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Le cancer du col de l'utérus est une pathologie majoritairement d'origine infectieuse liée a
l'infection par I'Human Papilloma Virus (HPV). Prés de 2/3 des femmes ayant une activité
sexuelle sont en contact avec ce virus, mais seules 1 a 2 % de celles contaminées par celui-ci
vont développer un cancer du col de 1'utérus. Le cancer se développe sur une période de 5 a
15 ans apres I’infection par le virus. Le cancer du col de 1’utérus est au deuxiéme rang des
cancers dans le monde apres le cancer du sein chez la femme, en terme d'incidence et au
premier rang en terme de mortalité, principalement dans les pays en voie de développement
[1]. En France, le cancer du col de l'utérus est le dixieme cancer chez la femme par sa
fréquence, avec 3 068 nouveaux cas estimés et environ 1 067 femmes meurent chaque année,
selon les études épidémiologiques réalisées en 2005 [2]. Dans les pays industrialisés,
I'amélioration des conditions d'hygiéne de vie, ainsi que l'apparition il y a une cinquantaine
d'années d'un test cytologique de dépistage, le frottis cervico-uterin (FCU), ont permis de faire
chuter l'incidence et la mortalité de ce cancer. C’est un candidat idéal au dépistage par son
¢évolution lente et I'existence de nombreuses lésions précancéreuses curables. Cependant, une
proportion non négligeable de femmes ne se fait encore peu ou pas dépister. Ces I€sions
précancéreuses sont diagnostiquées chez des femmes de plus en plus jeunes alors que 1’age de
la premiere grossesse augmente. Le diagnostic de ces Iésions précancéreuses souffre d’une
mauvaise concordance des différentes explorations cyto-colpo-histologiques précédant ’acte
thérapeutique [3]. Or le traitement de ces I€sions peut entrainer des effets secondaires néfastes
sur le pronostic obstétrical. L’introduction de biomarqueurs tels que la protéine p16INK4a
lors de I’examen histologique sur biopsie cervicale, permet d’augmenter la justesse du
diagnostic posé et préciser le potentiel évolutif de chaque lésion afin de réserver les

traitements aux véritables 1ésions précancéreuses [4].

Nous réaliserons dans un premier temps, un revue de la littérature, sur la démarche
diagnostique des néoplasies intra-épithéliales du col de 1’utérus, ses difficultés et ses
nouveaux outils. Nous nous intéresserons en particulier a un des biomarqueurs qu’est la
protéine pl6INK4a. Dans une deuxieéme partie, nous exposerons une ¢étude rétrospective
réalisée chez 396 patientes prises en charge a la Maternit¢ Régionale Universitaire de Nancy
de Janvier 2007 a Décembre 2009, pour dysplasie cervicale, afin d’évaluer la concordance des
examens cyto-colpo-histologiques ayant abouti a la réalisation d’une conisation thérapeutique,
ainsi que I’évaluation de la valeur diagnostique de la protéine pl6INK4a dans notre
population. A travers le suivi de ces patientes, nous évaluerons leurs complications a long

terme notamment a type de récidives de dysplasies post conisation.
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L'épidémiologie du cancer du col de l'utérus est trés variable d'un pays a 1’autre. Celle-ci
dépend essentiellement de la présence ou non de campagnes de dépistage, mais aussi du taux
de maladies sexuellement transmissibles. La réalisation de frottis cervico-utérins a permis une

nette diminution de l'incidence et de la mortalité de cette pathologie.

1. SITUATION MONDIALE DU CANCER DU COL

Dans le monde, le cancer du col est le deuxieme plus fréquent des cancers de la femme, apres
le cancer du sein, soit preés de 493000 nouveaux cas estimés en 2002, et plus de 500000 en
2005 [5]. Le cancer du col de 1'utérus a provoqué en 2005 prés de 260000 déces, dont pres de
95% dans les pays en développement, pays dans lesquels ce cancer est la premiére cause de
mortalité par cancer dans la population féminine [6]. Il existe une grande inégalité de
répartition de l'incidence selon les pays, au bénéfice des pays industrialisés. 83% des
nouveaux cas de cancers du col surviennent dans les pays en voie de développement avec les
incidences les plus élevées situées en Amérique du Sud, Caraibes, Afrique Subsaharienne,
Asie méridionale et du Sud-est. Le taux d’incidence standardisé (sur la structure d’age de la
population mondiale) varie de 2,1 (Egypte) a 47,3 (Zimbabwe) cancers invasifs pour 100 000
femmes selon les pays [6].

Le risque d'étre atteint d’un cancer du col utérin au cours de la vie est estimé a 4% dans les
pays en voie de développement et inférieur a 1% dans les pays industrialisés [2-7]. Aux Etats-
Unis, en 2002, 13 000 cancers du col utérin ont été diagnostiqués et 4 000 patientes sont
décédées de cette pathologie [8].

La figure 1 illustre les disparités géographiques mondiales de I’incidence du cancer du col

(Figure 1).
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< 13,6 < 23,5 < 37,9 < 47,3 I < 126,_6
Globocan 2002 ‘

* Taux pour 100 000 habitants (tous dges confondus)

Figure 1 — Incidence du cancer du col de I’utérus dans le monde d'aprés Globocan en 2002 [1].

2. SITUATION EUROPEENNE DU CANCER DU COL

Dans I’Union Européenne, en 2004 il a été¢ estimé a 30400 le nombre de nouveaux cas de
cancer invasifs du col de I'utérus (neuviéme cancer chez la femme) et a 13500 le nombre de
déces dis a ce cancer (douziéme position chez la femme) [6].

La situation est hétérogéne selon les pays. Le taux d’incidence standardisé (sur la structure
d’age de la population mondiale) varie de 4 (Finlande) a 12,9 (Autriche) cancers par 100000
femmes selon les pays. Globalement, la France a une incidence et une mortalit¢ comparable a
la moyenne des 25 premiers Etats membres de 1’Union européenne, en termes d'incidence
(onziéme position) et de mortalité (neuvieme position) [9].

La figure 2 illustre la comparaison au sein de 1’Union européenne de l’incidence et de la

mortalité du cancer du col utérin entre la France et ses voisins européens [1].
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Figure 2 — Incidence et Mortalité du cancer du col de ’utérus dans les pays Européens d'aprés Globocan en

2002 [1].

3. SITUATION EN FRANCE DU CANCER DU COL

En France, le cancer du col de I'utérus est le dixiéme cancer chez la femme par sa fréquence,
avec 3068 cas estimés pour l'année 2005, et le neuvieme lorsque l'on considere le taux
d'incidence standardisé (standardisation sur la population mondiale) qui est estimé a 7.1 pour
100000 femmes en 2005 [10]. Le pic d'incidence est a 40 ans. En 2005, le cancer du col de
l'utérus est le quinzieme cancer le plus meurtrier chez la femme avec 1 067 déces estimés, et
au douziéme rang si I'on considére le taux de mortalité standardisé (monde) qui est estimé a
1.9 pour 100000 femmes. Le pic de mortalité est a 50 ans [2-10].

Le taux d’incidente du cancer du col de 'utérus n’a cessé de diminuer depuis 1978 et 2005,
avec un taux annuel moyen de décroissance de 2,9 %. Dans le méme temps, la mortalité a
diminué¢ en moyenne de 4,4 % par an (Figure 3). Toutefois, cette décroissance a tendance a se
ralentir depuis 2000. Entre 2000 et 2005, la décroissance moyenne annuelle du taux
d’incidence était de 1,8% et celle du taux de mortalité¢ de 3,2% [11]. Ces baisses constantes
sont trés vraisemblablement expliquées en grande partie par la pratique largement répandue
du dépistage par frottis cervico-utérins. La diffusion des pratiques vaccinales contre le

papillomavirus devrait contribuer a I’amélioration de la situation au niveau international.
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Figure 3 — Tendances chronologiques des taux d’incidence et de mortalité du cancer du col de l'utérus

(cancer invasif et micro-invasif) en France (standardisation sur la population mondiale) [11].

La répartition du cancer du col est trés variable en fonction de I'dge: l'incidence est en
augmentation régulicre a partir de 20 ans et jusqu'a la tranche d'age 40-44 ans avec un pic vers
40 ans avec des taux atteignant 21 cas pour 100000, suivi d’une diminution jusqu’a 60 ans.
L’incidence se stabilise alors autour de 12 cas pour 100 000 jusqu’a 75 ans puis augmente de
nouveau avec un pic a 85 ans ou I’on note des taux de 15 cas pour 100 000. L’incidence
diminue ensuite jusqu’aux ages les plus €levés. L'age moyen du diagnostic est de 51 ans [12].
L'augmentation de l'incidence a 40-44 ans témoigne de I'efficacité du dépistage. La différence
entre les deux courbes a 65-69 ans refléte le résultat des traitements. En effet, les traitements
appliqués aux CIN2/3 ont une efficacité proche de 100% [13].

La mortalité est trés faible chez les femmes de moins de 70 ans (moins de 5 déceés pour 100
000 femmes), elle augmente ensuite régulicrement pour atteindre 15 déces pour 100 000 chez

les femmes de 85 ans et plus (Figure 4) [11].
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Figure 4— Taux d’incidence et de mortalité par dge en 2005 (courbes transversales) en France — taux bruts

[11].

En 2007, les registres du réseau cancer Francim ont publié¢ les résultats de la survie a 5 ans
des patientes atteintes de cancer diagnostiqué entre 1989 et 1997. La survie relative était de
75% a 3 ans et de 70% a 5 ans. Elle était étroitement liée au stade FIGO du cancer du col
utérin (Figure 5) [14] et diminuait avec I’age [11] :

- 82% a 5 ans chez les femmes de 15-44 ans

- 38% a 5 ans chez les femmes de 75 ans et plus.

La baisse d'incidence du Cancer du col utérin s'explique non seulement par le développement
du dépistage par frottis cervico-utérin, mais aussi par la réduction graduelle de la fertilité des

femmes (parité plus faible) et 'amélioration de 1’hygiéne de vie occidentale [15].
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Figure 5 — Survie relative a 5 ans pour les différents stades du cancer du col de I’utérus (Classification

FIGO) [14].

L'ensemble de ces données épidémiologiques montre bien I'importance de cette pathologie. Il
s'agit, en effet, d'un cancer de la femme jeune, dont la fréquence et la gravité en font un réel
probléme de santé publique a I'échelon mondial. En France, les politiques ont saisi
l'importance du probléme et se sont fixés pour objectif, dans la Loi relative a la politique de
santé publique du 9 aott 2004 (Objectif 48), de : « [...] Poursuivre la baisse de I'incidence de
2,5 % par an, notamment par l'atteinte d'un taux de couverture du dépistage de 80 % pour les
femmes de 25 a 65 ans et 'utilisation du test HPV» [16]. Cette prévention secondaire, dont
l'efficacité n'est plus a démontrer, peut maintenant, depuis la commercialisation d'un vaccin
prophylactique, s'assortir d'une prévention primaire de qualité. Ces deux outils sont capitaux

dans la prise en charge des pathologies cervicales.

Actuellement, nous avons une idée un peu plus précise de la physiopathologie des cancers du
col. II a en effet ét¢ démontré en 1999, par Walboomers [17], que le Papillomavirus Humain
est un facteur étiopathogénique nécessaire [18], mais non suffisant dans la carcinogénése
cervicale. Il est retrouvé dans 99,7 % des cancers du col de 1'utérus [19, 20]. La persistance du

virus dans 1’épithélium cervical, en particulier chez les femmes dgées de plus de 30 ans, est le
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plus important facteur de risque de développement des lésions dysplasiques et du cancer du
col. En France, parmi les femmes adultes, 10% présenteront une infection génitale a HPV a
haut risque oncogene, et parmi ces femmes, 10% vont présenter une infection persistante qui,

dans 1% des cas, entrainera un cancer cervical invasif [21] (Figure 6).

100 000 femmes adultes

[l 0%

10 000 porteuses de HPV génital

[l 0%

1 000 avec infection génitale persistante a HPV

g -

10 cancers du col

Figure 6 — Evolution vers un cancer du col utérin a partir d’une infection a HPV [21].

1. L’INFECTION AU PIPILLOMAVIRUS HUMAIN (HPYV)

a. Bases virologiques

Les HPV sont des virus appartenant a la famille des Papillomaviridae. Les papillomavirus
sont des virus ubiquitaires, trés anciens et trés stables, qui ont évolué¢ avec leurs hotes
respectifs [22]. Beaucoup d'especes animales abritent des papillomavirus telles que les bovins,
les caprins, les équins, les rongeurs, les reptiles, les oiseaux et 'homme. Il n'a pas été rapporté
de contamination croisée entre espéces animales, ce qui suggére que chaque papillomavirus
est spécifique de son hote. Les papillomavirus sont épithéliotropes et infectent les épithéliums

cutanés et muqueux [23].
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Ce sont des Virus de 52 a 55 nm de diametre, non enveloppé, a symétrie icosaédrique avec 72
capsomeres. Il s’agit de virus non cultivables et résistants, dont le génome est composé d'un
Acide DésoxyriboNucléique (ADN) double brin circulaire, de 8000 paires de bases, avec un
seul brin codant présentant trois régions génomiques (Figure 7) [24]. La région E (Early)
comprend plusieurs cadres ouverts de lecture codant pour les protéines précoces non
structurales El, E2, et E4-E7, nécessaires a la réplication de 'ADN viral et a I'assemblage des
nouvelles particules virales au sein des cellules infectées. La région L (Late) code pour les
protéines structurales LI et L2, composant la capside [25]. L1 représente la protéine majeure
de la capside, E6 l’oncoprotéine de transformation se liant a la protéine p53, et E7
I’oncoprotéine de transformation se liant au géne Rb du rétinoblastome. Il existe une région
non codante appelée LCR (long control region) qui contient principalement des séquences

régulatrices de la réplication et de la transcription virale (Figure 8).

Figure 7 — Représentation schématique de la Figure8 — Représentation schématique du
structure des Papillomavirus [24]. génome des HPV 16 et 18 avec les roles

fonctionnels des  protéines codées  [25].

Le virus HPV exploite la machinerie cellulaire a son compte. Les particules infectent les
cellules de la couche basale de I'épithélium cervical, au niveau de la zone de faiblesse que
représente la jonction pavimento-cylindrique (jonction exocol - endocol). Le génome viral s'y

réplique. Les protéines El et E2 sont essentielles a cette phase. L'aspect cytologique des
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cellules ainsi infectées est celui de koilocytes, pathognomoniques de l'infection a HPV. Il
s'agit de cellules malpighiennes possédant un halo clair périnucléaire, de taille importante et
de contour irrégulier. Les bords de cette zone claire sont abrupts et le cytoplasme périphérique
est souvent densifi¢. Le cytoplasme est basophile ou €osinophile. Le noyau est augmenté de
taille. On peut observer des binucléations et quelques irrégularités des contours nucléaires. La

chromatine est dense, homogene ou non.

E1 Activation de la réplication de 'ADN viral

E2 Localisation nucléaire :

- Activation de la réplication de I'ADN viral
en synergie avec E1

- Répression de la transcription d’E6 et E7
Localisation cytoplasmique :

- Induction d'apoptose, d'instabilités

génomiques
E3 Pas de fonction connue
E4 Maturation des virions, facilite

I'encapsidation du génome

ES Stimulation de la prolifération cellulaire

E6 Protéine oncogene : favorise la dégradation

de p53 par le protéasome

E7 Protéine oncogene : favorise la dégradation
de la protéine de
susceptibilité au rétinoblastome p105Rb

ES8 Pas de fonction connue
L1 Protéine mineure de capside
L2 Protéine mineure de capside

Tableau 1 — Propriétés biologiques des protéines des papillomavirus a haut risque [23].
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b. Caractéristiques et Mécanismes physiopathologiques

L’ADN a HPV est présent dans plus de 95% des cancers infiltrant, 90% des 1ésions de haut
grade et 70% des lésions de bas grade. Le mécanisme de la carcinogénése li¢e a I’HPV repose
essentiellement sur I’intégration de séquences virales au génome cellulaire.

Les techniques de biochimie moléculaire ont permis de mettre en évidence plus de 200
génotypes de papillomavirus humains. Plus de 150 génotypes sont a spécificité humaine. Prés
de 100 génotypes ont été totalement séquencés et environ 45 génotypes de HPV a tropisme
muqueux peuvent infecter la sphére anogénitale ; seuls 18 sont considérés a haut risque
oncogene pour le col utérin dont 12 de fagon bien établie. Parmi ceux-ci, 8 génotypes (par
ordre de fréquence : 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35) sont impliqués dans presque 90 % des

cancers du col utérin [26].

Tropisme des différents | Types d'"HPV les | Autres types Expression clinique

HPV plus fréquents d'HPV moins
fréquents
HPYV cutanés 1,2,3,4,10 26 a 29, 38,41 Verrues plantaires
5,8 9,10, 12, 14, Epidermodysplasie
15,17,19a25 Verruciforme
5,8,14,17, 20 Carcinomes
épidermoides
HPYV HPV-BR | 6,11 42 a45 - Condylomes acuminés
muqueux - Papillomes laryngés,

conjonctivaux, buccaux

HPV -HR | 16,18 31, 33, 35, 39, - Cancer du col utérin et
45, 51, 52, 56, lésions précurseurs
58,59, 66, 68 - Carcinomes : pénis,

vulve, vagin, anus

Tableau 2 — Arbre phylogénique et Manifestations cliniques des principaux types d'HPV cutanés et muqueux

[27].

Ainsi en fonction de leur tropisme (cutanés ou muqueux), de leur propriété biologique et de
leur potentiel oncogénique, on peut classer les différents types d’HPV en HPV a haut risque

oncogene, a risque oncogene probable, et a faible risque oncogéne [28-29].
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Haut risque oncogéne 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59

Haut risque probable 26, 53, 66, 68, 73, 82
Faible risque oncogene 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81,
CP6108

Tableau 3 — Classification des différents types d’HPV en fonction de leur pouvoir oncogéne [29].

Concernant le mode de transmission des HPV, ils ont pour cible les kératinocytes basaux des
¢épithéliums malpighiens pluristratifiés. Ils arrivent a leur cible grace a une bréche de cet
épithélium (micro- ou macrotraumatisme), habituellement au cours d’un rapport sexuel. La
transmission sexuelle se fait essentiellement par contact direct entre muqueuses génitales.
Mais tout acte sexuel, méme sans pénétration (doigt-vulve, pénis-vulve), est associ¢ a un
risque d’infection par les HPV. Ainsi les adolescentes qui ont des pratiques sexuelles comme
des attouchements, flirts et préliminaires sont a risque d’étre infectées, méme si elles n’ont
pas encore eu de rapports sexuels avec pénétration. La transmission oro-génitale est
¢galement démontrée mais ne semble pas jouer un role important dans la transmission de la
maladie. Le préservatif ne protége pas contre toutes les infections a papillomavirus. Toutefois
une ¢tude récente montre que son utilisation systématique lors des pénétrations permet de
réduire significativement (70%) I’incidence de I’infection [27]. D’autres modes de
transmission beaucoup moins fréquents ont été décrits (périnatal, autocontamination, objets

souillés, mére enfant au cours de I’accouchement...) [30].

L’infection a HPV est I’une des trois principales infections sexuellement transmissibles (IST),
avec les infections a Chlamydia trachomatis et les infections a Trichomonas vaginalis. Elle est
la premicre IST d’origine virale avant I’herpes génital [26].

En fonction des études, la transmission d’une infection a HPV est estimée de 40 a 60% lors
d’une pénétration sexuelle en cas de portage d’HPV par un des partenaires. Ce chiffre, est
beaucoup plus élevé que pour les autres IST virales telles que celles @ VIH ou a Herpés
Simplex Virus 2, et se rapproche de la probabilité de transmission des IST bactériennes [31].
Les facteurs favorisant la transmission de HPV sont les mémes que pour les autres IST, a
savoir des partenaires sexuels multiples, un faible intervalle entre deux partenaires différents,
un jeune age au premier rapport, des antécédents de maladie sexuellement transmissibles, sont

les principaux facteurs de risque de I’infection HPV.
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La forte contagiosité du virus fait que 60 a 66% des partenaires sexuels de personnes infectées
par un HPV développent des 1¢ésions cellulaires HPV induites. La durée d’incubation est en
moyenne de 3 mois, mais elle peut aller jusqu’a 10 ans, rendant délicate 1’identification de la

période d’exposition.

La prévalence réelle de I’infection HPV est inconnue. La fréquence est maximale chez la
femme jeune, atteignant 35% d’infection a HPV entre 20 et 30 ans, dont 7 a 10% par des
types potentiellement oncogenes, et environ 10% d’infection apres 35 ans, dont 2 a 4 % par
des types potentiellement oncogeénes. La durée moyenne d’infection est d’environ 8 mois, et

le taux de disparition du génome viral est estimé a 70% a 12 mois et 90% a 24 mois [29].

Apres transmission, les HPV vont infecter les cellules souches épithéliales présentes au
niveau de la couche basale. Ces cellules sont capables d'auto-renouvellement, ce qui est
nécessaire au maintien d'une infection virale chronique, et la progression du cycle de
réplication virale s'effectue en parallele de la différenciation des cellules souches de
I'épithélium malpighien. Les nouvelles particules virales sont synthétisées dans les couches
supérieures et sont libérées lorsque la couche cornée superficielle de 1’épiderme est éliminée
[32]. Plus précisément, le cycle viral se déroule selon le mode suivant. Les HPV se fixent tout
d’abord sur des récepteurs cellulaires des kératinocytes. Les particules virales sont absorbées
puis internalisées par endocytose. Les vésicules formées fusionnent ensuite avec des
endosomes a pH acide. Les virions plus ou moins dégradés sont relachés dans le cytosol. La
taille des capsides de papillomavirus ne leur permet pas de diffuser passivement dans le
cytosol. Elles doivent donc utiliser un processus actif impliquant le cytosquelette pour
rejoindre le noyau. Grace a la présence de séquences de localisation nucléaire sur la protéine
L1 et la protéine L2, le transfert nucléaire peut ensuite avoir lieu. Mais, le diamétre de la
capside des papillomavirus est de 55 nm alors que le diametre fonctionnel du pore nucléaire
est de 29 nm. Cette incapacité physique des capsides de papillomavirus a pénétrer dans le
noyau suggere que le désassemblage de la capside en capsomeres est nécessaire avant l'entrée
du génome viral dans le noyau [33-34].

