
détecter de facon plus efficace les métastases des tumeurs de petite taille (pT1a) (50% de
positivité dans le groupe OSNA versus 15% dans le groupe de référence). Nous avons mis en
évidence une différence significative entre le taux de ré-intervention entre les 2 populations
(OSNA : 9% vs HES et IHC : 38,8%, p=0,01).

Conclusion : La méthode OSNA est une technique fiable, reproductible et rapide pour 'analyse du
ganglion sentinelle dans le cancer du sein. Elle permet de diminuer de facon significative le taux de
ré-intervention dans la prise en charge conservatrice des cancers du sein.

A molecular method (One-step nucleic acid amplification) for the detection of lymph node
metastases in breast cancer: a serie of 100 patients in Centre Alexis Vautrin
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