Au niveau de la couche basale de 1'épithélium et apres ’entrée du génome viral dans le noyau
de la cellule hoéte, celui-ci subit une phase d’amplification, sous le contrdle des protéines
précoces El et E2, jusqu’a atteindre un nombre de 50 a 100 copies par cellule, ceci constitue

la phase d'établissement. Cette étape du cycle de multiplication est dite non productive car

il n'y a pas de production de virions, seuls les génes précoces sont transcrits.
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Vient ensuite une phase de maintenance des génomes viraux qui correspond au maintien d'un
nombre constant de génomes d'HPV au fur et & mesure des divisions cellulaires. Elle est
observée dans les couches basales et supra-basales de 1'épithélium. Les génomes d'HPV
nouvellement synthétisés se répartissent, comme I'ADN cellulaire, dans chaque cellule fille.
Dans les épidermes non infectés par un virus, les cellules basales migrent vers les couches
supra-basales ou elles subissent un processus de différenciation. Elles arrétent alors de
proliférer, leur cycle cellulaire étant bloqué avant I’entrée en phase S. Au contraire, les
cellules infectées par un papillomavirus subissent une phase de prolifération intense, induite
par les protéines virales E6 et E7, lors de leur migration vers les couches supra-basales de
I’épithélium, et le processus de différenciation est ainsi retardé. Les protéines E6 et E7 sont
des oncogenes viraux qui stimulent la progression en phase S du cycle cellulaire. Au fur et a
mesure que les cellules épithéliales se différencient, deux processus viraux sont enclenchés,
I'amplification du génome viral et l'induction de la transcription des geénes tardifs. Les genes
tardifs sont transcrits en ARN codant pour les protéines de capside. Une fois le génome viral
répliqué dans le noyau, les protéines virales L1 et L2 nouvellement synthétisées dans le
cytoplasme rejoignent le noyau ou de nouveaux virions infectieux sont formés par
encapsidation du génome. Les HPV n'étant pas des virus lytiques, la sortie des particules
virales se fait via la zone de desquamation, lorsque la couche cornée superficielle de
I’épiderme est éliminée. La muqueuse est alors tres infectante et le risque de transmission des

HPYV est trés important [35]. Cette étape correspond donc a la phase productive puisque

les virions sont formés.

Le cycle viral décrit ci-dessus correspond a une infection productive. Les protéines E6-E7
sont produites en petites quantités, permettant leur controle. Ce sont surtout les génes viraux
impliqués dans la syntheése de la capside qui sont exprimés. Les HPV arrivent a maturation et
leur génome est toujours extrachromosomique. Lors d’une infection productive, les sujets
développent des tumeurs bénignes appelées condylomes plans.

Lorsque la 1ésion devient une Iésion de haut grade (dysplasie sévere = CIN 2/3 ou carcinome
in situ), on assiste progressivement a l'expression des genes viraux E6-E7. A ce stade, le
controle intercellulaire (macrophages, immunité a médiation cellulaire) est perturbé. C'est
alors qu'on constate 1'intégration de I'ADN viral, des HPV dits a risque oncogéne, au génome
de la cellule hote, ainsi que I'absence de production de particules virales et ce phénomene est

toujours associé a la cancérisation.
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Dans certains cas, 'ADN viral ne se réplique pas, ne s'integre pas, et ’HPV persiste sous
forme épisomale. On parle d'infections latentes asymptomatiques qui ne conduisent a aucune
anomalie cytologique ou colposcopique. Ces infections latentes constituent des réservoirs
viraux a partir desquels les HPV peuvent reprendre leur cycle de réplication suite a un
événement extérieur (immunosuppression par exemple), s'intégrer et provoquer des 1ésions du

Col utérin [36].

INFECTION LATENTE INFECTION PRODUCTIVE

Réplication virale
ADNviralal'etat libre dans la cellule extrachromosomique et
Synthese des proteines de
Reéplication nulle Capside liee 4 la maturation de
L’epitheélium

Leésions condylomateuses

Libeération des virions matures avec
les cellules desquarnanies

Figure 9 — Devenir des virus HPV aprés pénétration dans les cellules basales de l'épithélium du col utérin
[35-36].
La majorit¢ des infections du col de I'utérus a papillomavirus humain détectées par la

présence d’ADN viral sont transitoires. Elles régressent spontanément dans un intervalle de 1
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a 2 ans dans 70% a 90% des cas, ce qui correspond a la clairance virale [37-38-39]. La
clairance est d’autant plus rapide que la patiente est jeune. Chez les femmes agées de plus de

30 ans, I’ADN viral persiste plus longtemps [37].

L’infection chronique par HPV est un événement nécessaire mais non suffisant car moins de
5% des femmes infectées par HPV 16 développeront un cancer du col utérin au cours de leur
vie. La définition de la persistance chronique de HPV est non consensuelle. En général, elle
est définie par deux prélévements positifs entre 12 et 18 mois d’intervalle [26].

Un cancer du col met en moyenne quinze ans a se développer apres la persistance d’une

infection d’HPV a haut risque [27].

c. Prévalence de I’infection a HPV

* [l existe une disparité de la prévalence de I’infection a HPV selon les pays

Le nombre de nouvelles infections génitales chez la femme par HPV dans le monde est estimé
a 30 millions par an [27]. La répartition mondiale de la prévalence des infections a HPV
différe: les infections génitales & HPV affectent 660 millions de personnes avec la plus haute
prévalence en Afrique sub-saharienne [40].

L’étude épidémiologique menée par l'international agency for research on cancer (IARC) sur
15000 femmes issues de 11 pays (Niger, Inde, Vietnam, Thailande, Corée, Colombie,
Argentine, Chili, Pays Bas, Italie et Espagne), montre que tous ages confondus, la plus faible
prévalence est retrouvée en Espagne (1,4%) et la plus élevée au Niger (25,6%). La prévalence
en Amérique du sud (14,3%) est intermédiaire par rapport a I’Europe (10,5%) et I’ Afrique
(25,8%) [41].

39



Figure 10 — Prévalence de l'infection a HPV dans le monde, tous dges et tous types de HPV confondus [41].

» Il existe une disparité de la prévalence de I’infection a HPV selon 1’age des patientes

Les différences entre les études rendent 1’analyse complexe avec cependant des caracteres
communs.

On peut dire que I’infection a Papillomavirus touche les adolescentes et affecte les adultes
avec une prévalence de l'infection a HPV variable en fonction de 1'age. Le risque cumulatif
d’infection @ HPV chez la jeune fille de 15-19 ans depuis le 1 rapport sexuel est de 60%
d’infections dans les 5 ans qui suivent les premiers rapports. Le pic de prévalence se situe
entre 20 et 25 ans, cette prévalence diminue ensuite trés sensiblement (Figure 11) [42]. Cette
diminution du taux de prévalence avec I'dge refléte l'acquisition d'une immunité aux différents
types d'HPV mais peut correspondre a la diminution du nombre de partenaires. Elle suggere
qu'une grande proportion des infections a HPV est transitoire, dont le devenir va étre la
clairance dans 80% des cas. Ainsi, la détection de I'ADN des HPV chez la femme apres 30
ans refléte souvent la persistance de l'infection. Ces femmes sont habituellement considérées
comme le réel groupe a risque de cancer du col de I'utérus [27]. Un second pic est retrouvé
vers 45-49 ans dont la signification n’est pas claire, il peut correspondre a la réactivation
d’infections latentes, a de nouvelles infections a HPV acquises avec de nouveaux partenaires
(augmentation de I’age du mariage ainsi que I’augmentation du taux de divorces, amenant a

I’acquisition de nouveaux partenaires sexuels aux ages intermédiaires) [43-44].
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Figure 11 — Prévalence spécifique par classe d'dge de I'ADN des HPV a haut risque oncogéne chez 3700
femmes a leur entrée dans un programme de dépistage, et incidences spécifiques par classe d'dge du cancer

du col de P’utérus, aux Pays-Bas [42].

» Il existe une variabilité en fonction des populations selon les zones géographiques

La prévalence des génotypes impliqués dans le cancer du col utérin varie dans le monde en
fonction des zones géographiques. Une étude de Munoz en 2003 [45], portant sur 1 918
patientes atteintes d’un cancer du col de I'utérus dans 9 pays a retrouvé une prévalence
globale de HPV dans 90,7%. L’HPV 16 était le génotype retrouvé en premier dans tous les
pays avec une prévalence globale de 58,9% mais variant de 43,9% aux Philippines a 72,4% au
Maroc. L’HPV 18 était le second génotype retrouvé avec une prévalence globale de 15%
variant de 3,7% en Espagne et 4,4% en Colombie a 27,9% aux Philippines. L'HPV 31 et 45
leur font suite (5% chacun) (Figure 13).
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Figure 12 — Prévalence mondiale des différents types d’HPV [45].

* Importance des génotypes HPV16 et 18 en fonction du grade des Iésions cervicales

La proportion d’HPV a haut risque oncogéne est d’autant plus ¢levée que les anomalies
cytologiques sont péjoratives. En France un ensemble d’études nommées EDITH (Etude de la
Distribution des Types d'HPV) a ét¢ mené en France en 2006, avec la participation de
I’industrie pharmaceutique, pour déterminer la distribution des génotypes d’HPV dans les
cancers invasifs du col de I’'utérus (EDITH 1), les néoplasies intra-épithéliales de haut grade
(EDITH 1I) et les Iésions de bas grade du col de 1’utérus (EDITH III). Une analyse des études
EDITH I, publiée en juillet 2009 dans le BEH (Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire), met
en avant une prévalence de 73% de HPV 16 et 19% pour HPV 18 dans les cancers invasifs.
Cependant, ces chiffres incluent les infections multiples observées dans 22% des cancers,
c’est-a-dire qu’ils incluent les cas de co-infections avec HPV 16 ou 18 et un autre HPV
oncogene. Or le role possible de ces autres HPV oncogénes dans les cancers constatés ne peut
étre négligé. En cas de protection vaccinale contre les HPV 16 et 18, on ne peut exclure la
possibilité de cancer invasif en lien avec ces autres HPV oncogenes présents. Donc en
excluant les co-infections avec d’autres HPV a haut risque, les HPV 16 et 18 sont
responsables de 71% des cancers, chiffre superposable aux chiffres obtenus dans les autres

¢tudes (Tableau 4) [46-47-48].
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Lésions étudiées EDITH 1 EDITH 11 EDITH 111
516 cancers 493 CIN 2/3 397 LSIL

Prévalence 97% 98% 98%

Age médian au 50 ans 37 ans 31 ans

diagnostic

Infection avec un seul 75% 68% 48%

génotype

HPYV prédominant HPV16 : 53% HPV16 :31% HPV66 :25%

dans les infections HPVI18 : 8% HPV31 : 8% HPV16:21%

avec un seul génotype

Infection multiple 22% 31% 50%

Tableau 4 — Distribution des génotypes d’HPV dans les cancers invasifs du col de ’utérus (EDITH 1), les
néoplasies intra-épithéliales de haut grade (EDITH II) et les lésions de bas grade du col de I’utérus (EDITH
11l [49].

2. CARCINOGENESE ET LESIONS PRECANCEREUSES CERVICALES

La connaissance de la carcinogénése du cancer du col proviennent d’études déja anciennes,
basées pour une large part sur le suivi de patientes ayant temporairement ¢chappé a la
surveillance.

Une trés petite proportion seulement de femmes infectées par le HPV développe une
néoplasie intra-épithéliale du col (CIN) de haut grade ou un cancer. La comparaison des
incidences respectives permet d’estimer a 1-2% le risque de développement du cancer associé
a ’infection HPV. Ces Iésions se développent, a partir de la jonction squamo-cylindriques et
de la zone de transformation anormale, suite a la persistance de I’infection a HPV dite a haut
risque oncogene.

Le mod¢le physiopathologique le plus souvent admis du cancer du col de I'utérus est celui
d’un continuum des 1ésions histologiques précancéreuses (CIN) au cancer du col de I'utérus,
c'est-a-dire une évolution de 1’épithélium malpighien normal vers une CINI, puis vers une
CIN2, puis vers une CIN3, pour finalement développer un carcinome invasif [50]. Ces 1ésions
n’ont pas toujours une évolution progressive. Dans certains cas, elles peuvent régresser.

Du fait de la multiplication cellulaire, et de I'évolution naturelle au sein des couches

épithéliales, les cellules basales atteintes donnent naissance a des cellules parabasales, elles
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mémes affectées, puis a des cellules plus superficielles. La répartition des koilocytes au sein
des couches ¢épithéliales est a l'origine de la classification des Iésions cervicales
précancéreuses: Néoplasie Intra-épithéliale Cervicale (CIN) 1, ou les cellules pathologiques
occupent le tiers inférieur de 1'épithélium; CIN2, ou ce sont les 2/3 qui sont ainsi affectées; et
CIN3, ou tout I'épithélium est atteint. Les CIN2 et 3 sont des précurseurs du cancer invasif. Le
type viral, la persistance de 'HPV et la charge virale sont autant de facteurs liés a la
progression des infections vers le stade du cancer [50]. On a ainsi la représentation suivante
(Figure 13) des différentes étapes menant au développement du cancer du col. Le délai moyen

entre une CIN de haut grade et un cancer est estimé a 10 ans.
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Figure 13 — Schémas représentatifs du continuum de la carcinogénése cervicale [51].

Différentes classifications histologiques ont ¢été utilisées pour caractériser les Iésions
précancéreuses. Dans les années 50, quatre groupes lésionnels ont été¢ individualisés : la
dysplasie légere, modérée, sévere, et le carcinome in situ, repris dans la classification de
I’OMS en 1968. Puis en 1973, Richart a introduit le terme de néoplasie intra-épithéliale
cervicale (CIN) [50]. Sa classification comporte trois grades de 1 a 3, selon la sévérité des
Iésions. La correspondance entre les classifications est facilement établie (Tableau 5). Le
terme de CIN de bas grade (CIN1) et de haut grade (CIN2 et 3) est également utilisé par

analogie a la terminologie cytologique de Bethesda.
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Condylomes | Dysplasie = Dysplasie = Dysplasie OMS

légere modérée = sévere 1968
Epithélium Carcinome
Normal Condylomes | CIN1 CIN2 CIN3 Richart
1973
Lésions intra-épithéliale Lésions intra-épithéliale Bethesda
de bas grade de haut grade 1988

Tableau 5 — Classification des lésions cervicales selon les critéres de 'OMS, de Richart et de Bethesda [51].

Les pathologistes définissent les CIN par la présence de perturbations architecturales au
niveau de I’épithélium malpighien associant une perte de différenciation tissulaire a des
anomalies cytologiques.

Ainsi la classification histologique décrit les CIN en 3 stades de gravité croissante :

- CIN 1 de bas grade, les 1ésions occupent le tiers basal de 1'épithélium

- CIN 2 de grade intermédiaire, les 1ésions occupent les deux tiers de 1'épithélium

- CIN 3 de haut grade, tout I'épithélium est concerné par la Iésion.

La classification cytologique distingue quant a elle distingue les deux principaux groupes :

- HSIL (high grade squamous intraepithelial lesion, en francais: 1ésion malpighienne intra-
épithéliale de haut grade)

- LSIL (low grade squamous intraepithelial lesion, en frangais: 1€sion malpighienne intra-
épithéliale de bas grade).

Ces anomalies malpighiennes (SIL) se superposent tout ou en partie avec les néoplasies intra-
¢épithéliales cervicales (CIN) suivant la classification de Bethesda.

On estime en France, entre 20 000 et 30 000 CIN2/3 diagnostiquées chaque année [26-38].

* Les différentes évolutions possibles des Néoplasies intra-€pithéliales Cervicales

Plus récemment, un autre modele de la carcinogénése du cancer du col utérin a été proposé.
Plutét que de considérer un mode de progression des CIN, il conviendrait aujourd’hui de
séparer deux groupes de Iésions au potentiel évolutif treés différent. D une part, les 1ésions de
bas grade (CIN1) qui sont bénignes et donc régressives, et d’autres part, les Iésions de haut

grade (CIN2-3) qui sont a risque d’évoluer vers un cancer invasif.
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Pour chaque grade de 1ésion, y compris pour les carcinomes épidermoides in situ assimilés
aux CIN3, I’évolution est variable : il existe soit une probabilité de retour vers un épithélium
normal, soit une probabilité de persistance ou de progression vers un stade plus avancé [38].

Les différentes études réalisées dans ce domaine, ont montré que, pour les lésions de bas
grade, plus de la moitié régressaient spontanément en quelques années, mais qu’il restait
environ 10% qui évoluaient vers un grade plus élevé. Ces mémes études ont également
montré que parmi les 1ésions de haut grade, environ 30 a 40% régressaient, et qu’un peu plus
de 10 % évoluaient vers un cancer invasif. En somme, moins de 1 a 2 % des infections

évoluent vers un cancer [52].

Lésion Régression Persistance  Progression Progression vers

vers une CIN un cancer invasif

supérieure
CIN1 57% 32 % 11% 1%
CIN2 43% 35% 22% 5%
CIN3 32% 56% - 12%

Tableau 6 — Evolution des CIN (Suivi de 2 a 7 ans) selon Ostor, 1993 : probabilités moyennes de régression,

de persistance et d’évolution des CIN - Revue de la littérature portant sur 50 études [52].

Ainsi pour Castle [53], les CIN2 représentent un groupe de lésions hétérogénes et non une
simple étape évolutive de CIN1 vers une CIN3. Les CIN2 seraient partagées entre des Iésions
«régressives » dues a une infection transitoire a un HPV et des Iésions qui seraient
d’authentiques « pré-cancer ». En d’autres termes, la CIN2 serait a I’histologie ce que le
frottis ASC-US est a la cytologie. Le diagnostic histologique de CIN2 est donc difficile, sa
réalité discutable et son interprétation délicate. Dans sa revue de la littérature, Ostor montrait
déja que les CIN2 pouvaient régresser dans 43%, persister dans 35%, et progresser vers une
invasion dans 5% des cas [52]. Castle et son équipe [54] ont donc réalisé une étude incluant
5052 femmes ayant un frottis ASC-US ou LSIL. Les patientes ont été randomisées dans 3
bras : soit colposcopie-biopsie immédiate (bras n°1), soit recherche d‘un HPV a haut risque et
colposcopie-biopsie si présence d’un HPV a haut risque (bras n°2), soit surveillance par frottis
puis colposcopie-biopsie au bout de 18 mois (bras n°3). Dans les 3 groupes, une surveillance
par FCU a été réalisée tous les 6 mois. Les résultats montraient des différences significatives

(p<0,001) dans la proportion de CIN2 diagnostiquées dans chaque bras : 9,9% pour le bras
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n°l, 7,8% pour le bras n°2, 5,8% pour le bras n°3. Ces différences s’expliquaient par les
différences de délais de 1’évaluation colposcopique dans chaque bras. Plus le délai
s’allongeait, plus la proportion de CIN2 diagnostiquées dans les différents bras était plus
prononceée, avec des taux plus importants chez les femmes de moins de 30 ans (11,7% de
CIN2 dans le bras n°1, 6,4% dans le bras n°3) que chez les femmes de plus de 30 ans (5,5%
dans le bras n°1 et 4,2% dans le bras n°3). Cependant, cet effet spécifique de 1’age n’était pas
statistiquement significatif (p=0,3). Les auteurs estimaient donc qu’approximativement
40% des l¢ésions de CIN2 de la femme jeune allaient régresser spontanément dans les 18 mois.
Il était important de noter que dans cette étude, 1’allongement du délai de la colposcopie par

rapport au frottis initial (ASC-US ou LISIL) n’augmentait pas la proportion de CIN3.

Le cancer invasif se développe environ 15 ans voir 25 ans apres 1’acquisition de 1’infection.
Le passage du stade de I’infection a une CINI met entre 2 et 5 ans. Puis, entre le stade de
CIN1 et CIN3, il s’écoule 4 a 5 ans. Enfin le passage de la CIN3 au carcinome invasif met
entre 9 et 15 ans. Les dysplasies de bas grade sont diagnostiquées le plus souvent chez les
jeunes femmes de 20 a 29 ans; les dysplasies de haut grade chez les femmes de 30 a 39 ans et
les cancers invasifs chez celles de 40 a 49 ans [55].

L’apparition d’un cancer invasif du col de I’utérus aprés passage par des stades de lésions
précancéreuses (CIN), et avec un long délai de progression, laisse donc une fenétre
d’opportunité importante pour la prévention du cancer, grace a la répétition des examens de

dépistage a des intervalles suffisamment espacés.

Mais, I’évolution de la pathologie cervicale varie en fonction du type d’HPV en cause. Elle
sera plus sévere s’il s’agit d’HPV dits oncogenes et moins sévere s’il s’agit d’HPV dits non
oncogenes. Ce risque oncogene li¢ aux différents types d’HPV est variable selon les résultats

de toutes les études IARC confondues et maximal en cas d’infection au HPV 16 et 18 (figure

14).
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Figure 14 — Risque relatif de cancer du col par type d’HPV toutes études IARC confondues [56].

Ainsi les facteurs d’évolution des néoplasies intra-épithéliales vers un cancer du col utérin
apres infection par le Human Papilloma Virus sont surtout :

- la persistance de I’infection par un des huit génotypes a haut risque oncogene

- la forte charge virale de papillomavirus dans le col de I’utérus,

- P’immunodépression (constitutionnelle, malades transplantés, infection par le VIH,
traitement immunosuppresseur...).

Cependant, d’autres facteurs sont aussi évoqués dans différentes études avec plus ou moins de
discordance : cervicite a chlamydia trachomatis, a herpes simplex virus 2, a cytomégalovirus,
tabagisme, utilisation au long cours (plus de 5 ans) de contraceptifs oraux, certains haplotypes
du systtme HLA, hormones endogeénes (nombre de grossesses, statut ménopausique),

concentration plasmatique élevée en homocystéine, exposition in utero au dystilbéne.

3. ANATOMOPATHOLOGIE DU CANCER DU COL UTERIN

Il existe une classification anatomique des cancers du col utérin distinguant les différents

types anatomopathologiques.
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* Carcinomes épidermoides
IIs représentent 80 a 95% des tumeurs malignes du col utérin. Ils se développent a partir de la
muqueuse malpighienne exocervicale et se présentent sous deux formes :
v" Les carcinomes épidermoides invasifs, dont il existe plusieurs types : kératinisant, non
kératinisant, verruqueux, condylomateux, papillaire transitionnel, lymphoépithélial.
Ce sont les plus répandus.
v Les carcinomes épidermoides micro-invasifs qui correspondent aux stades

infracliniques lal et [a2 (classification FIGO).

* Adénocarcinomes
Ils sont moins fréquents mais apparaissent en augmentation relative dans certaines séries. Ils
se développent a partir de la muqueuse glandulaire endocervicale, ils peuvent ¢galement étre
exophytiques ou infiltrants, et dans 15 a 20% des cas, la lésion n’est pas visible

macroscopiquement.

*  Tumeurs rares
Les mélanomes du col et les sarcomes du col sont des Iésions rares dont le pronostic est

globalement mauvais.

Devant un cancer du col, I’évaluation de son degré d’extension permet d’établir son stade
FIGO. L’évaluation de ce stade permet une évaluation pronostique importante des cancers du
col, c’est le facteur pronostique indépendant le plus important (Annexe 2). Cette stadification
est fondée sur I’examen clinique et le bilan paraclinique, appréciant 1’envahissement local.
Elle ne peut tenir compte de 1’envahissement ganglionnaire qui reste le deuxiéme facteur

pronostique.

Le but du dépistage, dans le cas du cancer du col de 1’utérus, est bien d’éviter 1’invasion avec
son pronostic réserve et ses séquelles importantes, et non de mettre en évidence des anomalies
cytologiques mineures ou une infection passagere dont I’histoire naturelle est trés

majoritairement la guérison spontanée. C’est tout le probléme de la sensibilité (capacité d’un
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test a donner un résultat positif lorsque la maladie est présente) et de la spécificité (capacité a
donner un résultat négatif lorsque la maladie n’est pas présente) d’un test de dépistage.

Le cancer du col de I'utérus est un candidat idéal au dépistage par son évolution lente et
I’existence de nombreuses 1ésions précancéreuses curables. Le test de dépistage de référence
des lésions précancéreuses et cancéreuses du col de 1’utérus repose sur le frottis cervico-
utérin. Il n’y a pas a I’heure actuelle en France de programme national de dépistage organisé

du cancer du col de I’'utérus. En revanche, le dépistage individuel est bien développé [6].

1. DEPISTAGE INDIVIDUEL

Le dépistage individuel (appelé également dépistage spontané) du cancer du col de 1’utérus est
une pratique bien développée en France. La répétition des FCU permet de compenser le
manque de sensibilité d’un seul FCU (de I’ordre de 60 %) et de rendre ce dépistage efficace
compte tenu de I’histoire naturelle de cette pathologie marquée par une évolution
généralement lente. En France, il est recommandé de réaliser un FCU a partir de 25 ans et
jusqu’a 65 ans, tous les 3 ans aprés 2 FCU normaux réalisés a 1 an d’intervalle chez les
femmes asymptomatiques ayant ou ayant eu une activité sexuelle.

Le nombre de frottis réalisés en médecine libérale provient des données de la Caisse nationale
d’assurance maladie des travailleurs salariés (CnamTS). En 2003, 2004 et 2005,
respectivement 4 546 924, 4 534 271 et 4 683 902 frottis ont été remboursés. Ces nombres de
frottis, rapportés a la population féminine des assurées sociales de la CnamTS agées de 25 a
65 ans, permettent de calculer des taux d’activité moyens annuels. Ces taux d’activité sont de
30,4 frottis pour 100 femmes en 2003, 29,7 en 2004 et 30,1 en 2005. Ces volumes
correspondraient a une couverture, c’est-a-dire la proportion de femmes ayant réalis¢ un FCU
sur trois ans, de 90,2% si les femmes ne faisaient qu’un seul frottis de dépistage tous les trois
ans. En pratique, certaines femmes en font plus souvent, d’autres jamais ou trop rarement [6].
L’estimation du taux de couverture par FCU est fondée sur 1’Echantillon permanent inter-
régime des bénéficiaires (Epib qui ne concerne pour le moment que la CnamTS). Le taux de
couverture global est estimé a 58,7 % sur la période 2003-2005 et a 56,6% sur la période
2006-2008 pour les femmes de 25 a 65 ans. Entre 25 et 54 ans, la couverture de dépistage est
supérieure a 60 % avec, chez celles de 35 a 44 ans, une couverture de 66,5 %. En revanche, la
couverture chute en dessous de 50 % apres 55 ans (Figure 15).

La couverture déclarée par les femmes lors d’enquétes en population générale permet d’avoir

une estimation de la "fourchette" haute de la couverture. Parmi les femmes de 25 a 65 ans
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interrogées dans le "Barométre cancer" 2005, 81,0 % ont déclaré avoir eu un FCU au cours
des trois derni¢res années. Le recours déclaré au FCU au cours des trois derniéres années
varie avec 1’age : il dépasse 80,0 % entre 30 et 54 ans et est inférieur a 74 % dans les autres

tranches d’age (Figure 16) [6].

59,1
60,0] 25" = %87

?

487
50,0 _'

40,0
Y%

a0

0,0

10,0

0,0

2534 3544 4554 555 Global

Figure 15 — Taux de couverture par FCU chez les Figure 16 — Taux de couverture par FCU déclaré
femmes de 25 a 65 ans — Période 2003-2005 chez les femmes de 25 a 65 ans — Baromeétre
(Epib) [6]. cancer 2005 [6].

Une faible proportion de femmes respecte strictement I’intervalle recommandé de 3 ans entre
2 FCU (aprés 2 FCU initiaux négatifs). Certaines femmes bénéficient d’un suivi trop
rapproché tandis que d’autres échappent totalement au dépistage. Sur une période de 6 ans, a
partir des données de ’EGB (Echantillon généraliste des bénéficiaires), la proportion de
femmes bénéficiant d’un dépistage a un rythme sous-optimal (absence de FCU en 6 ans ou
rythme entre 2 FCU supérieur a 3 ans et demi) a été estimée a 51,6 % de la population des 25-
65 ans, celle des femmes en situation de sur-dépistage (rythme entre 2 FCU inférieur a 2 ans
et demi) a 40,6 %. Enfin, la proportion de femmes pour lesquelles I’intervalle recommandé de
3 ans entre 2 FCU est strictement respecté a été estimée a 7,9 % de la population des 25-65
ans [57].

Le "dépistage individuel et spontané a atteint ses limites", estimait la HAS. Le taux de
couverture (57%) "Stagne alors que la loi de santé publique fixe un objectif de 80% de
femmes dépistées pour ce cancer". En outre, "50% des femmes ne sont pas ou trop peu

souvent dépistées, quand 40% le sont trop souvent".
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2. DEPISTAGE « ORGANISE »

En France, depuis les années 90, cinq départements ont mis en place un dépistage dit
"organisé" du cancer du col de I'utérus. Il s’agit d’initiatives locales. L’organisation
comprend une structure de gestion chargée de la coordination au niveau local. Chaque
structure de gestion a adopté une organisation différente (mode d’invitation, recueil des
frottis, tranches d’ages...) étant donné qu’il n’y avait pas de cahier des charges national publi¢
[58].

En 2009, seules trois structures de gestion organisaient le dépistage du cancer du col de
I’utérus: ’Isere, I’ Alsace (Bas-Rhin et Haut-Rhin) et la Martinique ; le Doubs ayant arrété son
programme depuis fin 2004. Ils ont ensuite été rejoints par 9 autres départements (Allier,
Cantal, Haute-Loire, Puy-de-Dome, Cher, Indre-et-Loire, Maine-et-Loire, La Réunion, Val-
de-Marne) en cours d’¢étude.

Une premiere évaluation du dépistage organisé des quatre départements toujours en activité
en 2007 a été réalisée par I’institut de veille sanitaire (InVS). Cette premicre évaluation
centralisée du dépistage organisé du cancer du col de 1’utérus a permis a la fois d’analyser les
résultats des programmes développés dans les différents départements et de les comparer pour
les femmes de la tranche d’age 50 a 65 ans, seule tranche d’dge commune aux quatre
départements. Malgré une participation au dépistage organis¢ assez faible lorsqu’elle était
calculable, le pourcentage de femmes ayant eu au moins un frottis sur une période de trois ans
(couverture) était plus €levé que le pourcentage national, en particulier dans les départements
alsaciens et en Isere. Cette augmentation globale de la couverture de dépistage en Alsace et en
Isére se distinguait de plus par son maintien & un niveau ¢élevé apres 50 ans alors que la

moyenne nationale chutait apres cet age [57].

Rappelons que la mise au point réalisée en 2004 sur les données du dépistage du cancer du col
en France, indiquait que :

- 55 % des femmes étaient spontanément dépistées mais sans respect du rythme recommandé,
- 35 % des femmes n’avaient jamais eu de frottis ou en ont eu a intervalles trop grands,

- pour plus de 50 % des cas de carcinome invasif ou in situ diagnostiqués, il n’y avait pas eu
de FCU dans les 3 années précédant le diagnostic.

Selon les résultats de ’'HAS en 2010, si I’on compare ces données aux résultats du dépistage
organis¢ dans les départements pilotes, elles ont obtenues de meilleurs résultats a moyen

terme notamment en Alsace :
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- un taux de couverture a 5 ans de 80 %, plus élevé que la moyenne francaise,

- une baisse du nombre de frottis inutiles grace a une régularisation du rythme,

- une qualité augmentée par un suivi des femmes ayant un frottis positif et une formation
permanente des professionnels des départements impliqués.

Cependant les données disponibles ne permettaient pas de conclure quant a I’efficacité des
expériences de dépistage organisées, en termes de cancers évités et de diminution de la
mortalité. En Alsace, les données du registre du cancer du Bas-Rhin révélaient cependant une
progression significative du ratio entre CIN3 et cancers invasifs depuis le début du

programme.

En 2010, ’HAS apres avoir fait un état des lieux concernant le dépistage du cancer du col et
notamment celui du dépistage organisé, établit les recommandations suivantes [57] :

«1. Le dépistage doit s’appuyer sur les gynécologues médicaux, les gynécologues-
obstétriciens ainsi que sur les médecins généralistes et les sages-femmes. Leur implication est
nécessaire en termes d’information et d’incitation au dépistage.

2. Le dépistage reste fond¢ sur la réalisation d’un FCU (conventionnel ou en milieu liquide) a
un rythme triennal (aprés 2 FCU normaux réalisés a 1 an d’intervalle) entre 25 et 65 ans. La
mise en ceuvre du test pour la détection des HPV en dépistage primaire en population générale
est actuellement prématurée. Elle n’est susceptible d’intervenir que lorsque les conditions
organisationnelles et d’assurance qualité du dépistage nécessaires seront définies et remplies.
3. Pour chacune de ces patientes, le médecin traitant coordonne le dépistage. Il effectue la
synthése des informations transmises par les professionnels de santé concernés (dans le
respect des obligations déontologiques et 1égales), incite a la participation au dépistage,
prescrit un test de dépistage ou réalise lui-méme le prélévement, et s’assure de la bonne prise
en charge en cas de test positif.

4. Les prélevements sont réalisés par des professionnels spécifiquement formés
(gynécologues, médecins généralistes et sages-femmes) et dans des conditions garantissant
leur qualité. Compte tenu de la situation francaise au regard de la démographie médicale, une
augmentation de D’offre, qui s’appuie sur les acteurs de proximité géographique et
«relationnelle» du systeme de soins est nécessaire. La diversification des professionnels
réalisant les prélévements pourrait concerner les infirmiers (es) dans le cadre de coopérations
entre professionnels. Des incitations économiques a la réalisation du FCU (conformément aux

recommandations de la HAS) peuvent également étre envisagées ».
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3. PREVENTION DU CANCER DU COL DE L’UTERUS : LA VACCINATION

Les caractéristiques épidémiologiques et physiopathologiques du cancer du col de ’utérus ont
permis le développement des recherches et la fabrication d’un vaccin. La figure 17 illustre la

progression de sa mise en place.

(1995-2001) Etudes HPV, paplilomavirus humain
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cancer du col de I'utérus

» Début des essals clinlques utilisant
des vaccins VLP

Figure 17 — De la découverte des HPV a la mise sur le marché du vaccin anti-papillomavirus selon Hantz

[44].

Le vaccin le plus utilis¢ actuellement en France est le vaccin Gardasil. C’est un vaccin
prophylactique dont le but est de stimuler les acteurs de I'immunité et d’empécher le virus
d’atteindre sa cible et/ou le détruire trés vite avant qu’il n’ait le temps d’infecter les
kératinocytes : les types d’HPV concernés sont les HPV 6 et 11 a bas risque et les HPV 16 et
18 a haut risque [59].

Le HPV 16 étant responsable de plus de la moitié des cancers du col de 1’utérus, les premiers
essais ont utilis¢ uniquement une pseudo-particule virale (VLP) de I’'HPV 16 chez des
femmes HPV négatives. Les titres d’anticorps obtenus étaient tres €levés (50 a 100 fois ceux
mesurés lors de I’infection naturelle) [60]. Aprés obtention de résultats prometteurs lors d’un

essai multicentrique, en double insu, utilisant une VLP de HPV 16 contre un placebo a base
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d’alun, sur 2 409 jeunes femmes de 16 a 23 ans, avec frottis normaux, sérologie anti-HPV 16
négative et ayant eu moins de cinq partenaires sexuels, un essai a inclus 551 femmes de 16 a
23 ans et a testé divers vaccins quadrivalents. Enfin deux essais de phase III (études 013 =
FUTURE I et 015 = FUTURE II) portant sur plus de 17 000 (5 455 dans FUTURE I et 12 167
dans FUTURE II) jeunes femmes de 16 a 26 ans (79 seulement étaient agées de 24 a 26 ans)
ont ensuite été menés de 2002 a 2007, utilisant les VLP associés des HPV 6, 11, 16 et 18. Ces
¢tudes étaient randomisées en double aveugle versus placebo. Les femmes ne devaient pas
avoir d’antécédents de dysplasies observées sur FCU ou sur colposcopie ; elles ont bénéficié a
J1 (premier jour), M2 (deuxiéme mois) et M6 (sixiéme mois) d’une injection en
intramusculaire du vaccin ou du placebo. Les études devaient durer 4 ans mais la dernicre
analyse a finalement été effectuée a 44 mois. Les jeunes femmes ayant eu plus de quatre

partenaires différents étaient exclues de I’étude [61-62-63].

Les objectifs cliniques de ces études, étaient de démontrer que I’administration du vaccin
pouvait réduire I’incidence des

- CIN 2/3 ou adénocarcinomes in situ (AIS) liés aux HPV 16/18

-CIN 1, 2,3 liés aux HPV 6, 11, 16 et 18

- Lésions génitales externes, condylomes acuminés, néoplasies vulvaires et vaginales liées aux

HPV 6, 11, 16, 18.

Le critere d’évaluation principal d’efficacité reposait sur 1’apparition de CIN 2/3 ou
d’adénocarcinomes in situ liés aux HPV 16/18 employés comme marqueurs de substitution du
cancer du col selon les recommandations de ’OMS et de la FDA. Le cancer du col comme
critére principal ne pouvait pas étre encore ¢tudi¢ car la durée d’évolution entre 1’infection a
HPYV et ces I¢ésions étant longue, des essais sur plusieurs années étaient nécessaires.

La population étudiée correspondait a une population idéale : I’ensemble des jeunes filles non
infectées a I’inclusion par un ou plusieurs types de papillomavirus ciblés par le vaccin et
pendant les sept mois suivant la premicre injection ( sérologie anti-HPV et PCR négatives
avec un frottis normal ou non a I’inclusion). Les jeunes filles devaient avoir regu les trois
doses de vaccin soit environ les % des femmes incluses.

L’analyse combinée des résultats des différentes études a montré une efficacité vaccinale de
98,2% en prévention des CIN 2/3 ou des AIS associés aux HPV 16 et 18 [63] :

- 2 cas de CIN 3 sur 8 493 femmes incluses dans le groupe Gardasil

- 112 cas de CIN 2/3 ou AIS sur 8 464 femmes dans le groupe placebo.
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L’efficacit¢ dans la population générale était moindre. L’analyse a ¢été conduite dans
I’intention de traiter. La population étudiée était le reflet de la population générale : ensemble
des jeunes filles ayant re¢u au moins une dose de vaccin quelque soit leur statut HPV initial.
21% des participantes présentaient une infection a HPV et 12% avaient une anomalie
cytologique sur le frottis a I’inclusion [64].

L’analyse combinée des quatre études montrait une efficacité vaccinale de 51,8% en terme de
prévention des CIN 2/3 ou AIS dus aux HPV 16 et 18 [63]:

- 146 cas de CIN 2/3 ou AIS sur 9 836 femmes incluses dans le groupe Gardasil

- 303 cas de CIN 2/3 ou AIS sur 9 903 femmes dans le groupe placebo.

Dans les résultats de FUTURE II, publiés en 2007, portant sur plus de 12 000 femmes, les
dysplasies cervicales de haut grade liées a HPV 16 ou 18 diminuaient de 44% (83 cas de CIN
2/3 ou AIS dans le groupe Gardasil versus 148 dans le groupe placebo [62]. Cette efficacité
¢tait limitée sur les dysplasies de haut grade quelque soit le HPV en cause.

Dans les résultats a 3 ans de FUTURE I, publiés en 2007, I’efficacité pour la prévention des
CIN 2 quelque soit le type d’HPV n’était que de 13% [61-65].

Depuis la parution de ces différents essais, de multiples articles sont parus sur le sujet,
retrouvant :
- une diminution prouvée des dysplasies de haut grade du col de I’utérus liées a HPV 16 et 18

- une grande efficacité sur la population cible.

On peut donc dire que 1’analyse des études évaluant 1’effet vaccinal, montre une efficacité
vaccinale sur les CIN 2/3 ou AIS dus aux HPV 16 et 18 chez les jeunes femmes indemnes de
toute infection HPV. En rattrapage, ’efficacité vaccinale sur les CIN 2/3 ou AIS, quelque soit
le type d’HPV, n’est que de 18.4%. L’intérét de la vaccination de rattrapage n’est donc
clairement pas démontré. Enfin, I’effet en terme de prévention des cancers du col et de
mortalité n’est pas démontré : un suivi prolongé et attentif des populations vaccinées est

nécessaire [65].
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En France, I’age moyen des patientes chez qui I’on diagnostique une CIN ne cesse de baisser :
35,5 ans en 1989, contre 31,5 ans en 1994 et 29,7 ans en 2004 [66]. Par ailleurs, I’age moyen
de la premiere grossesse continue a augmenter pour atteindre 30 ans en 2010 [67]. Le
diagnostic d’une lésion intra-épithéliale de haut grade (CIN2 et CIN3) impose classiquement
la réalisation d’une conisation. Cet acte chirurgical a des effets indésirables connus. Les
sténoses cervicales compliquent le suivi post-opératoire colposcopique en rendant la zone de
jonction inaccessible. Les complications obstétricales qui sont aujourd’hui prouvées associent
prématurité, petit poids de naissance et augmentation de la mortalité périnatale. A I’inverse, il
faut prendre en compte le risque de ne pas traiter ces lésions est de voir apparaitre un cancer

invasif [68-69].

1. LE FROTTIS CERVICO-UTERIN

En France, on estime le nombre de FCU positifs a 55000 par an, qui aboutissent a 25000
traitements soit par destruction ou exérése. Le colit total est évalué entre 190 a 320 millions

d’euros par an [57].

a. Le frottis conventionnel

Le test de dépistage de référence des 1ésions précancéreuses et cancéreuses du col de 1’utérus
repose sur un examen cytologique : le FCU. C’est un examen simple et peu coliteux.

Il consiste en un prélévement de 1’exocol puis de I’endocol en prenant bien soin de prélever
au niveau de la zone de jonction entre I’exocol et I’endocol (zone de développement de la
dysplasie). Le prélévement est ensuite étalé directement sur une lame, fixé par spray puis
envoy¢ en anatomopathologie avec lecture directe de la lame par le cytologiste. L’examen
cytologique consiste a observer, au microscope, les cellules de la surface de 1’épithélium. Il
permet de détecter les signes en faveur d’une virose (koilocytose) ou d’une dysplasie. Le
signe évident d’une infection a HPV, est la détection d’une cellule caractéristique appelée
koilocyte. Cette cellule est une cellule superficielle ou intermédiaire de I’épithélium

exocervical, caractérisée par une vacuolisation périnucléaire, avec en périphérie un
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cytoplasme dense et coloré de maniére irréguliere, et un noyau central volumineux montrant

une membrane nucléaire soulignée, et une chromatine dense et irréguliere (Figure 17) [23].

Figure 18 — A : cellules malpighiennes normales; B : cellules glandulaires normales; C : cellules
malpighiennes comportant une zone périnucléaire optiquement vide bordée par une densification

cytoplasmique et une augmentation modérée de la taille du noyau : koilocytes typiques [23].

Pour tenir compte du degré de précision de I’interprétation cytologique moins ¢élevé que celui
de I’histologie, est apparu en 1991 un mode de classification propre aux Iésions cytologiques,
actualisé en 2001 : le systeme de Bethesda (Annexe 3) différenciant les différentes anomalies

cytologiques :

* Anomalies des cellules malpighiennes
- Frottis ASC-US : (Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance : cellules
malpighiennes atypiques de signification indéterminée) qui correspond dans 5 a 10% des cas a
une CIN2 ou CIN3,
- Frottis ASC-H (Atypical squamous cells cannot exclude HSIL : cellules malpighiennes
atypiques ne permettant pas d’exclure une HSIL) qui correspond dans 40% des cas a une
CIN2 ou CIN3,
- Frottis LSIL (Low grade Squamous Intraepithelial Lesion : lésion malpighienne inta-
épithéliale de bas grade),
- Frottis HSIL (High grade Squamous Intraepithelial Lesion) : Iésion malpighienne inta-
¢épithéliale de haut grade),

- Carcinome malpighien.
* Anomalies des cellules glandulaires :

- Frottis avec atypies cellulaires glandulaires,

- Frottis avec atypies cellulaires glandulaires en faveur d’un cancer,
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- Adénocarcinome in situ,

- Adénocarcinome.

La prise en charge des anomalies dépistées par le frottis a été codifiée en France grace a des
recommandations de la HAS. Lorsque des anomalies sont détectées sur le FCU, il est souvent
nécessaire de réaliser une colposcopie afin de localiser la 1ésion cervicale source, guider la
biopsie et permettre I’examen histologique. L’examen histologique des lésions va ainsi
assurer le diagnostic.

En cas d’anomalies de type ASC-US ou LSIL, le contrdle de la cytologie a 6 mois est une

alternative a la colposcopie [70].

b. Frottis en milieu liquide

L'efficacité du test de Papanicolaou est entravée par la grande variabilité inter et intra-
observateurs et par des taux élevés de faux négatifs et faux positifs qui se situent
respectivement au alentours de 20-30% et 5-70%,

Les améliorations techniques actuelles du test de Papanicolaou telles que le frottis en phase
liquide (LBC) n'ont pas démontré d’amélioration franche de la sensibilité ou de la spécificité
pour la détection des néoplasies intra-épithéliales cervicales de haut grade (CIN) par rapport a
la technique de cytologie classique.

A la différence du frottis conventionnel, le matériel prélevé est mis en suspension dans un
flacon contenant un liquide de conservation qui sera acheminé au laboratoire qui préparera les
lames pour I’analyse cytologique. Les avantages de cette technique est de tenter d’améliorer
la sensibilité du frottis en améliorant les processus de prélévement et de préparation des
cellules. De plus, elle rend possible la détection de ’ADN a HPV a partir du méme
prélévement. Mais les inconvénients de ces techniques sont la nécessité d’instruments de
prélévements, fixatifs et dispositifs de préparation exclusifs, avec ainsi un coit plus important

que le frottis traditionnel [70].

Une évaluation des données de 20 études (68 114 participantes) comparant les frottis
conventionnels au frottis en phase liquide retrouvait les résultats suivants [71]:

- Sensibilité de la cytologie en phase liquide a 81% et du frottis classique a 74%

- Spécificité de la cytologie en phase liquide a 83% et du frottis classique a 87%
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- Prélévements ininterprétables en moyenne moins nombreux qu’avec le frottis classique mais
variables en fonction des études,

- Hausse de 48% du taux de colposcopies.

Une ¢étude récente [72] comparait 1'utilisation de la cytologie en milieu liquide (LBC) a la
cytologie classique (CC) dans l'évaluation de la néoplasie intra-épithéliale cervicale (CIN)
pré-colposcopique par rapport au résultat histologique de la biopsie cervicale dirigée sous
colposcopie en termes de sensibilité et de spécificité pour les Iésions de haut grade seulement,
puis pour toutes anomalies confondues. Il s’agissait d’une étude rétrospective de cohorte dans
laquelle le degré de corrélation des différents examens a été recherchée avec comme critéres
secondaire les taux de satisfaction et le colt. Un total de 1961 femmes avaient eu une
colposcopie dont 528 avaient bénéficié de biopsies cervicales. Les examens cytologiques par
méthode classique et sur phase liquide avaient la méme sensibilité et spécificité a la fois pour
les 1ésions de haut grade et pour toute anomalie confondue. En comparaison avec le résultat
histologique sur biopsie cervicale, la sensibilité du frottis classique et en phase liquide pour la
détection des 1ésions de haut grade était de 89,1% et 88,6% respectivement et pour toutes les
anomalies, la sensibilité était de 86,6% et 87,0%. La spécificité pour les lésions de haut grade
¢tait de 83,1% et 84,7%, et pour toutes les anomalies, la spécificité était de 53,8% et 56,4%.
Le taux d’examens non contributifs était significativement plus faible pour les cytologies en
phase liquide avec un taux de 1,84% par rapport a la cytologie classique avec un taux de
4,38% (P < 0,001). Cependant, I'utilisation de frottis en phase liquide a été associée a un colit
plus important malgré le nombre de frottis insatisfaits évités. Ainsi le frottis en phase liquide
n'avait montré aucune différence statistiquement significative de la sensibilité et la spécificité

par rapport au frottis classique pour la détection des CINs.

En 2002, I’Agence Nationale d’Accréditation et d’Evaluation en Santé (ANAES), devenue
depuis HAS, estimait que les données disponibles n’étaient pas suffisantes pour privilégier le
frottis en milieu liquide en terme de sensibilité¢ et surtout de spécificité [70]. En décembre
2007, I’Académie Nationale de Médecine préconisait par contre plutdt cette technique de part

les différents examens pouvant tre réalisées sur le méme prélévement [73].

Comme nous ’avons dit, la cytologie souffre d’une grande variabilité inter-observateurs,
surtout pour ce qui est des anomalies cytologiques de bas grade. Du fait du fort taux de

régression spontanée des lésions de bas grade, le suivi appropri¢ des femmes avec un
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diagnostic cytologique de LSIL a engendré de vives discussions. En limitant les examens
colposcopiques a des cas de 1ésions malpighiennes intra-épithéliales de haut grade (HSIL) ou
a des Iésions de bas grade persistantes, permettrait de mieux cibler les cas les plus a risque de
progression, et ainsi mieux répartir les soins de santé et ressources de santé disponible.
Toutefois, malgré le consensus sur 1'énorme utilité du dépistage cytologique du col utérin dans
la prévention du cancer invasif du col, on en reconnait bien les limites en termes de
sensibilité, spécificité, et de valeur prédictive. Certains auteurs préconisent donc dans la
pratique courante des renvois limités en colposcopie, mais leurs détractaires mettent en avant
le risque de retarder le diagnostic et finalement traiter les Iésions a un stade plus sévere pour

certaines femmes.

Zuna et son équipe [74] ont mené une étude rétrospective a partir de 197 biopsies cervicales,
¢valuant la fiabilit¢ de la cytologie pour le diagnostic des lésions cervicales de haut grade
(HSIL), afin de limiter la colposcopie aux femmes présentant des interprétations cytologiques
de lésions malpighiennes intra-épithéliales de haut grade (HSIL). Parmi ces biopsies, ils
disposaient de 138 recueils cytologiques faits dans leur laboratoire. Pour chaque frottis, une
nouvelle analyse cytologique était réalisée, retrouvant sur les 119 recueils, 80 cas de HSIL
(62,7%) et 28 cas de frottis LSIL ou moins étaient considérés comme discordants et reclassés
comme ¢étant des frottis HSIL. Les principaux facteurs de confusion dans la catégorisation
d'origine, incluaient le manque de cohérence entre les pathologistes pour l'interprétation des
anomalies métaplasiques, et le manque de qualité des échantillons avec de nombreux artefacts
de séchage. Ainsi, onze cas (10,2%) ne présentaient pas de cellules identifiables et étaient
classées dans la catégorie HSIL pour cause d'erreur d'échantillonnage et / ou de séchage avec
d’importants artefacts, et ¢étaient donc surclassées. Cette étude démontrait bien de
substantielles variabilités d’interprétations des examens cytologiques entre les différents

observateurs aboutissant des explorations invasives injustifiées.

On peut ainsi citer certains facteurs limitant 1’interprétation cytologique des frottis :

- Les facteurs cliniques avec mauvaise préservation cellulaire, contamination cytologique li¢e
a des processus inflammatoires ou a des agents infectieux, contamination par du sang,
¢échantillon non représentatif des 1ésions, petite taille des lésions, sous-représentation des
cellules endocervicales.

- Les facteurs de laboratoire avec les variations d’interprétation inter-observateurs entre

pathologistes, les difficultés d’interprétation des atypies cellulaires des métaplasies avec
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différenciation des colorations cellulaires pales de la métaplasie des cellules HSIL, la
présence associée de cellules LSIL, un petit nombre d’anomalies cellulaires, 1’atrophie du

post-partum.

2. TEST HPV

Considérant que le papillomavirus est un agent nécessaire au développement des 1ésions
cancéreuses et précancéreuses du col utérin et qu’il n’y a pratiquement pas de Iésion
significative ou a risque sans HPV, on a donc pu proposer de rechercher I’ADN de ces virus
par un test biologique [75]. C’est un autre moyen de dépistage que certains, tels que
I’American Cancer Society (ACS) et des experts européens (Eurogin) préconisent, en

association avec le frottis chez les femmes de plus de 30 ans.

e Réalisation

La recherche d’HPV est réalisée, sur un prélevement réalisé¢ en plus du FCU conventionnel,
ou de préférence a partir du liquide résiduel d’un frottis en milieu liquide. Les techniques de
biologie sont les plus utilisées. Elles reposent essentiellement sur des techniques
d’hybridation ou d’amplification a 1’aide de sondes et/ou amorces spécifiques qui permettent
de confirmer la présence de I’ADN viral dans le matériel prélevé. En pratique courante, cette
détection moléculaire se fait selon trois méthodes [76] :

- L’hybridation en milieu liquide (Test Hybrid Capture I1I®), qui il est commercialisé, simple
d’utilisation et qui détecte un ensemble de virus a haut risque.

- L'hybridation in situ (Inform-HPV®)

- La PCR = Polymerase Chain Reaction (Amplicor HPV Test®) permet le typage viral.
Actuellement en France, ce sont les tests Test Hybrid Capture [I® de Digene™ et Amplicor
HPV Test® de Roche™ qui sont utilisés. S’appuyant sur une large étude randomisée, ces
techniques sont actuellement recommandées et remboursées par la Sécurité Sociale depuis

2004 pour les femmes ayant un frottis équivoque (ASC-US) [75].

L’hybridation en milieu liquide permet la détection de 13 types de HPV-HR retrouvés dans la
quasi-totalité des cancers et de 5 types de HPV-BR. Le principe est le suivant :

- L’ADN de ’'HPV est dénaturé et hybridé avec une sonde ARN spécifique de 5 HPV-BR et
une sonde spécifique de 13 HPV-HR.
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- L’hybride ADN-ARN est capturé par un anticorps anti-hybride fixé au fond d’un micro-puit.
- La présence de I’hybride est révélée par un anticorps anti-hybride secondaire, couplé a une
molécule de phosphatase alcaline. En présence d’ADN d’HPV, le substrat de la phosphatase

alcaline est clivé en molécule luminescente qui pourra alors tre détectée (Figure 19).

Figure 19 — Les différentes étapes du Test L’hybridation en milieu liquide pour la détection de ’ADN a HPV
[75].

L’hybridation in situ se pratique sur des cellules isolées ou des coupes tissulaires déposées sur
lame. L’emploi de sondes d’hybridation permet de détecter directement le virus sur des
coupes histologiques ou des frottis cellulaires. Les doubles hélices d’ADN sont dénaturées par
chauffage. On dépose sur la préparation un exceés d’ADN viral monocaténaire marqué, avant
de réapparier les brins d’ADN complémentaires, de rincer pour éliminer les dépdts non
spécifiques et de révéler la présence des brins d’ADN marqués par une réaction
colorimétrique. L’image observée permet d’évaluer si le génome viral est sous forme

épisomale ou sous forme intégrée.

La PCR permet d’amplifier et d’identifier des séquences d’ADN présentes dans un milieu.
C’est a I’heure actuelle, la technique de référence, méme si elle est considérée comme plus
difficile a mettre en ceuvre que les techniques d’hybridation. Les acides nucléiques du
prélévement obtenu par frottis ou biopsie sont extraits, puis la cible ADN correspondant a une

séquence connue, est amplifiée exponentiellement selon 3 étapes :
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- Dénaturation des doubles hélices d’ADN par chauffage.

- Hybridation des amorces spécifiques encadrant la région a amplifier : la grande diversité des
génotypes d’HPV a conduit au développement de systémes d’amorces a large spectre,
permettant 1’amplification de nombreux génotypes d’HPV (13 HPV-HR pour le test Amplicor
HPV®). Ces amorces doivent cibler une région trés conservée et qui n’est pas susceptible
d’étre délaitée ou modifiée en cas d’intégration du génome viral au génome de la cellule hote.
La région L1 étant la région la plus conservée du génome viral et étant suffisamment éloignée
de la région E2 (point de cassure le plus fréquent en cas d’intégration), le systéme d’amorce a
large spectre d’Amplicor HPV Test® a donc été dessiné dans cette région. Ces régions
conservées encadrent des régions spécifiques de type qui permettront par la suite la détection
du type en cause. Par ailleurs, les amorces utilisées sont marquées a la biotine, et conduiront
donc a des produits biotinylés, ce qui facilitera leur détection ultérieure.

- Extension et amplification grace a une ADN polymérase ADN dépendant. La région cible
peut étre amplifiée plusieurs milliards de fois. Le produit d’amplification est nommé
amplicon.

- La révélation des amplicons est obtenue aprés une étape de dénaturation. Un mélange de
sondes spécifiques reconnaissant les 13 HPV ciblés, immobilisées dans les puits d’une
microplaque, viennent s’hybrider avec les produits d’amplification biotinylés grace a la
complémentarité des séquences nucléotidiques. Une réaction enzymatique faisant intervenir
I’avidine-HRP et son substrat permet la révélation des amplicons biotinylés. L’intensité de la

réaction colorimétrique est évaluée par lecture de la densité optique a 450 nm.

e Interprétation du test HPV

Le Test HPV permet simplement d’affirmer ou non la présence d’ADN viral dans les cellules
qui ont été prélevées sur le col utérin. L’absence de papillomavirus sur un frottis est la
signature d’un col normal. A D’inverse, la présence de papillomavirus a risque est un
indicateur de vigilance. Il ne signifie pas pour autant la présence d’une lésion sous-jacente,

mais alerte le praticien et la patiente pour un suivi ou des examens appropriés.
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e Evaluation

L’utilisation du Test HPV en dépistage primaire associ¢ au Frottis permettrait :

- une amélioration de la sensibilit¢ du dépistage (de 60-85% a plus de 96 %).
- une amélioration de la VPN en cas de frottis normal et test d’HPV négatif (de 99,2 % a
99,9%) permettant ainsi un espacement des frottis.

Ces données étaient confirmées par les résultats d’une étude réalisée en Suede portant sur
12527 femmes agées de 32 a 38 ans, comparant une population bénéficiant uniquement du
FCU versus une population bénéficiant d’'un FCU et d’un test HPV, a mise en évidence une
meilleure sensibilité¢ du test HPV par rapport au frottis qui n’était pas seulement due a un sur-
diagnostic d’infections a HPV mais également ou au moins en partie liée a la détection
précoce de lésions qui n’auraient pas régressé [77]. Par contre, I’essai ARTISTIC, réalisé en
Angleterre qui portait sur 24 510 femmes, n’a pas mis en évidence plus de CIN 2 ou 3
détectées par ’association test HPV et frottis plutot que par frottis seul [78]. Devant une
valeur prédictive négative élevée de 1’association test HPV-FCU proche de 100%, certains
auteurs ont suggéré son utilisation systématique, afin de permettre d’élargir 1’intervalle entre

les tests, avec une sensibilité plus élevée par rapport au dépistage conventionnel [73].

D’autres auteurs ont proposés I’utilisation seule du test HPV dans le dépistage du caner du col
de I'utérus. Ainsi les études réalisées en situation de dépistage primaire montraient lors de la
comparaison du test HPV au FCU [79-80] :

- une sensibilité du test HPV variant de 88 a 98% pour la détection des ASC-US et de 96
a100% pour les HSIL

- une sensibilité du frottis variant respectivement de 42 a 78% pour la détection des ASCUS et
de 60 a 86% pour les HSIL

- une spécificité¢ du test HPV variant de 72 4 96% pour la détection des ASC-US et de 16 a
87% pour les HSIL

- une spécificité du frottis variant de 82 a 98% pour la détection des ASC-US et de 82 a 99%
pour les HSIL

- une valeur prédictive négative du test HPV proche de 100%.

Au total, le test HPV semblait de sensibilité supérieure a celle du frottis mais de spécificité

inférieure.
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e Recommandations

v Aux Etats-Unis

Seule la FDA a approuvé I'utilisation du test HPV en association au FCU dans le dépistage
primaire du cancer du col, il est réservé aux femmes de plus de 30 ans et ne doit pas étre
répété a un intervalle inférieur a 3 ans en cas de résultats négatifs de la cytologie et du test
HPV.

Une étude américaine critique face a cette recommandation de la FDA était parue en mars
2009, portant sur I’évaluation du test HPV en association avec le frottis dans le dépistage du
cancer du col, de janvier 2003 a avril 2008, a analysé 797927 co-tests réalisés dans une large
population de femmes dépistées de plus de 30 ans [81]. 6,27% de I’ensemble des co-tests
dépistaient une infection a HPV cancérogene et 3,99% des co-tests qui avaient une cytologie
normale retrouvaient une infection a HPV cancérogeéne. En parallele, 5,18% des co-tests
trouvaient un ASC-US ou un HSIL sur le frottis et 2,87% de ces co-tests ne retrouvaient pas
d’infection a HPV cancérogene. La détection d’infections a HPV cancérogenes était plus

faible dans cette étude qu’au cours d’autres études portant sur de plus petits effectifs.

v En France
L’utilisation du test HPV associé au frottis en premiere intention fait débat. Certains experts
préconisent une optimisation du dépistage actuel et une évaluation du test HPV dans un
modele médico-économique adapté au contexte frangais. Ils estiment que 1’introduction de ce
test pour le dépistage primaire est prématurée ou non justifiée car de nombreuses inconnues
persistent :
- la baisse de I’incidence du cancer du col n’est pas prouvée
- des études d’intervention sont nécessaires, pour définir les modalités de prise en charge des
femmes (en particulier en cas de cytologie normale et de test HPV positif), I’impact sur les
pratiques et I’impact psychologique sur les femmes dépistées.
D’autres experts soutiennent la réalisation du test HPV associé au frottis en premicre intention
[80]. IIs considerent que le test HPV ne devrait étre proposé qu’aux femmes de plus de 30 ans,
¢tant donné la fréquence de I’infection avant cet age et son caractére le plus souvent

transitoire.

En 2002, ’ANAES ne recommandait pas la recherche d’HPV en premicre intention dans les

Iésions de bas grade, en raison du taux élevé de positivité dans ces types de Iésions. Par
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contre, elle recommandait la recherche d’HPV potentiellement oncogénes dans le triage des
ASC-US avec remboursement par 1’assurance-maladie, afin d’éviter aux femmes non
infectées par HPV oncogéne une colposcopie inutile.

Actuellement, de nombreux gynécologues proposent la recherche d’HPV en premicre
intention dans le suivi post-thérapeutique des CIN 2-3 conformément aux recommandations
du College National des Gynécologues Francais (sans remboursement par 1’assurance
maladie). La vaccination relance ce débat, en diminuant la prévalence des anomalies

cytologiques sur les FCU [80].

Ainsi l'introduction des tests de détection des ADN de I’Human Papilloma Virus (HPV) dans
la pratique clinique a fait naitre 1'espoir d’améliorer encore plus l'efficacité du triage primaire
du cancer du col et de la surveillance post-traitement. Les essais cliniques randomisés publiés
récemment ont démontré que le test HPV pouvait étre efficacement intégré dans les
dépistages primaires, soit comme un complément a la cytologie ou en tant que principal et
unique test. Il a également été démontré que la détection de I'ADN & HPV pouvait étre utilisé
pour le triage des femmes avec anomalies équivoques en cytologique avec un rdle potentiel
dans 1'identification des femmes a risque de maladie résiduelle ou récidivante apres traitement
pour CIN. Toutefois, elle échouait dans le triage des 1ésions de bas grade et méme si elle était
appliquée comme un test de dépistage primaire, il serait nécessaire d'avoir un marqueur de
triage de la maladie plus spécifique, pour identifier les femmes qui ont besoin de subir une

colposcopie.

En outre, un seul test HPV positif, bien qu'il puisse confirmer l'infection par le virus (il est
présent dans 99% de tous les cancers du col de 1'utérus), il ne fait aucune discrimination entre
les infections transitoires et les infections chroniques. La discrimination entre les deux types
d’infection est cruciale car c’est la persistance de l'infection qui prédispose a la progression de
la néoplasie cervicale, et non pas l’infection transitoire. C’est 1’évaluation du bénéfice
médical et économique qui a conduit & la mise en place de recommandations pour une

utilisation pertinente des techniques de dépistage disponibles.
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3. COLPOSCOPIE

Introduite par Hinselmann en 1925, la colposcopie est I’examen du col utérin au fort
grossissement a 1’aide d’un microscope binoculaire sans préparation (leucoplasie,
vascularisation), puis apres badigeonnage a I’acide acétique a 3 % (acidophilie), puis au lugol

fort (iodonégativité).

Une colposcopie est un examen de deuxiéme intention, réalisé devant la présence ou la
persistance de frottis cervico-utérins pathologiques. Elle permet 1’évaluation de la jonction
squamo-cylindrique. Elle a pour objectif de reconnaitre les aspects normaux de la zone de
transformation, les modifications non significatives (polypes, inflammation...), les lésions
significatives (Iésions a HPV et néoplasies intra-€pithéliales cervicales) et enfin les
modifications hautement significatives évoquant un cancer invasif débutant ou franc.

Son degré de sévérité est apprécié grace aux critéres colposcopiques apparus sous acide
acétique et lugol. Les 1ésions sont classées en transformation atypique de grade 1 (TAG 1) et
de grade 2 (TAG2) selon la classification de la société frangaise de colposcopie et de
pathologie cervico-vaginale. Elle guide ainsi les prélévements biopsiques et aide a poser les
indications thérapeutiques. La colposcopie n’est pas recommandée comme outil de dépistage
mais permet d’apprécier la gravité des lésions et de diriger la biopsie pour aboutir au

diagnostic histologique [70].

La sensibilité de la colposcopie au diagnostic des dysplasies cervicales était réputée comme
¢tant tres €levée, mais depuis une dizaine d’années, les différentes études réalisées retrouvent
pour la colposcopie une sensibilité de détection des dysplasies de haut grade de 1’ordre de
60%. Pour ce qui est de la spécificité, celle ci est médiocre, inférieure a 50 %. Donc, sa
capacité a prédire avec exactitude une lésion est de 1’ordre d’une chance sur deux, limitant
pour certains auteurs son indication a celle d’un examen topographique pour diriger la biopsie

(tableau 7).
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Etudes Effectifs  Sensibilité Spécificité

Michell, 1998 [82] 96% N vs aN 48% N vs aN

Meéta analyse (corrélation impression 85% N+BG vs 69% N+BG vs

colposcopique / résultat biopsie) HG+K HG+K

Olaniyan 2002 [83] 87 2499% N vs aN 26 a 87% N vs aN

Meéta analyse (corrélation impression 30 2 90% N+BG vs 67 2 97% N+BG vs

colposcopique / résultat biopsie) HG HG

Thon, 2002 [84] 80 96% pour HG 19% pour HG

Essai prospectif (comparaison

impression colposcopique / résultat

biopsie)

Massad et Collins, 2003 [85] 2112 89% N vs aN 52% N vs aN

Essai prospectif (corrélation impression 56% pour HG

colposcopique / résultats biopsie)

Sideri, 2004 [86] 100 54% pour HG 88% pour HG

(corrélation impression colposcopique

sur cervigramme / résultat histologique)

ALTS group, 2003 [87,88] 3588 54% pour CIN3

Essais prospectifs randomisés ASCUS

(surveillance FCU et colposcopie sur2 1572 56% pour CIN3

ans) LSIL

Ferris et ALTS group, 2004 [89] 2085 62% a 91,7% pour

Essais prospectifs randomisés BG+HG

(Corrélation impression colposcopique 23% a 34,7% pour

entre colposcopistes et experts / HG

résultats histologiques)

Cantor, 2008 [90] 1850 71 4 98% pour HG, en 45 a 81% pour HG,

Essai prospectif (corrélation impression diagnostic en diagnostic

colposcopique / résultat biopsie) 19 2 28% pour HG, en 87 a 96% pour HG,
dépistage en dépistage

Tableau 7 — Sensibilité et Spécificité de la colposcopie dans la littérature (N=normal, aN=anormal, BG=lésion

de bas grade, HG=lésion de haut grade, K=cancer)[82-83-84-85-86-87-88-89-90].
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Pour ce qui est de la variabilité intra et inter-observateurs, on retrouve d’importants écarts.
L’intensité de cette concordance est mesurée par le test de kappa, qui est d’autant plus élevé
que proche de 1.

Le tableau 8 rapporte quelques €tudes qui illustrent cette importante variabilité intra et inter-

observateurs dans le diagnostic colposcopique [86-89-91-92-94-95].

Auteur Critere étudié kappa intra- kappa inter-
observateur observateurs
Sellors, 1990 [91] Zone de jonction vue 0,7 -0,9 0,37-079

(50 cas sur diapos, 3

Surface de la zone de

0,35 —-0,38 (faible)

0,34 — 0,36 (fable)

colposcopistes transformation
confirmés) Contours de la ZTA 0,26 — 0,58 0,13-0 ,41
Hopman, 1995 [92] Impression 0,54 (moyenne) 0,41 (moyenne) puis
(12 cas sur diapos) colposcopique 0,33 (faible)

Site de la biopsie 0,85 0,77
Etherington, 1997 [93]  Impression 0,17 si FCU inconnu
(20 diapos) colposcopique 0,21 si FCU connu

Sideri, 2004 [86]

(100 cervigrammes)

Surface de la zone de
transformation
Zone de jonction vue

Autres variables

0,9 (excellente)

0,5 (acceptable)
0,3 (faible)

Ferris et ALTS group,

Impression

0,2371(faible)

2004 [89] colposcopique entre
colposcopistes et

experts

Tableau 8 — Variabilité intra et inter-observateurs du diagnostic colposcopique dans la littérature [86-89-91-

92-93].

Certains auteurs [96] se sont eux intéressés a la valeur diagnostique de 1I’impression visuelle
seule apres coloration a I’acide acétique et sa validité en matiere de dépistage du cancer du col
en comparaison aux résultats de la colposcopie classique. Parmi 350 de leur patientes
dépistées par FCU, des évaluations par coloration a I’acide acétique seule et par examen
colposcopiques classiques ont ¢té utilisés chez 50 de ces femmes. Les résultats des tests

cytologiques ont été comparés aux résultats colposcopiques. La comparaison des résultats de
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I’impression colposcopique apres a acide acétique seul ont été comparés a ceux de la
cytologie retrouvait une sensibilit¢ de 82,14%, une spécificit¢ de 50,00%, une valeur
prédictive positive (VPP) a 67,64%, et une valeur prédictive négative (VPN) de 68,75%.
Lorsque les résultats du test de coloration a 1’acide acétique seul ont été comparés a ceux de la
colposcopie classique, il y avait une sensibilité¢ de 85,29%, une spécificité¢ de 68,75%, une
valeur prédictive positive de 85,29%, et une valeur prédictive négative de 68,75%.

Dans une optique de dépistage du cancer du col, la sensibilité du test de coloration a I’acide
acétique était €levée, alors que la spécificité correspondante était seulement & un niveau
acceptable avec des VPP et VPN ¢élevées. Ainsi I’inspection visuelle du col utérin avec 'acide
acétique serait une méthode de dépistage intéressante pour la phase initiale du cancer du col et
semblerait étre une méthode efficace et rentable pour détecter les dysplasies de haut niveau

dans des pays sous développés, aux moyens modestes.

D’autres auteurs [97] se sont eux penchés sur 1’évaluation des différences colposcopiques
entre les lésions cervicales avec recherches d’HPV-HR positifs et celles avec recherches
d’HPV-HR négatifs, car comme nous le savons I’infection a un HPV de haut risque est le
facteur nécessaire dans le développement des 1ésions cervicales de haut grade du col utérin. Il
s’agissait d’une étude rétrospective cas-témoins menée au Pays-Bas portant sur un effectif de
507 patientes. Les auteurs ont con¢u un systétme de notation basé sur des critéres
colposcopiques pouvant étre pertinents pour distinguer les infections cervicales aux HPV-HR.
Le test HPV a été effectué¢ dans le mois qui suivait 1'examen colposcopique. Ainsi la visibilité
de la zone de transformation, la présence de ponctuations ou orifices glandulaires larges et
irrégulicres, et d’une Iésion de grande taille (> 25% de la surface visible du col de I'utérus)
¢taient plus souvent associées a un statut HPV-HR positif (p=0.001, [OR]=2,29; p=0.036,
[OR]=2,37, et p=0.044, [OR]=1,78 ; respectivement). Ainsi ces trois ¢léments colposcopiques

¢taient les principales caractéristiques associées au statut positif aux HPV-HR.
L’examen colposcopique reste une étape essentielle dans la prise en charge des patientes

porteuses de dysplasies cervicales, elle joue un role localisateur des anomalies les plus séveres

afin de diriger les biopsies cervicales sur les 1ésions de plus haut grade.
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4. BIOPSIE CERVICALE ET EXAMEN HISTOLOGIQUE

Finalement, la biopsie cervicale représente 1’étape ultime du diagnostic. En France, elle est
faite le plus souvent sous le controle d'un examen colposcopique et aprés un frottis anormal.
La biopsie est faite sur la partie la plus suspecte de la Iésion et qui se trouve la plus proche de
la jonction pavimento-cylindrique. La biopsie doit ramener a la fois un épithélium de surface
et un stroma sous-jacent pour permettre de porter le diagnostic d’une 1€sion purement intra
épithéliale ou d’une Iésion envahissant le stroma. Elle doit comporter un matériel
interprétable, c’est-a-dire ne pas présenter de signes de thermocoagulation, et étre fixée
rapidement pour permettre une inclusion et une coloration de bonne qualité. L’examen
histologique du prélévement permet de poser un diagnostic de certitude quant au type de

1ésion, par étude microscopique de I’architecture cellulaire [70].

Dans une grande étude randomisée multicentrique réalisée aux Etats-Unis (ASCUS-LSIL
Triage Study=ALTS) [87-94], I’interprétation d’échantillons d’histologies cervico-utérines
par plusieurs pathologistes bien entrainés a ét¢ évaluée sur une période d’étude de 2 ans et sur
4948 frottis ASCUS ou LSIL, aboutissant a la réalisation de 2237 biopsies colposcopiques et
535 conisations. Ces piéces histologiques ont été analysées dans un premier temps dans 7
centres d’anatomopathologie locaux et ont subi un contrdle par un des 4 groupes de
pathologistes de référence. Les patientes étaient prises en charge selon I’interprétation de
I’équipe locale, 1’analyse du groupe contréle n’était révélée qu’en cas de CIN3 et cancer
invasif initialement sous évalué.

Sans surprise, la plus grande discordance était retrouvée dans le groupe ASCUS avec un taux
de 47,1% seulement de confirmation dans le groupe controle. Une autre source de discordance
concernait les HSILs, avec seulement 47,1% de concordance. Les meilleures concordances
¢taient retrouvées dans les diagnostics extrémes (négatif ou > CIN2) avec des taux respectifs
de 90 ,8% et 76,9%, alors que seules 43,8% des CIN1 ¢étaient confirmées a 1’examen de
contrdle.

Les résultats d’interprétations des dysplasies cervicales ainsi comparés retrouvaient une
reproductibilité des interprétations histopathotologiques médiocre. Pour les différents types de
dysplasies, D’interprétation était significativement aggravée dans les centres locaux, en
comparaison a l’interprétation contréle (kappa= 0,46 ; CI a0,44-0,55 pour les biopsies a
I’emporte picce et kappa= 0,49 ; CI a 0,43-0,49 pour les pieces de conisations ; p=0,001). Le

taux de concordance était le plus faible pour les dysplasies de bas grade (tableau 10).
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Type de comparaison Type d’échantillon Coefficient kappa P

Négatif vs ASC-US Biopsies sous colposcopie  0.47 (0.44-0.50) 0.001
Conisation 0.46 (0.36-0.55) 0.001
<ASC-US vs > LSIL Biopsies sous colposcopie  0.55 (0.52-0.58) 0.001
Conisation 0.52 (0.44-0.60) 0.001
<LSIL vs > HSIL Biopsies sous colposcopie  0.68 (0.64-0.71) 0.081
Conisation 0.69 (0.63-0.75) 0.001

Tableau 9 — Evaluation de la concordance d’interprétation anatomopathologique en fonction du diagnostic

cytologique [88].

Lors d’une autre étude Américaine, la concordance entre observateurs, de six
histopathologistes évaluant 125 pieces de biopsies colposcopiques, selon le systéme de I’OMS
et le systeme de Bethesda modifi¢, s’était avérée mauvaise avec les deux systemes de notation
[95]. De méme, une étude britannique a fait apparaitre une mauvaise concordance entre huit
histopathologistes experts pour I’examen de 100 pieéces de biopsies colposcopiques (valeur

non pondérée de kappa=0,358) [98].

5. CONCORDANCE CYTO-COLPO-HISTOLOGIQUE

Le diagnostic de dysplasie cervicale a autant de chance d’étre exact qu’il y a une importante
concordance cyto-colpo-histologique. Mais en pratique, le diagnostic des néoplasies intra
¢pithéliales n’est guere aisé et sa reproductibilité est peu €levée, surtout pour ce qui est des

CIN2.

a. Concordance cyto-colposcopique

A titre systématique, en dehors d’un frottis d’alerte, la colposcopie voit trop d’anomalies (le
col parfait est rare) ce qui conduit a un surcroit de biopsies et d’inquiétude pour la patiente.

Le probléme se situe dans 1’association cytologie anormale — colposcopie normale. Plusieurs
explications sont possibles :

- Quand il n’y a pas de CIN, c’est soit un faux positif de la cytologie, soit une disparition de la

CIN.
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- Quand il y a réellement une CIN, c’est soit un faux négatif de la colposcopie (Iésion trop
petite, endocervicale non vue), soit un faux négatif de 1’histologie (plus rare).

Cette situation n’est pas rare, estimée dans la littérature entre 9 et 30%. L’attitude adoptée est
variable : conisation pour certains, micro-colpo-hystéroscopie et / ou curetage pour d’autres,
ou enfin une simple surveillance. Cette derniére attitude est pour le moins nécessaire, puisque
selon des études déja anciennes notamment la série de Hellberg [99], a 10 ans 22% de ces cas

présentaient une CIN.

Benedet [100], dans un programme de qualité en Colombie-Britannique en 2004, a estimé sur
les données de 84244 patientes, que la concordance entre impression colposcopique et
cytologique a un degré pres était de 90% (la colposcopie a trouvé que la cytologie sous
estimait le diagnostic dans 1,5% des cas et le surestimait dans 8,3% des cas). La concordance
entre le résultat histologique des biopsies dirigées sous colposcopie et la cytologie a un degré
pres était de 82% (la cytologie avait sous-estimé le résultat histologique dans 2,3% des cas et
surestimé dans 16,1% des cas). Les performances de la colposcopie étaient d’autant
meilleures que le degré de dysplasie évoqué au FCU était sévere. La combinaison frottis-

colposcopie optimisait les résultats diagnostiques.

Dans une étude récente, Adamopoulou et son équipe [101] ont évalué¢ simultanément
l'efficacit¢ des quatre méthodes d'explorations des anomalies cervicales (cytologie,
colposcopie, typage moléculaire d’HPV et la détection de biomarqueurs dans les biopsies du
col utérin) afin de définir la combinaison la plus efficace. L’étude comprenait 62 femmes avec
frottis anormaux et des lésions cervicales allant de la cervicite et condylomes a des lésions de
néoplasies intra-épithéliales et cancers invasifs. Toutes les femmes ont subi une évaluation
compléte par colposcopie-biopsie, identification immunohistochimique des biomarqueurs
(pl6, p53, Bcl-2), ainsi que la détection moléculaire des génomes a HPV. La cytologie et la
colposcopie ont montré une trés grande sensibilit¢ dans la détection des CIN et cancers
(91,7% et 94,4%, respectivement), mais une faible spécificité (34,6% et 50%,
respectivement). La détection des trois biomarqueurs atteignait une sensibilité
impressionnante (83,3%) et une spécificité modérée (65,4%). La détection du HPV atteignait
77,8% de sensibilité, et la plus grande spécificité de 80,8% dans la détection des CIN et des
cancers. La détection d’ADN a HPV avait la plus grande valeur prédictive positive (84,9%;
95 1IC [67,4% - 94,3%]) et la cytologie la plus basse (66,0%; 95 IC [51,2% - 78,4%]). Le

couplage du typage HPV et la colposcopie s'était avéré étre la combinaison la plus efficace,
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augmentant la sensibilité a 97,2% avec une valeur prédictive négative de 92,3%. Le risque de
néoplasie cervicale intra-épithéliale de haut grade ou de cancer chez les femmes avec un
typage HPV a haut risque était augmenté d'environ 15 fois, et de 23 fois en cas de
combinaison a des biomarqueurs positifs, et surtout de 35 fois en cas de néoplasie cervicale

colposcopiquement détectée.

b. Concordance colpo-histologique

La concordance colpo-histologique est notée dans 57 a 84% des patientes. Pour Massad et
Collins [85], la concordance entre impression colposcopique et résultat histologique a la
biopsie était exacte dans seulement 37% des cas et a un degré pres, dans 75% des cas.

L’impression colposcopique surestimait 1’histologie de la biopsie dans 26 a 31% et la sous-
estimait dans 5 a 16%. Pour Ferris et ALTS group [89], la colposcopie sous-estimait le
diagnostic histologique dans 16,1% a 25,3% des cas et le surestimait dans 19,8% a 44,7% des
cas pour des colposcopistes ou des experts respectivement. L’impression colposcopique était
en accord avec le résultat de la biopsie dans seulement 36,6% des cas pour les colposcopistes,
et dans 54,8% des cas pour les experts. Les taux de faux négatifs de la colposcopie étaient de

1 2 10%, et les taux de faux positifs de la colposcopie étaient de 10 a 21% (tableau 9).

Auteur Effectif Diagnostic exact A un degré pres

Boulanger 1999 50 60,3% pour les experts | 79,1% pour les

[102] 38% pour les experts
praticiens 71,1% pour les
30,8% pour les praticiens
novistes 55,9% pour les

novistes

Massad et Collins, 2112 37% 75%

2003 [85]

Ferris et ALTS 2085 36,6% pour les

group, 2004 [89] colposcopistes
54,8% pour les experts

Tableau 10 — Concordance impression colposcopique / résultat histologique dans la littérature [85-89-102].
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Higgins [103] retrouvait compte a lui un coefficient de concordance kappa a 0,09 lors de la
comparaison entre impression colposcopique et résultat histologique. Ainsi, en cas de
diagnostic colposcopique de col normal ou de bas grade, il y avait tout de méme 20% de haut

grade en histologie.

La taille de la Iésion visualisée a la colposcopie semblait étre également un facteur important
a prendre en compte par le clinicien pour juger de la pertinence du diagnostic histologique
obtenu sur la biopsie dirigée, surtout dans les stades intermédiaires de néoplasies intra-
épithéliales. En effet, Pretorius [104] a montré que la sensibilit¢ de la biopsie dirigée par
colposcopie pour le diagnostic de CIN2 est significativement plus élevée si la Iésion occupait
plus de 2 quadrants du col (Sensibilité = 81.3%) que si elle intéressait 2 quadrants ou moins
(Sensibilité = 49 %). La taille de la 1ésion semblait également étre un facteur pronostique de
gravité d’une 1ésion du col. Pretorius et son équipe notaient que chez 375 femmes porteuses
d’une 1ésion de CIN2, seulement 5.8 % des 1ésions de CIN2 intéressaient plus de 2 quadrants,

alors que prés de 30% des CIN3 occupaient plus de 2 quadrants (p<0.0001).

L’expérience et la formation des médecins réalisant la colposcopie paraissait également étre
primordiale. Mendoza au Mexique [105], a évalué au sein de son équipe peu entrainée a la
colposcopie, la concordance entre la sévérité des anomalies colposcopiques et histologiques
chez 3142 patientes ayant eu une conisation. 349 conisations étaient réalisées chez des
patientes de moins de 25 ans (11,11%), et 10 de moins de 17 ans, sans indication justifiée.
L’évaluation colposcopique avait trouvé 2598 (82,68%) cas d’anomalies (LSIL, HSIL, cancer
¢pidermoide ou adénocarcinome). Parmi ces cas, seuls 1163 avaient une vérification
histopathologique. Ainsi la corrélation colpo-histologique était de 44,77%. Il a donc retrouvé
dans son étude, une sensibilité de 71,79%, une spécificité¢ de 5,72% (tres faible), une valeur
prédictive positive de 44,75% (faible) et une valeur prédictive négative de 15,99% (tres
faible).

Une étude récente, réalisée par Boonlikit en Thailande [106] a analyser la corrélation de
l'indice diagnostic de la colposcopie par rapport aux résultats histologiques de la biopsie
dirigée par colposcopie ainsi que sa précision dans la différenciation entre des Iésions intra-
¢épithéliales squameuses de haut grade (HSIL) et des 1ésions de bas grade (LSIL). Il s’agissait
d’une étude rétrospective portant sur des femmes qui présentaient des examens cytologiques

anormaux et qui ont donc subi une colposcopie sur une période de 3 ans. Les auteurs ont ainsi
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¢valué I’aptitude au diagnostic des 1ésions de haut grade des quatre critéres colposcopiques
reconnus, a savoir 1’aspect de la zone de transition, I’aspect du col sans préparation, la
présence d’anomalies vasculaires et 1’étendue les zones iodonégatives aprés coloration au
Lugol. Ils ont ainsi retrouvé des taux de diagnostics respectifs de 73,0%, 79,0%, 75,0% et
69,2%. La combinaison de ces variables permettait de retrouver une précision diagnostique
globale de 89,0%. L’aspect sans préparation du col et les anomalies vasculaires avaient
montré un bon pouvoir diagnostic des anomalies histologiques (Kendall Tau C = 0,68 et 0,63,

p <0,05).

La colposcopie n’est donc pas un outil de diagnostic parfait et reproductible. La concordance
pour un méme observateur était variable selon les études, ainsi que les critéres étudiés. La
variabilité inter-observateurs était trés importante. La concordance avec I’histologie était
parfois trés médiocre. La colposcopie était meilleure pour différencier les dysplasies de bas
grade et de haut grade, que pour différencier un col normal d’une dysplasie de bas grade. La
concordance cyto-colpo-histologique et le rapport de vraisemblance étaient d’autant meilleur
que la dysplasie était sévere. Les ¢tudes évaluant les performances de la colposcopie
démontraient que la colposcopie était un outil opérateur dépendant. Néanmoins, la
colposcopie restait actuellement indispensable pour la prise en charge d’un frottis anormal,
afin de guider des prélévements histologiques sur les zones malades du col. Mais celles-ci

soulignaient ¢galement la nécessité de rechercher des outils diagnostics plus fiables.

c. Concordance histologique entre biopsie et piéce d’exérese cervicale

11 était aussi logique de s’intéresser a la concordance des résultats histologiques a la biopsie et
sur piece d’exérése qui €tait une manicre d’évaluer le réle topographique de la colposcopie.

Seule I’histologie de la picce opératoire permettait de juger de la parfaite fiabilit¢ de
I’évaluation colposcopique : le col était parfois le siege de lésions de grades différents et
c’¢était la correspondance entre le résultat de la biopsie dirigée et I’histologie en coupes sériées
de la piéce opératoire, qui permettait d’affirmer que le colposcopiste avait bien fait la biopsie

sur la 1ésion la plus grave.

Dans une revue de la littérature portant sur un effectif de 2472 patientes, menée par Baldauf et
Ritter [107], la concordance histologique globale était de 73%. Les résultats des biopsies

dirigées sous colposcopie avaient en fait, une exactitude trés variable et on retrouvait dans la
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littérature, des taux extrémes d’erreurs variant de 0,3% a 54%. Tout dépendait de la facon de
compter. Certains comptabilisaient toutes les erreurs, c'est-a-dire toutes les discordances que
ce soit en sous-évaluation ou en surévaluation (41,7% a 54%). D’autres ne comptabilisaient
que les erreurs a un degré pres, d’autres enfin, ne tenaient compte que des erreurs a un degré
pres en sous-évaluation. Ils retrouvaient ainsi, un résultat moyen de diagnostics exacts de 47%
en cas de bas grade, de 88% en cas de haut grade, de 21% pour les métaplasies et de 96%
pour les cancers. Les surévaluations (0,5 a 30%) étaient le fait de 1ésions de petite taille, que
la biopsie avait peut-étre enlevée en totalité, ou qui avaient régress¢ spontanément dans un
processus de cicatrisation et de réparation tissulaire consécutif au traumatisme de la biopsie.
Les principales causes de sous-évaluation des résultats biopsiques (5 a 30%) étaient la
situation endocervicale des lésions lors de colposcopies non concluantes et ’erreur du

colposcopiste qui ne faisait pas porter la biopsie sur la 1ésion la plus sévere.

Récemment, Zlatkov [108] a évalué la précision diagnostique des biopsies dirigées chez des
patientes présentant des anomalies cytologiques. Il a analysé chez 60 patientes dgées de 20 a
69 ans (moyenne 37,4), la concordance histologique entre biopsies cervicales et pieces de
conisations. Chez 47 (78,3%) d'entre elles, il y avait une coincidence a un degré prés des
résultats histologiques. Pour les 13 autres cas, 4 représentaient des faux positifs (6,7%), et 9
représentaient des faux négatifs (15,0 %). La sensibilité était donc de 83% et la valeur
prédictive positive de 91,7%, ce qui les placaient dans de bonnes performances du test
diagnostique, mais qui ¢taient déterminées par la bonne corrélation entre examens

cytologiques, colposcopiques et histologiques.

Siegler et son équipe [109] ont également évalué¢ cette concordance histologique entre
biopsies cervicales et pieces de conisations dans le cadre d’une étude prospective menée en
Israél entre 2001 a 2007 et qui incluait 16 spécialistes en colposcopie sollicités par
questionnaires annuels d’évaluation de leurs biopsies cervicales. Sur les 2681 biopsies
rapportées, des néoplasies intra-épithéliales cervicales de type 2 et 3 (CIN 2/ 3) et de type 1
(CIN 1), étaient retrouvées respectivement dans 63,2 et 20,5% des pieces de conisations. Des
1ésions de CIN 2 / 3 ont été détectées dans 111 cas (soit 20,4%) des conisations avec CIN 1 a
la biopsie. Ainsi, chez un cinquiéme des femmes pour qui une CIN1 était l'indication de
conisation, on diagnostiquait finalement une CIN2/3. La concordance globale entre les
résultats histologiques aux biopsies cervicales et sur pieces de conisations était de 80,15% et

la valeur du coefficient de concordance kappa était de 0.536 (accord modéré).
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Une autre étude prospective menée par Zuchna et son équipe [110] a évalué la validité des
biopsies cervicales dirigées sous colposcopie comme test diagnostic pour définir le degré de
sévérité des néoplasies intra-épithéliales cervicales. Il s’agissait d’un essai prospectif
multicentrique, ou les patientes avaient eu une conisation cervicale précédée d‘évaluation
colposcopique avec jusqu'a 3 biopsies guidées du col en une seule procédure. Les biopsies du
col étaient considérées comme un test de diagnostic pour détecter les 1ésions de haut grade
(CIN 2,3) I’examen de référence était le résultat histologique sur pi¢ce de conisation. Au total,
488 biopsies ont ¢té réalisées dans 244 cas, avec 2 biopsies dans 192 cas. Les biopsies
cervicales sous-estimaient la gravité des 1ésions dans 46,7% des cas. La sensibilité, spécificité
et valeurs prédictives positives et négatives ont été respectivement de 66,2%, 95,0%, 98,5%,
et 35,5%. Ces données suggéraient donc que les 1ésions de haut grade (CIN 2,3) soupconnés
histologiquement sur biopsies cervicales étaient confirmées dans une majorité de cas a
I’examen histologique sur piéces de conisations, mais dans le cas inverse elles ne pouvaient

étre exclues.

Ainsi 1’évaluation histologique des biopsies du col utérin est souvent considérée comme le
Gold-Standard. Mais, il est aujourd’hui démontré qu’elle pouvait €tre considérablement
entravée par la variabilité intra et inter observateurs. L’application de nouveaux marqueurs
[111] sur ces échantillons histologiques pourrait améliorer l'identification de Iésions
cervicales de haut grade, qui exigerait un traitement, surtout chez des femmes avec des

résultats ambigus.

Actuellement I’objectif de la recherche est centré sur le développement de biomarqueurs
permettant de distinguer les transformations liées a des infections au HPV et de prédire la
gravité de la maladie. La protéine cellulaire suppresseur de tumeur pl6INK4a a été identifiée

comme un biomarqueur de transformation des infections a HPV [112-113-114].

1. PHYSIOPATHOLOGIE

Dans de nombreuses entités tumorales, le géne de la protéine pl6INK4a suppresseur de

tumeur s’est avéré éEtre fonctionnellement inactif par mutation génétique, ou par
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hyperméthylation de son promoteur. Il est donc apparu que I’inactivation de ce gene
contribuait a la dérégulation du cycle cellulaire et a la perte du contrdle de la prolifération

cellulaire.

Il a été démontré, dans les cellules épithéliales cervicales capables de se diviser, une forte
augmentation de 1’expression de la protéine pl6INK4a lorsque les oncoprotéines du
papillomavirus a haut risque (HPV-HR) avaient initi¢é le processus de transformation
cellulaire [1115-116]. Cette forte surexpression de pl6INK4a s’avérait étroitement associée
au niveau d’activité moléculaire des oncoprotéines E7 des HPV-HR. Il a ainsi ét¢ démontré
que la surexpression de pl16INK4a reflétait ’inactivation médiée par les oncoprotéines E7 du
complexe fonctionnel, entre la protéine du rétinoblastome (pRb) et le facteur de transcription
E2F, qui constitue ’'un des événements essentiels au cours de la transformation cellulaire

induite par le HPV-HR [117-118-119].

Les cellules basales normales de 1'épithélium épidermoide du col utérin sont les cellules
souches qui forment une population avec un lent auto-renouvellement [120]. Ces cellules
subissent une division cellulaire asymétrique, la production d'une cellule souche pour I'auto-
remplacement et une transition des cellules d'amplification qui se déplacent dans la couche
des cellules parabasales. Les cellules souches ont un temps de génération du cycle cellulaire
de 30 jours et un indice MIB-1 de 0-7%. En revanche, le temps de génération de cellules
parabasales est de 3 jours, et l'indice de marquage MIB-1 atteint jusqu’a 30% [121]. Les deux
types de cellules peuvent exprimer différents biomarqueurs (Figure 20) [122]. Toutes les
cellules filles, qui migrent vers la surface, sont soumises a la différenciation et 1’expression de

la cytokératine 13 et I’involucrine avant d'étre exfoliées.

Le cycle de vie des HPV est li¢ a la biologie des cellules de 1’hote formant la zone de
transformation du col utérin. En situation clinique, le HPV peut persister, dérégler ou
endommager les cellules avec progression vers un phénotype dysplasique ou malin [123-124].
Comme nous 1’avons développé précédemment (Cf paragraphe B.1: L'INFECTION A
PAPILLOMAVIRUS HUMAIN (HPV)), normalement les particules virales pénétrent dans la
cellule par 1'une des molécules d'adhésion de la matrice cellulaire, telles que 1'alpha-6 beta-4
intégrine pour le HPV-16. L'ADN viral peut, soit rester épisomique et contribuer a la phase
végétative ou de production virale, ou aprés une rupture virale au niveau des régions E1/E2

étre accidentellement intégré dans I'ADN de la cellule hote. La réplication virale est associée
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a I'expression de genes viraux de la capside L1 et L2 [125]. Cette étape englobe la traduction
de I'ARNm d’HPV viral en protéines, par réplication, encapsidation, maturation et la
libération de particules de la charge virale a travers la lyse de la cellule hote dans le but de ré-
initier le cycle d'infection. La majorité des infections aigués des voies productives guérissent
spontanément en quelques mois, avec une durée plus longue pour les HPV-HR que les HPV-
BR. Dans les cas ou I’infection a HPV reste, le génome de I’'HPV s’attache a la chromatine de
I’héte, via la protéine F2. Ce mode de captation pour la réplication nécessite seulement un
faible niveau d'expression et conserve I'ADN du HPV, et ainsi ¢lude la détection par le
systtme immunitaire. La transcription des deux oncoprotéines virales, E6 et E7, s'ensuit.
Contrairement aux lésions de bas grade, dans les 1ésions de haut grade, E6 et E7 sont régulées
a la hausse et sont vivement exprimées. En méme temps, la cellule hote se transforme et
devient plus sensible aux facteurs internes mitogénes, qui selon certains auteurs
correspondrait a une stimulation de la croissance autocrine. L'oncoprotéine E6 favorise la
dégradation de la protéine suppresseur de tumeur p53 par son interaction avec E6AP, une E3
ligase ubiquitaire. E7 se lie a une autre protéine suppresseur de tumeur, la protéine du
rétinoblastome (pRb) et libére le facteur de transcription E2F et donc surmonte le bloc par les
suppresseurs de tumeurs pRb (Figure 21). L'inactivation de ces deux protéines suppresseurs
de tumeurs est un phénomene courant dans de nombreux cancers HPV-HR indépendants, et
refléte simplement 1'importance de ces voies moléculaires de 1'homéostasie de la cellule

normale (Figure 20).

La surexpression de la protéine pl6INK4a est attribuée a une interférence entre 1’expression
de I’oncogene viral E7, qui s’associe au produit du géne pRb. Le géne pRb est habituellement
1i¢ a E2F, qui bloque ’activation du cycle cellulaire par un mécanisme de phosphorylation. La
phosphorylation du géne pRb est, en général, induite par des kinases qui sont cyclines
dépendantes (CDK4, CDK6) et qui sont contrélées par des inhibiteurs des kinases (INKs).
D’importantes perturbations cellulaires sont induites par la plupart de ces infections au HPV
liées a leurs oncoprotéines E6 et E7, surtout au niveau de la liaison du géne du pRb au facteur
de transcription E2F, et favorisant ainsi la progression du cycle cellulaire. Un interrupteur
moléculaire est habituellement activé par les kinases cycline-dépendantes CDK4/CDK6. La
libération d’E2F induite par le lien entre 1’oncoprotéine E7 et le géne pRb aboutit a un
important rétrocontrdle négatif sur la répression de la transcription du geéne de la pl6INK4a
[105-106-107]. La protéine pl6INK4a est un inhibiteur des kinases cycline dépendantes, qui

joue un role essentiel dans la régulation du cycle cellulaire eucaryote. Elle fait partie du
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controle médié par la protéine du Rétinoblastome (pRb), de la transition des phases G1-S et
déclenche I’interruption du cycle cellulaire au cours des processus de différenciation. Dans le
cas des cellules épithéliales définitivement différenciées, 1’expression de la protéine
pl6INK4a est normalement régulée a la baisse, a des niveaux qui ne sont généralement pas

détectables par immunohistochimie.

Figure 20 — Les fonctions de la cellule normale sont régies par deux voies moléculaires clés, la cascade de la
D53 et celle du rétinoblastome (Rb). La protéine du rétinoblastome exerce un rétrocontréle négatif sur la
division cellulaire par l'intermédiaire de la protéine pl16INK4a, un inhibiteur des kinases cycline-dépendantes

(CDK) 4 et 6 [119)].
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Figure 21 — Dans les cellules infectées par le HPV-HR, l'oncoprotéine E7 dégrade le contréle réalisé par pRb
libérant E2F, la p16INK4a, qui dans une vaine tentative, tente de ralentir la production en aval de E2F, qui

est le moteur de prolifération de la cellule [119].

De nombreuses publications rapportaient en effet la présence d’une surexpression de la
protéine pl6INK4a en immunohistochimie, dans une tres forte proportion de néoplasies intra-
¢épithéliales de haut grade (80 a 100% des CIN2 et quasiment toutes les CIN3), et dans
presque tous les cancers invasifs du col utérin, avec une expression diffuse sur toute la
hauteur de I’épithélium malpighien [112]. La surexpression de la protéine p16INK4a pourrait
donc étre considérée comme un marqueur indirect de I’activité des oncoprotéines virales des
HPV a haut risque. Mais, la surexpression de la protéine pl6INK4a a également ét¢ mise en
¢vidence dans une proportion variable de Iésions intra-épithéliales de bas grade (CIN1), de
I’ordre de 30 a 60 % en général [118]. Dans ce cas, I’expression était limitée aux couches
basales de I’épithélium malpighien. Ainsi de nombreuses ¢tudes ont évalué I’intérét de la
détection de la protéine pl6INK4a par immunohistochimie, pour le diagnostic 1ésionnel des
prélevements histologiques [119] et par immunocytochimie, pour le diagnostic des

prélévements cytologiques du col utérins.
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2. ASPECTS TECHNIQUES EN IMMUNOHISTOCHIMIE

e Méthode de détection

Les pieces de biopsies cervicales fixées au formol et incluses en paraffines sont coupées,
déposées sur des lames de verres et déparaffinées. Un réactif a base d’anticorps monoclonaux
visant spécifiquement la protéine pl6INK4a et un réactif témoin négatif composé d’un
anticorps du méme isotype (IgG2a) sont utilisés. Actuellement, il est congu pour les
procédures de marquages immunohistochimiques des automates d’immunomarquages

Ventana BenchMark [126-127].

L’anticorps primaire spécifique de la protéine pl6INK4a et un anticorps secondaire li¢ a une
enzyme sont utilisés successivement. La réaction chromogene se base sur une conversion
médiée par la peroxydase de raifort d’'un chromogéne DAB en produit, la réaction est visible
au niveau du site de liaison antigéne-anticorps. Apres contre-coloration, la lame peut étre
recouverte d’une lamelle et les résultats peuvent tre évalués sous microscope optique. Il est
préféré d’interpréter les lames marquées pour la recherche de la protéine pl16INK4a en
relation avec des lames de colorations a I’hématoxyline éosine (H&E) préparées a partir de la
méme picce de biopsie. Les informations complémentaires fournies par les lames de
marquage a la protéine pl6INK4a doivent étre associées au diagnostic morphologique
préliminaire, posé sur la base des lames de coloration H&E, pour obtenir le diagnostic final.
Cette lecture conjointe des lames H&E composées de coupes de la piéce de biopsie cervicale,
et de lames consécutives de la méme piece colorées immunomarquées pour la recherche de
pl6INK4a apporterait une amélioration de précision de diagnostic et de la concordance entre
observateurs dans le diagnostic des néoplasies intra-épithéliales cervicales de haut grade

surtout les CIN2 [128].

* Limite de la technique

Les résultats du marquage en immunohistochimie sont dépendants de la qualité¢ des tissus
colorés. En conséquence, les étapes de fixation, le lavage, le séchage, le chauffage, la coupe
ou la contamination par d'autres tissus contribuent considérablement au résultat global du
marquage, et peuvent générer des artéfacts, un piégeage des anticorps ou des faux-négatifs.

Des résultats incohérents peuvent étre dus a des variations dans les méthodes de fixation et
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d'inclusion, ou a des irrégularités inhérentes aux tissus. Une contre coloration excessive ou
incomplete peut conduire a une interprétation erronée des résultats. Heureusement, la protéine
p16INK4a est un antigene relativement stable et n’est pas trop sensible aux effets délétéres du
formol, au démasquage de I’antigéne ou a un stockage prolongé dans des blocs de paraffine.
Les caractéristiques de l'anticorps choisi et le choix du clone pl16INK4a spécifique sont
données avec moins d'attention dans la littérature publiée [126-127]. Selon ImmunoQuery, au
moins 10 clones d'anticorps différents sont actuellement commercialisés, et chacun a une
avidité et une affinit¢ différente pour le méme antigéne pl6INK4a. En outre, chaque lot
d'anticorps commercialis€¢ posséde une concentration efficace d'anticorps différente et, dés
réception au laboratoire, la concentration optimale d'exploitation doit étre découverte par

titration et par les essais de dilutions en série [119].

Des faux positifs peuvent étre dus a une liaison non immunologique des protéines ou des
produits de réaction du substrat. Ils peuvent aussi étre causés par une activité
pseudoperoxydasique (érythrocytes) et par une activité peroxydasique endogeéne (cytochrome
C), a une concentration d'anticorps en exces, une fixation inappropriée et a des cellules
dégénérées.

L'inspection visuelle seule ne peut pas identifier les causes spécifiques de faux résultats
négatifs qui peuvent €tre attribués a un épitope sous-optimal, un mauvais titrage d'anticorps
ou une faible expression de l'antigeéne cible. Il a été noté que les variations de 1'intensité de la
coloration avec les divers anticorps commercialisés étaient de degré suffisant pour modifier
les interprétations microscopiques. Quelque soit le systéme adopté, il faut veiller a ce que le
seuil de décision pour les résultats positifs et les résultats négatifs maintienne une valeur

clinique [119].

L’interprétation des résultats doit tenir compte du fait que la protéine pl6INK4a est une
protéine cellulaire, qui peut étre exprimée a un taux détectable dans les dysplasies cervicales
de haut grade et cancers cervicaux, mais aussi dans certaines situations non associées aux
dysplasies cervicales, quoique, en quantité différente, et avec un mode d’expression différent.
On a suggéré qu’un marquage diffus, c'est-a-dire une coloration continue des cellules des
couches basales et parabasales avec ou sans coloration des couches cellulaires superficielles,
pourrait indiquer un résultat positif pour la surexpression de pl6INK4a. Ce mode de
marquage s’est avéré le plus sensible et spécifique des CIN de haut grade. En revanche, un

marquage focal (coloration de cellules isolées ou de petits groupes de cellules, non continue
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ou absente, en particulier dans les couches basales et parabasales) et 1’absence
d’immunoréactivité étaient considérés comme un résultat négatif de surexpression de la
pl6INK4a [119-128]. La figure 22 illustre les différentes modalités de coloration de la
protéine pl16INK4a.

Figure 22 — Modéles de coloration de lésions marquées comme (a) pl16INK4a négatif, (b) pl6INK4a positif
sporadique, (c¢) p16INK4a positif focal ou (d) pl16INK4a positif diffus [128].
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3. INTERPRETATION MICROSCOPIQUE EN IMMUNOHISTOCHIMIE

L’immunoperoxydase est bien reconnue pour réduire les variations inter et intra-observateurs
dans le diagnostic des Iésions cervicales intra-épithéliales. Cependant, l'interprétation
microscopique de la pl6INK4a est encore soumise a un certain degré de variation
d'observateurs. De nombreux articles publiés ont amené le lecteur a croire que les résultats
étaient clairs, qu'un marquage diffus indiquait la présence d’'un HPV a haut risque, et un
marquage focal ou inégal indiquait la présence d’un HPV a bas risque. Certains auteurs ont
besoin de seulement 5% des cellules squameuses immunoréactives pour un résultat positif,
d'autres exigent 25%, et d'autres encore exigent plus de 50% de cellules marquées. La
protéine pl6INK4a peut étre exprimée dans le noyau, dans le cytoplasme, ou de fagon
synchrone dans les deux : le noyau et le cytoplasme.

Un résultat de la «coloration négative» peut indiquer I’absence totale de réactivité, mais aussi
la coloration de cellules isolées ou de petits amas de cellules non contigués au-dela de la
couche des cellules basales ou parabasales, considérée comme un faux résultat négatif par
certains auteurs. Certains auteurs interprétent comme positif une coloration focale, considérée
par certains comme des faux-positifs, tandis que d'autres incriminent les HPV a bas risques,
les HPV a hauts risques ou une instabilité génétique. Les plus grandes controverses entourent
la signification des colorations dites « faible a modérée, des colorations focales, coloration des
noyaux et / ou du cytoplasme des couches intermédiaires et des couches superficielles » et «

de coloration sporadique a focale limitée a la moiti¢ inférieure de 1’épithélium ».

4. AUGMENTATION DE LA CONCORDANCE INTER-OBSERVATEURS ET LA
JUSTESSE DU DIAGNOSTIC DES CIN2 ET CIN3

Dans notre pratique médicale, le diagnostic anatomopathologique basé sur les coupes de tissu
cervical en coloration (H&E) constitue la base de la décision thérapeutique. L’imprécision du
diagnostic a donc des implications considérables. Un diagnostic imprécis peut entrainer une
prise en charge inadéquate de la patiente, c'est-a-dire un traitement excessif de femmes
globalement en bonne santé, ou un traitement insuffisant de femme porteuses de dysplasies de
haut grade établies.

Or, aucun test diagnostique n’est parfait, et ’interprétation des prélévements histologiques du
col utérin reste subjective avec une faible reproductibilité, en particulier dans les CIN1. Cette

interprétation diagnostique des coupes histologiques en coloration a I’H&E fait apparaitre
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d’importantes discordances entre les pathologistes. Depuis plus de vingt ans, diverses
publications faisaient état de ce faible taux de concordance inter et intra-observateurs dans
l'analyse histologique du col de I’utérus [87-90].

Le marquage de la protéine pl6INK4a est présent au niveau des couches basales de
I’épithélium malpighien dans les CINI1 et remonte dans les couches intermédiaires et
superficielles dans les CIN de haut grade (CIN2 et CIN3). La détection de la protéine
p16INK4a pourrait étre utilisée pour améliorer la reproductibilité du diagnostic histologique

des biopsies CIN1, CIN2, CIN3.

Dans une étude déja ancienne, Klaes et son équipe [128] ont évalué sur des échantillons de
biopsies cervicales, le marquage de la protéine pl16INK4a en les mettant en corrélation avec le
typage HPV et I’évaluation par H&E des degrés d’anomalies cervicales. L’ensemble des
prélevements histologiques ¢€taient réexaminés par deux experts et classés selon la
classification de ’OMS, associé au marquage de la protéine pl6INK4a. Parmi les biopsies
cervicales avec diagnostic de Iésions de haut grade, la quasi-totalité présentaient un
immunomarquage diffus de la protéine pl6INK4a. Toutes les biopsies cervicales
histologiquement normales avaient un marquage pl6INK4a négatif, et aucune Iésion
inflammatoire ou de métaplasie ne mettait en évidence un marquage diffus de la protéine
pl6INK4a, lorsque ce marquage était positif, il était le plus souvent sporadique
(respectivement 21% et 28%) ou focal (respectivement 6% et 10%). C’est parmi les CIN1 que
les résultats étaient les plus disparates. Parmi les 41 biopsies CIN1, 61% présentaient un
marquage diffus, 21% focal, 4% sporadique, et 14% négatif de la protéine pl16INK4a. Parmi

elles, on ne notait pas de corrélation réelle avec le typage HPV [128].

Wang et son équipe, en 2004 [113], ont eux évalué¢ I’'immunocoloration de la protéine
pl6INK4a comme un marqueur diagnostique, mais également pronostique du potentiel
d’évolution de la néoplasie intra-épithéliale cervicale (biopsies et piéces de conisation)
obtenue chez 542 femmes orientées vers une colposcopie lors du suivi dans le projet
Guanacaste (1993 a 1994). Toutes les pieces opératoires des 292 femmes classées par leur
statut HPV (HPV négatifs, HPV non oncogeéne positif, ou HPV oncogéne positif) et
représentant le spectre de diagnostic histologique de la population [de normal a des 1ésions
précancéreuses (CIN3)] ont eu une évaluation de I’'immunomarquage de la protéine
pl6INK4a. Pour les CIN3, la sensibilit¢ diagnostique de I’immunocoloration diffuse de
pl6INK4a était de 100% et la spécificité de 95%. Pour les CIN2, la sensibilité et la spécificité
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pour un marquage diffus ont été de 81,1% et 95,4%, respectivement. Généralisées a la cohorte
de 10.000 femmes, cela se traduisait par une valeur prédictive positive et négative de 13,9% et
100% pour les CIN3, et de 20,4% et 99,7% pour les CIN2 ou CIN3. Parmi les femmes avec
un diagnostic initial de lésion moins sévere qu’un CIN2, et pour lesquelles les données de
suivi pour un maximum de 5 a 7 années étaient disponibles, parmi celles qui avaient un
marquage diffus de la protéine p16INK4a, 44% ont développé une infection persistante (CIN2
ou CIN3). Cette ¢tude confortait ainsi les données sur la valeur diagnostique de la protéine

pl16INK4a pour les dysplasies de haut grade [113].

Brenner et son équipe ont mené une étude, en 2002 [115], portant sur 194 biopsies cervicales
sélectionnées dans un laboratoire d’anatomopathologie classique. Deux prélévements
successifs ont été effectués a partir des picces de biopsies. Une premicre biopsie a été
analysée par coloration H&E, et la seconde par marquage pl6INK4a. Cinq experts en
anatomopathologie cervicale ont analysé ces prélévements. Quatre prélévements ont étés
exclus de part l'absence de Iésions sur les échantillons prélevés. La concordance
d’interprétation inter et intra-observateurs a été évaluée par analyse statistique kappa. Une
importante discordance inter-observateurs a été retrouvée parmi les interprétations sur lames
d’H&E, particulierement parmi les 1ésions de bas grade (kappa= 0,60; 95% IC [0,58-0,63]). Il
y avait une amélioration significative de la concordance d’interprétation avec le marquage
pl6INK4a (kappa=0,91; 95% IC [0,84-0,99]).

L’expression de la protéine pl6INK4a était limitée aux cancers cervicaux, aux CIN2 et 3,
ainsi que les CINT1 associ¢es a un HPV-HR. Le marquage a la protéine p16INK4a augmentait
la précision diagnostique aussi bien des petites Iésions de dysplasies cervicales, que des
cancers du col, et aidait a la réduction des variations inter-observateurs lors des interprétations
anatomopathologiques. Le marquage pl6INK4a aidait a réduire les faux positifs et les faux
négatifs des interprétations sur biopsies, et ainsi améliorait significativement les diagnostics

des Iésions précancéreuses.
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Analyse histologique % de concordance Coefficient kappa  95% IC

H&E (six catégories) 69% 0,60 0,58-0,63
H&E (deux catégories) 75% 0,71 0,65-0,78
Normal et CINI — Cancer

P16INK4a en 96% 0,91 0,84-0,99
immunohistochimie

Six  catégories anatomopathologiques —(Normal, Métaplasie, CINI, CIN2, CIN3, Carcinome invasif); Deux catégories

anatomopathologiques (Bas grade et haut grade).

Tableau 11 — Evaluation de la concordance inter-observateur par valeur Kappa et leur intervalle de confiance

concernant la corrélation des statuts diagnostiques a ’H&E et la protéine p16INK4a [115].

Récemment, dans une étude impliquant 12 pathologistes européens [129], la détection de la
protéine pl6INKa par immunhistochimie a permis une amélioration statistiquement
significative de la justesse et de la reproductivité du diagnostic de CIN2 et CIN3 par rapport a
la coloration par I’hématoxyline-€osine sur 250 biopsies et 250 conisations. Il s’agissait d’une
¢tude clinique controlée, réalisée dans le cadre de 1’évaluation du systéme de détection de la
pl6INK4a CINtec Histology kit, qui avait pour but de démontrer une amélioration de la
précision du diagnostic et de la concordance entre observateurs pour la détection des
dysplasies de haut grade notamment les CIN2. Trois experts européens en gynécologie
pathologique ont porté un diagnostic indépendant sur les lames de coloration a ’H&E. Douze
investigateurs de quatre pays d’Europe ont constitu¢ le panel d’histologistes. Une premicre
série d’interprétations a permis de poser un diagnostic sur les lames de coloration a I’H&E.
Quatre semaines plus tard, le méme panel de lames était représenté aux pathologistes, associé
aux lames correspondantes marquées a la protéine pl6INK4a. Les résultats de chaque
pathologiste comprenant les deux méthodes d’analyse, avec ou sans le marquage de la
protéine pl6IN4a, ont étés ainsi comparés au diagnostic de consensus établi par les trois
experts européens en gynécologie pathologique. 482 cas diagnostiqués ont ainsi été inclus
dans I’analyse des données. La fréquence des différentes catégories de diagnostics, selon les
experts, était la suivante: absence de dysplasie (n=194), CIN1 (n=96), CIN2 (n=69) et CIN3
(n=123). Cette étude retrouvait une amélioration de la précision du diagnostic pour les CIN de
haut grade lors d’une lecture conjointe des lames avec coloration a ’'H&E et marquage de la
protéine pl6INK4a par rapport aux lames avec coloration a 'H&E seules, avec comme

référence le diagnostic d’expert.
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IIs retrouvaient ainsi, avec la lecture conjointe, prés de deux fois moins de faux négatifs et
plus de vrais positifs, mais au prix d’une légere augmentation des faux positifs. Ce qui
correspondait a une amélioration de la sensibilité diagnostique, avec seulement une tres légere

baisse de la spécificité globale.

Catégorie de Sensibilité avec Sensibilité avec H&E+ Amélioration
diagnostique H&E marquage pl16INK4a

CIN2+ 77% 87% 13%

CIN?2 seules 62% 75% 21%

CIN3 seules 86% 95% 11%

Tableau 12 — Evaluation de la sensibilité diagnostique de I’association coloration a PH&E et marquage

P16INK4a par rapport a la coloration H&E seules, avec comme référence le diagnostic d’expert [129].

Cette augmentation de précision du diagnostic pour la détection des CIN2+ a été prouvée de
manicre indépendante et statistiquement significative pour les sous-groupes des biopsies
cervicales a I’emporte piece (n=249) avec des valeurs de kappa respectives de 0,598 versus
0,748; p < 0,0001 et pour les sous-groupes picces de conisations (n=233) avec des valeurs
kappa respectives de 0,548 versus 0,765; p < 0,0001.

La fiabilit¢ de 1’évaluation du mode de marquage de pl6INK4a dans les pieces de tissu
cervical parmi les pathologistes du panel (positif diffus a p16INK4a, positif focal a p16INK4a
ou négatif a la protéine pl6INK4a) a également été évaluée. Ils retrouvaient une grande
reproductibilité pour la notation du mode de marquage de pl6INK4a comme positif
(marquage diffus) ou négatif (marquage focal ou pas d’immunoréactivité). La valeur kappa de
reproductibilité entre les 12 pathologistes était excellente (kappa moyen = 0,899; Kappa
médian = 0,903).

Tous ces résultats démontraient la nette amélioration de la précision globale de diagnostic
histomorphologique de 1’association de lames marquées pour la protéine pl6INK4a aux lames

avec coloration a ’H&E.
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5. UTILISATION DE LA PROTEINE P16INK4a COMME MARQUEUR PREDICTIF
DE PROGRESSION DES CINs

Le second élément important dans la prise en charge des néoplasies intra-épithéliales était leur
risque évolutif vers des Iésions de haut grade pour les 1€sions de bas grade, et vers des 1ésions
invasives pour les CIN3. Pour les lésions de grade, une surveillance pourrait étre envisagée
pour les Iésions a faible potentiel évolutif. La détection de la protéine pl6INK4a dans les
dysplasies de bas grade (CIN1) semblait étre un marqueur prédictif de progression vers des
CIN de haut grade, et pourrait permettre de suivre différemment les patientes porteuses de

CIN1, selon la détection de la protéine pl6INK4a.

Del Pino et son équipe, en 2009 [130], ont réalis¢ une étude prospective incluant 138
patientes, chez qui un diagnostic de CIN1 a été posé€, qui ont été suivies de fagon prospective,
avec recherche simultanée d’HPV a haut risque oncogéne et de la protéine pl6INK4a. Le
suivi a consisté en un frottis en phase liquide, une colposcopie tous les 6 mois et une
recherche d’HPV a haut risque oncogéne tous les ans, sur une durée de 12 mois. La
progression lésionnelle était définie par un diagnostic histologique de CIN2 ou 3, une
régression par un frottis normal, une recherche d’HPV a haut risque oncogeéne négative, une
persistance par un frottis de type LSIL et/ou une recherche d’HPV a haut risque oncogéne
positive. Une progression était retrouvée chez 14 patientes (10,1%), 66 Iésions avaient
régressées (47,6%), et 58 d’entre elles avaient persistées (42%). La recherche de la protéine
pl6INK4a était positive dans 77 (55,8%) biopsies initiales. Une progression des lésions vers
des CIN2 et 3 était retrouvée chez 14 des 77 cas marqués positivement a la p16INK4a, et
aucune progression n’était retrouvée chez les 68 cas ou la recherche de la pl16INK4a était
négative. Cette différence était statistiquement significative (p<0,001). Cela plaidait en faveur
d’un risque plus important de progression vers une dysplasie de haut grade ou des Iésions
invasives en cas de surexpression de la protéine pl6INK4a. Néanmoins, cela ne représentait
que 18,2 % des CIN1 marquées positivement a la pl6INK4a. Cela suggérait que I’inactivation
de la pRb par E7 était I’événement précoce initiateur de I’instabilité chromosomique, mais
I’accumulation d’autres mutations semblait nécessaire a la progression lésionnelle, et plaidait
en faveur de ’association de la p16INK4a a d’autres marqueurs moléculaires tels que L1. Les
auteurs ont également recherché d’autres facteurs susceptibles d’influencer cette progression,
et ont mis en évidence 3 éléments principaux: le marquage p16INK4a, mais également un age

supérieur a 30 ans (4,5 vs 15,3 ; p=0,047) et un FCU initial de type HSIL (9,3 vs 100 % ; <
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0,03). Les résultats obtenus suggéraient également que les lésions de CINI1 sur pieces de
biopsies cervicales marquées négativement a la protéine pl16INK4a progressaient rarement
vers des 1ésions de haut grade, et donc qu’elles devraient bénéficier d’une surveillance moins

rapprochée.

Ainsi parmi les Iésions de CIN2, différents auteurs ont rapporté des taux de régression a la
normale de 53% a 57%, et de progression vers une CIN 3 ou plus, de 21% a 32%. Méme si le
taux de progression de CIN 2 ¢tait plus €levé que le taux de régression, traiter tous les cas de
CIN 2 pouvait représenter un traitement excessif. Sur ces ¢léments, ils ont évalué la prédiction
de la progression des CIN 2 par la surexpression de la protéine pl6INK4a et la détection
d’HPV a haut risque oncogéne. Les auteurs ont évalué si les cas a haut risque de progression,
avaient pu €tre détectés parmi les 1ésions de CIN 2, ce qui permettrait un traitement approprié

seulement pour les patientes qui seraient effectivement bénéficiaires d'un traitement.

Omori et son équipe, en 2007 [131], se sont intéressés a la valeur pronostique de la p16INK4a
en immunohistochimie pour la progression des néoplasies intra-épithéliales cervicales de haut
grade a partir de 52 cas de CIN2 diagnostiquées histologiquement sur biopsies cervicales.
Apres 2 ans de suivi, parmi ces cas, la dysplasie cervicale avait régressé dans 28 cas (54%),
13 cas (25%) avaient progressé vers une CIN3, et dans 11 cas (21%) on notait une persistance
de la CIN2. IIs retrouverent un lien entre, 1'expression de la protéine pl6INK4a et d’une part
la présence d’un HPV a haut risque, et d’autre part le grade de la néoplasie intra-épithéliale
cervicale. Les cas de CIN 1 et CIN 2 ont été suivis par frottis et colposcopie tous les 3 a 4
mois, et des biopsies ont été réalisées lorsqu’une progression était suspectée sur la
cytologique ou la colposcopie. Lorsque les cellules dysplasiques n’étaient pas retrouvées dans
au moins 2 examens consécutifs, le diagnostic de la régression était posé. Ils retrouverent
parmi les cas de CIN2 présentant une immunoexpression de la protéine pl 6INK4a modérée a
forte et un signal nucléaire ponctuée a un HPV a haut risque, un taux élevé de progression.
Tous les cas de CIN2 montrant une immunoexpression forte pl6INK4a lors du diagnostic
initial avaient progressé¢ vers une CIN3, et 91% des cas de CIN2 qui montraient une
immunoexpression modérée a forte de la p16INK4a et un signal ponctué¢ a HPV ont progressé
en CIN3. En revanche, les lésions de CIN2 qui montraient une expression de ces
biomarqueurs égale a celle de CIN1, ont spontanément régressées a la normale. Ces résultats
suggéraient donc devant la diversité¢ des I€sions histologiques diagnostiquées comme CIN2

que l'identification simultanée d’une surexpression de la pl16INK4a et d’un signal ponctué
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d’HPV a risque ¢levé a la phase initiale du diagnostic pourrait permettre de prédire la
progression des CIN 2. Ces auteurs ont également démontré une meilleure concordance
diagnostique inter-observateurs pour I’immunocoloration a la p16INK4a que celle retrouvée

pour la coloration a H&E dans les diagnostics des CIN 1 et CIN 2.

Comme nous l’avons dit précédemment, la régression spontanée des néoplasies intra-
épithéliales cervicales de grade 2 (CIN2) des Iésions était bien reconnue, mais les facteurs
prédictifs étaient mal compris. Un essai clinique a ét¢ mis en place au Brésil, qui s’était
¢galement penché sur la question [132]. Les auteurs ont réalisé, chez 90 femmes avec
diagnostic de CIN2 et infection a un papillomavirus humain de haut risque, une étude ou les
patientes étaient randomisées en deux groupes de tailles égales: 45 femmes avec exérese
lésionnelle et 45 femmes soumises a un suivi prospectif a des intervalles de 3 mois, pour une
durée d’au moins 1 an (moyenne 6,8 mois). L’expression de la protéine pl6INK4a a été
¢valuée sur pieces de conisation par coloration immunohistochimique. Parmi les 45 femmes
du groupe suivi, 42% ont connu une régression spontanée totale de la CIN2, 20% avaient une
régression partielle en CINI ou ASCUS (cellules squameuses atypiques signifiance
indéterminée), 11% une persistance, et 22% avaient progressé vers une CIN3. L’expression de
la protéine pl6INK4a a été¢ détectée chez 68,9% des patientes. Malgré ces résultats
favorables, aucune différence significative n’a été€ obtenue en matiére de survie apres analyse
univariée, entre un marquage pl6INK4a négatif et positif des 1ésions CIN2 (RR ajusté 1,1;
95% IC [0,6 a 2,0]), probablement du fait des faibles reculs et effectifs de 1’étude. Mais elle
suggérait tout de méme, comme d’autres auteurs, la possibilit¢ d’une surveillance dans la
gestion des CIN2 chez les femmes jeunes, du fait du taux ¢élevé de régression spontanée des

CIN2 chez ces patientes.

Castle et son équipe [133] se sont eux intéressés aux facteurs prédictifs des lésions
précancéreuses chez 545 femmes suivies pour biopsies CIN2 découvertes lors du triage de
frottis LSIL et ASCUS. Cette étude faisait partie des larges investigations ALTS
précédemment citée, et portait sur 5060 femmes avec frottis ASC-US et LSIL et 3
possibilités de prise en charge (colposcopie, typage HPV, suivi par frottis). Pour les trois cas,
une surveillance par cytologie était réalisée tous les 6 mois pendant 2 ans, et une colposcopie
¢tait effectuée si le résultat cytologique correspondait a une HSIL, ainsi qu’une colposcopie

en fin de procédure. Les biopsies ou conisations ont ét¢ examinées par des pathologistes
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locaux et contrdlées par un des quatre pathologistes experts. Sur les 5060 femmes inscrites
dans I’ALTS, 545 femmes (10,8%) avaient un prélévement biopsique sous colposcopie avec
une CIN2 diagnostiquée par le pathologiste du centre clinique lors de l'inscription, et pour 524
femmes, ce fut un diagnostic de biopsie posé pendant les 2 ans de suivi par le centre clinique.
Chez ces femmes, il y avait une probabilité croissante que la conisation retrouve une CIN3
avec le nombre croissant de facteurs de risques cliniques de 1ésions précancéreuses du col de
I’utérus; a savoir, un HSIL a la cytologie, une colposcopie de haut grade, ainsi que la
détection de I’HPV de type 16 (OR 4,8; p < 0,0005). Mais cette relation n'était pas
suffisamment robuste pour étre cliniquement utile et réduire le sur-traitement de femmes

infectées par le HPV.

Une étude récente [134], s’est elle plus particulierement intéressée a la valeur prédictive du
marquage pl6INK4a sur biopsies cervicales pour la progression des dysplasies cervicales de
type CINI a partir d’une étude rétrospective comprenant un groupe de 100 cas CIN1, un
groupe de 50 cas de CIN2 et 3, et un groupe de 50 cas de tissus normaux ou de lésions
bénignes du col utérin. La période de suivi de ces patientes €tait au minimum de 5 ans. Une
réaction positive pour la protéine p16INK4a a été détectée dans tous les cas du groupe de haut
grade et dans seulement 3 cas dans le groupe bénin. Les auteurs retrouvaient donc une valeur
prédictive négative de I'immunomarquage pl16INK4a pour prédire l'issue des cas de CIN 1
¢levées de 96%, ce qui suggérait fortement le role important de la protéine 16INK4a dans

I'évaluation de ce type de Iésion.

6. UTILISATION DE LA P16INK4a EN IMMUNOCYTOCHIMIE DANS LE TRI DES
FROTTIS ASC-US POUR LE DIAGNOSTIC DE CIN2

Selon I’ANAES trois stratégies ont été proposées apres diagnostic d’un ASC-US au frottis: la
répétition du frottis, la biopsie sous colposcopie et la recherche de I’ADN d’un HPV
oncogene [70]. Cette dernieére approche a une meilleure sensibilité que la répétition du frottis,
mais qui n’est par contre pas indiquée pour explorer les LSIL, la plupart étant associées avec
une infection a HPV. De nouveaux marqueurs avec une sensibilit¢ comparable au test HPV
mais une meilleure spécificité permettraient une prise en charge plus efficace des frottis ASC-
US ou LSIL.

Seul un petit nombre de patientes avec diagnostic d’atypies malpighiennes de signification

indéterminée (ASC-US) ou de I¢ésions intra-épithéliales de bas grade (LSILs) présente un CIN
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de haut grade (CIN2 et CIN3) sur la biopsie sous colposcopie. La détection de ces quelques
CIN de haut grade nécessite 1’exploration d’un nombre important de frottis avec des
anomalies mineures, dont le colt est élevé et qui induit de nombreux examens colposcopiques
inutiles. La détection de la protéine p16INK4a par immunocytochimie sur des frottis prélevés
en milieu liquide et diagnostiqués ASC-US ou LSIL permettrait d’obtenir, une sensibilité

comparable mais une meilleure spécificité que le test HPV, pour prédire une CIN2.

Dans une étude réalisée par Négri et son équipe [135], une évaluation de la faisabilité et de la
valeur diagnostique d'un test de Papanicolaou, modifiée par contre-coloration a
I’immunomarquage de la protéine pl6INK4a a été réalisée dans 81 échantillons de liquides
cervico-vaginaux. Parmi ces échantillons, on retrouvait apres colorations de Papanicolaou, 23
frottis normaux, 6 LSIL, 20 HSIL, 16 ASC-US et 16 ASC-H. Les résultats obtenus ont été
comparés aux résultats du suivi cytologique et histologique. Les échantillons provenant de 29
cas (10 des LSIL, 10 des ASC-H et 9 de HSIL) ont ét¢ immunocolorés a la p16INK4a et de
fagon conventionnelle. L'intensité de I’immunomarquage, en cas de lésion intra-épithéliale
squameuse, a ¢té évaluée en utilisant un systeéme de notation de 0 a 3. La concordance inter-
observateurs a ¢té calculée par analyse statistique kappa. Ainsi, I’immunomarquage
pl6INK4a a été détectée dans 3 des 23 cas de frottis normaux, 5 des 16 cas d'ASC-US, 13 des
16 cas d'ASC-H, 4 des 6 cas de LSIL et tous les cas de HSIL. Tous les cas de néoplasies intra-
épithéliales cervicales de haut grade (CIN2 ou CIN3) diagnostiquées lors du suivi exprimaient
la protéine pl6INK4a et aucun des cas de pl6INK4a négative n’a montré une lésion de haut
grade lors du suivi. On n’observait pas de différences évidentes sur le type ou l'intensité de
l'expression de pl16INK4a entre les échantillons de 1'étude et ceux des groupes contrdles. La
concordance inter-observateurs était significativement meilleure dans le groupe avec
immunomarquage par rapport au frottis conventionnels (Coefficient kappa a 0,773 vs 0,549; p
< 0,05) et restait meilleure, quoique statistiquement non significative, lors de 1’association sur
FCU de la coloration conventionnelle et de I’immunomarquage p16INK4a (combinés kappa a
0,773 vs 0.642; p > 0,05). Cette ¢étude plaidait donc en faveur de I’utilisation en
immunocytochimie du marquage pl6INK4a par contre-coloration de Papanicolaou modifiée,
afin de bénéficier de son potentiel de celle-ci, sans avoir besoin d'un nouveau prélévement, et

tout en conservant les caractéristiques morphologiques typiques des frottis.

Denton et son équipe, en 2010 [136],ce sont plus particulierement intéressés aux

performances de la pl6INK4a en immunocytochimie dans les frottis ASC-US et LSIL. Il
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s’agissait d’une étude rétrospective, portant sur une série de 810 cas de frottis en phase liquide
ASC-US et LSIL ayant bénéficié d’une biopsie cervicale sous colposcopie. Ils ont ainsi
évalué les performances du marquage de la protéine pl16INK4a en immunocytochimie dans le
tri des frottis ASC-US et LSIL pour le diagnostic de CIN2. Parmi les biopsies réalisées, on
retrouvait 94 cas de CIN2 et 128 cas de CIN3. La détection du papillomavirus humain (HPV)
a été réalisée sur les mémes échantillons cytologiques sur phase liquide résiduelle. Les deux
résultats ont été corrélés avec les données des examens histologiques. A 6 mois, la sensibilité
pour le diagnostic de lésions intra-épithéliales de haut grade confirmé a la biopsie était de
92,6% (ASC-US) et 92,2% (LSIL) en cas d’association cytologie conventionnelle et de
marquage pl6INK4a, et de 90,1% (ASC-US) et 95,7% (LSIL) pour I’association frottis et
typage HPV. Cette sensibilité était un peu inférieure en cas de frottis seul, avec des taux de
76,4% en cas de frottis ASCUS, et de 80,1% en cas de frottis LSIL. La spécificité de la
cytologie associ¢e a la pl6INK4a était significativement plus élevée que I’association
cytologie conventionnelle et test HPV (71,1% vs 37,8% ; p < 0.001) pour les ASC-US et
(53,3 % vs 18,5%; p < 0.001) pour les LSIL. Cette étude confirmait le potentiel diagnostic
d’un marquage positif de la protéine pl6INK4a en immunocytochimie dans le tri des frottis
de bas grade ASCUS ou LSIL. La spécificité¢ était encore meilleure si la détection de la
protéine pl6INK4a était associée a une analyse qualitative des cellules marquées, permettant
de définir un score morphologique, meilleur par rapport au test HPV. Ceci permettrait de
réduire le nombre de suivis nécessaires a long terme chez les patientes présentant des frottis
ASC-US et LSIL, le cott de leur prise en charge diagnostique ainsi que 1’anxiété engendrée

chez ces patientes.

Comme nous I’avons développé au paravent, d’une part le dépistage cytologique du cancer du
col est entravé par sa sensibilit¢ imparfaite et sa faible reproductibilité inter-observateurs, et
d’autre part, le test HPV manque de spécificité en tant que méthode de dépistage primaire. De
ce fait, certains auteurs tels que Sahebali et son équipe [137], plaidaient en faveur d’une
optimisation du dépistage du cancer du col par I’utilisation de la détection de la protéine
pl6INK4a en immunocytochimie, reflétant les altérations causées par le HPV dans les
cellules hotes du col utérin. Il s’agissait 1a d’une étude prospective, transversale, portant sur
500 échantillons cytologiques avec différentes catégories d’anomalies (ASC-US, LSIL et
HSIL) dans le cadre du dépistage opportuniste en Flandre (Belgique), qui s’intéressait au
potentiel de la protéine pl16INK4a et du MIB-1 (marqueur de prolifération Ki-67) marqueurs

moléculaires d’appoints, dans le dépistage des lésions précancéreuses du col utérin. Les
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¢chantillons ont été interprétés, selon le systéme Bethesda 2001, en immunocytochimique
pour la protéine pl16INK4a et le MIB-1, et ont eu un typage HPV par PCR. Les résultats des
deux marqueurs en immunocytochimie ont été corrélés aux résultats du dépistage cytologique
conventionnel et au test HPV par PCR. Il y avait un plus grand nombre moyen de cellules
immunoréactives a la protéine pl6INK4a et au MIB-1 dans les frottis HSIL (4,06 vs 1,93 et
11,13 vs 2,83 / 1000 cellules cervicales, respectivement) par rapport a d'autres catégories
cytologiques. Les deux marqueurs ont montré une grande disparité des résultats, et ceci pour
toutes les catégories. Pour le MIB-1, on retrouvait un taux significativement plus élevé pour
les HSIL que les LSIL et ASC (p <0.001) ainsi que pour les échantillons négatifs (p < 0.01).
Pour la p16INK4a, on retrouvait un taux significativement plus élevé pour les HSIL que les
LSIL (p <0.001), ASC (p <0.01) et les échantillons négatifs (p< 0.001). Pour le MIB-1, il n’y
avait pas de différence significative entre les différentes catégories de résultats d’HPV. Pour
la pl6INK4a, le groupe HPV-HR avait une moyenne significativement plus élevée que les
¢chantillons négatifs (p<0,05). Cette étude confirmait donc la forte corrélation entre une
coloration fortement positive pour la pl6INK4a et le MIB-1 et le diagnostic de 1ésions
cervicales de haut grade. Ces marqueurs pouvaient étre utilisés comme additifs pour
augmenter la sensibilit¢ du dépistage cytologique, ainsi que la spécificité du test HPV.
Toutefois, des normes méthodologiques claires étaient nécessaires pour optimiser la

performance de I'immunocytochimie en pratique clinique.

15407 10.04

9.0+
12.54

T

7.54

8.0+

7.04 —

6.0+

5.0

mean number of
immunopositive cells/ 1000 cells

4,04

5.0

3.0+

mean number of
immunopositive cells/ 1000 cells

2,04

B EE | R E==

HR-HPV HPV X negative
negative ASC LsIL HSIL
a Bethesda categories b HPV categories

=

Figure 23 — Moyenne du nombre d’immunopositivité au MIB-1 et a la pl6INK4a parmi les échantillons
cytologiques (a) et les typages HPV (b) [137].
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C’¢était une des rares études a avoir véritablement tentée d’évaluer la valeur de la protéine
pl6INK4a dans le dépistage primaire du cancer du col de l'utérus. Mais méme dans cette
¢tude, malgré que les frottis aient été¢ prélevés au hasard chez des femmes ayant subi un
dépistage de routine du cancer du col, seules celles qui ont été testées pour le HPV ont été
incluses, de sorte que méme dans cette étude, il y avait une sélection et un enrichissement de

la maladie.

En sachant que le test HPV était plus sensible mais moins spécifique que la cytologie
conventionnelle, de la méme fagon, Carozzi et son équipe [138], avaient étudié le triage des
tests HPV par la surexpression de la protéine pl6INK4a pour voir si cela pouvait augmenter
la spécificité du dépistage, tout en conservant sa sensibilité pour la détection des néoplasies
intra-épithéliales cervicales de haut grade. Il s’agissait d’une étude multicentrique randomisée
controlée, incluant des femmes HPV positives (par Hybrid Capture 2), dont une partie était
orient¢ vers une colposcopie. Dans sept des neuf centres d’études, les préparations
cytologiques (cytospin) de ces femmes ont été testées pour la surexpression par
immunomarquage de la protéine pl6INK4a. Pour ces femmes, ont été calculées la sensibilité
et la spécificité pour la détection des CIN de grade 2 ou plus, comparées aux résultats
histologiques. Les auteurs ont également estimé la sensibilité relative, qui aurait été obtenue
par le test HPV associ¢ au triage par pl6-INK4a comparativement a la cytologie
conventionnelle. L’étude portait sur 24 661 femmes assignées aléatoirement aux groupes
expérimentaux. Parmi les 1137 patientes ayant eu une colposcopie, 50 étaient atteintes de
CIN2 et CIN3, et 42 d’un cancer, chez qui une évaluation de I’immunomarquage de la
pl6INK4Aa était réalisée. Pour le critere de CIN2 et plus, la sensibilité et la spécificité de
dépistage de la p16INK4a parmi les femmes HPV positives, tout age confondu, étaient
respectivement de 88% et 61%. Dans le groupe de patientes d'age compris entre 35 et 60 ans,
la sensibilit¢ relative du test HPV et du triage pl6-INK4a par rapport a la cytologie
conventionnelle était de 1,53 (95% IC [1,15-2,02]), et l'orientation relative vers la colposcopie
¢tait de 1,08 (0,96 -1,21). Dans le groupe d'age compris entre 25 et 34 ans, le rapport de
sensibilité était de 3,01 (1,82-5,17) avec une orientation relative vers la colposcopie de 1,15
(95% IC [0,96-1,37]). Ces résultats permettaient donc de conclure que I’association du test
HPV au triage cytologique par la protéine pl6-INK4a produisait une augmentation
significative de la sensibilité par rapport a la cytologie conventionnelle, sans augmentation

substantielle du renvoi en colposcopie.
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Ces données ont été confirmées plus récemment par Min-Zhu Huang en 2010 [139], dans une
¢tude portant sur 262 cas de 1ésions cervicales. Ils retrouvaient une corrélation positive entre
le taux d’HPV-HR positif et la gravité des I€sions du col utérin (rs = 0,565; p < 0,05), des taux
de positivit¢ d’expression de la pl6INK4a augmentant avec le degré d’anomalies
histopathologiques (v2 = 114,66 ; p < 0,05) et une corrélation positive entre I'expression de la
pl6INK4a et la sévérité des 1ésions du col utérin (rs = 0,642 ; p < 0,05). L'effet de la
coexistence d’une recherche d’HPV-HR positive avec un marquage pl6INK4a positif était
significativement supérieur a la somme des deux résultats seuls (odds ratio: 72,56 [18,69
2,38]). Cela signifiait qu'il y avait une interaction positive entre ces deux examens. La
spécificité de cette association était également statistiquement plus élevée (p < 0,05). Ces
données démontrent que la combinaison de la recherche d’HPV-HR et du marquage
pl6INK4a permettait de diagnostiquer les patientes avec une CIN1 de fagon plus précise que
I'HPV-HR ou la pl6INK4a seuls, et de prévoir plus précisément la gravité des Iésions
cervicales. Avec l'aggravation des lésions de dysplasie cervicale vers un cancer du col, la
séquence de 1'¢tat d'expression des HPV-HR et de la pl16INK4a pouvait étre organisée dans
l'ordre suivant: HPV (-) / p16 (-) (OR = 1), HPV (+) / p16 (-) (OR = 2,38), HPV (-) / p16 (+)
(OR =18,69), HPV (+)/ P16 (+) (OR = 72,56). 1l semblait probable que les cas d’associations
HPV (+) / p16 (+) ou HPV (-) / P16 (+) correspondaient & un groupe a risque, nécessitant une
attention et une gestion de suivi précoces, alors que les cas d’associations HPV (-) / p16 (-) ou

HPV (+) / p16 (-) pouvaient avoir un suivi appropri¢ sur une période prolongée.

Tsoumpou et son équipe, ont effectué une revue de la littérature et une méta-analyse [140],
pour évaluer la valeur de la pl6INK4a comme biomarqueur complémentaire au cours des
examens cytologiques des frottis cervicaux, et histologiques des biopsies cervicales,
permettant 1'identification de la transformation du col utérin liée a I’infection par le HPV, ceci
parmi des femmes aux résultats cytologiques ambigus qui exigeaient un renvoi en colposcopie
et éventuellement un traitement. Ils ont effectué un examen systématique de toutes les études
ayant évalué¢ l'utilisation de la protéine pl6INK4a dans les prélévements cytologiques ou
histologiques de col de 'utérus. Soixante et une études ont été incluses. Vingt-sept ont évalué
le marquage de la protéine p16INK4a dans des échantillons cytologiques dont 6 d’entre elles
¢galement dans des échantillons histologiques, tandis que 34 études ont évalué uniquement la
coloration de la pl6INK4a sur échantillons histologiques. Les résultats retrouvaient une
proportion de frottis cervicaux surexprimant la protéine pl6INK4a, augmentant avec la

gravité de 1'anomalie cytologique. Parmi les frottis normaux, seulement 12% (95% IC [7-17])
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étaient positifs pour le biomarqueur, comparativement a 45% des ASCUS et LSIL (95% CI
[35-54] et [37-57] respectivement) et 89% des frottis HSIL (95% CI [84-95]). De méme, en
histologie, seulement 2% des biopsies normales (95% CI: 0.4 a 30%) et 38% des CIN1 (95%
CI: 23-53%) ont montré une coloration diffuse pour la pl6INK4a par rapport a 68% des CIN2
(95% CI: 44-92%) et 82% de CIN3 (95% CI: 72-92%).

Cette analyse pointait surtout la faible reproductibilité des études, en raison d’une insuffisante
standardisation de l'interprétation de I'immunomarquage. Les résultats étaient trés hétérogenes
dans tous les types de prélévements et de catégories de néoplasies épithéliales en particulier
dans les catégories intermédiaires ou le pourcentage de frottis positifs pour la protéine
pl6INK4a variait de 10% a 100% pour les ASCUS, et de 10% a 86% pour les LSIL. Par
conséquent, un consensus devait étre atteint en ce qui concernait I'évaluation de la coloration

de la p16INK4a, surtout en immunocytochimie.

Pour limiter cette grande variabilité, dans une étude récente, une notation nucléaire (NS) a été
introduite pour le marquage pl16INK4a dans les échantillons de liquide cytologique en cas de
frottis ASC-US et LSIL [141]. En évaluant le marquage nucléaire, la taille du noyau et rapport
nucléo-cytoplasmique, texture de la chromatine, forme du noyau et structure membranaire,
anisonucléose, ainsi que d'autres caractéristiques morphologiques nucléaires, une
classification de un a quatre niveaux d’anomalies a été proposée pour décrire la positivité des
cellules squameuses a la protéine pl6INK4a, et pour différencier les cellules basales
anormales des cellules métaplasiques ou atrophiques. Apres avoir effectu¢ une évaluation
formelle (Receiver Operator Curve) d’analyse de la positivité en cytologie, les auteurs ont
conclu qu'un score nucléaire > 2 permettait d'obtenir les meilleures sensibilités et spécificités
entre les différents seuils de score pl6INK4a pour détecter les CIN de haut grade. Les
résultats ont été présentés d’abord sur une étude pilote de 210 frottis en milieu liquide, dont
108 sans cellules suspectes de malignité, 52 avec une LSIL et 50 avec un diagnostic de HSIL.
Puis une deuxieme étude comprenait 137 frottis avec diagnostic d’ASC-US et 88 frottis avec
diagnostic de LSIL. L’identification du marquage par la protéine pl6INK4a et le score
nucléaire ont été¢ analysés par 2 observateurs de manic¢re indépendante, et les résultats
discordants par un troisieme évaluateur. Pour la totalit¢ des frottis, la sensibilit¢ et la
spécificité pour le diagnostic d’une CIN de haut grade ont été respectivement de 96 % et 83
%. La sensibilité et la spécificité sur les frottis ASC-US ont été de 95 % et 84 %, et sur les
frottis LSIL de 100 % et 81 % respectivement. La sensibilité et la spécificité de la détection

qualitative de la protéine pl16INK4a ont ¢été trés proches pour les deux observateurs, sans
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différence significative. Ils ont eu une bonne concordance sur le score proposé pour les
cellules malpighiennes basales marquées par la p16INK4a (kappa de 0,841).

Ces résultats nous renforgaient dans 1’idée que I’interprétation des frottis serait facilitée si les
cellules anormales pouvaient étre identifiées par un biomarqueur sensible, tel que la
pl6INK4a, mais avec l’intérét d’une association aux critéres morphologiques. Le lecteur
pourrait alors se focaliser sur I’analyse des cellules marquées, améliorant ainsi son travail
d’interprétation. Pour atteindre cet objectif, ce marqueur devrait étre exprimé dans
suffisamment de cellules anormales présentes sur le frottis pour permettre une identification
au moins comparable a celle d’un frottis coloré par la méthode de Papanicolaou. Ce marquage
devrait aussi permettre 1’interprétation morphologique des cellules marquées grace a un

couplage avec la coloration par I’hématoxyline pour I’analyse des noyaux.

Ainsi la standardisation de la préparation des échantillons et de leur interprétation était d'une
importance primordiale pour I'évaluation clinique des biomarqueurs. Par conséquent, il était
essentiel que toutes les futures études sur cytologie ou histologie puissent indiquer clairement
comment les dispositifs ont été évalués et les caractéristiques de tout type d'interprétation. Les
méthodes utilisant une méthode morphologique (cotation nucléaire ou comptage de cellules
atypiques) d’évaluation de facon générale, avaient une plus grande spécificité. Cependant, a la
fois les approches quantitatives et morphologiques devaient étre comparées a l'aide de
stratégies d'évaluation compréhensibles, qui permettaient une meilleure mise en commun des
données. Apreés un consensus sur l'interprétation de coloration, le biomarqueur devrait étre
¢valué dans divers parameétres cliniques, sur des problémes spécifiques, afin de répondre a des
questions cliniques. Une étude utile nécessiterait un bilan rigoureux avec colposcopie /
biopsie (avec biopsies multiples) et au moins un suivi de deux ans pour détecter la maladie

manquée en colposcopie initiale / biopsie.

Comme nous 1’avions développé précédemment, les 1ésions précancéreuses évoluent, sur une
longue période. Par conséquent, le traitement d’une CIN n’est pas une urgence. Il ne doit pas
non plus étre disproportionné, s’agissant de 1ésions qui, pour certaines d’entres elles ont un

taux trés important de régression spontanée.
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La prise en Charge des Iésions de néoplasies intra-épithéliales ont été précisées par les

recommandations de ’ANAES 2002.

Pour ce qui est des anomalies cytologiques, les possibilités de prise en charge sont
développées ci-dessous. (Annexe 3).

Les frottis ASC-H correspondent dans 40 % des cas a des 1ésions de haut grade (CIN2, CIN3)
et exceptionnellement a un cancer invasif ce qui justifie la réalisation d’une colposcopie avec
controle histologique d’emblée.

Pour les frottis ASC-US, elles sous estiment la présence d’une Iésion de haut grade dans
seulement 5 a 10 % des cas, dans ce cas trois options sont possibles, soit la réalisation d’une
colposcopie d’emblée, soit un contrdle par frottis 6 mois plus tard, soit une recherche d’HPV
potentiellement oncogenes. Leurs résultats dictent ainsi la suite de la suite de la prise en
charge.

La gestion des frottis LSIL, offre quant a elle deux possibilités, la réalisation d’une
colposcopie d’emblée, ou un contrdle par frottis 4 a 6 mois plus tard. La recherche d’HPV
dans ce cas n’est pas recommandée.

En ce qui concerne les frottis HSIL, une colposcopie est d’emblée préconisée devant le fort
taux de lésions de haut grade, afin de repérer ces anomalies avec des prélévements
histologiques de bonne qualités. Un deuxiéme frottis est inutile et dangereux. Si I’intégralité
des lésions cervicales, notamment vers le canal endocervical, n’est pas observée avec un

examen colposcopique non satisfaisant, une conisation diagnostique s’impose.

Ainsi apreés confirmation histologique des Iésions de néoplasies intra-épithéliales, le
traitement est adapté au degré de sévérité Iésionnelle.

Pour le traitement des /ésions de bas grade (CINI), deux options sont envisageables:

- une surveillance sans traitement si la 1ésion est bien vue et que la garantie d’un suivi régulier
sur deux ans est obtenue, avec traitement destructeur en cas de persistance.

- réalisation d’un traitement destructeur de la Iésion, la vaporisation de CO2 au laser étant la
méthode la plus souvent employée, elle est efficace dans 95% des cas.

Alors que pour le traitement des /ésions de haut grade (CIN 2/3) a ce jour aucune hésitation
n’est permise, ce sont selon ’ANANES directement des 1ésions pré-invasives que 1’on doit
absolument détruire. Pour ce qui est du mode de traitement, un recours a la vaporisation de
CO2 au laser est possible si la surface 1ésionnelle n’excéde pas 2 cm?, si la 1ésion est

enticrement exocervicale et si la jonction squamo-cylindrique est bien vue en colposcopie.
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Toutefois, I’exérese totale de la Iésion par conisation est le plus souvent préférée, on enléve
un petit cone de col, d’environ 1 cm sur 2 cm, autour de I’orifice externe. La résection peut se
faire au bistouri froid, au laser, mais la méthode de choix aujourd’hui est I’¢lectrorésection a
I’anse diathermique. La encore le pronostique est excellent : 95 a 98% des guérisons sont

définitives.

Le risque de récidive aprés traitement de CIN est majeur dans les deux premiéres années,
mais il persiste un risque de cancer du col supérieur a une population non traitée au-dela de 20
ans apres le traitement. Il existe par ailleurs peu de facteur unanimement reconnus intervenant
dans ce risque de récidive. La difficulté¢ réside dans la différenciation des persistances

d’anomalies cervicales des véritables récidives de dysplasies cervicales.

Dans différentes publications, les résultats des traitements par exéréses sont a peu pres les
mémes en termes d’efficacité quelque soit la technique utilisée, environ 90 a 95% de taux de
succes et 5 a 10 % de récidive [142-143]. Les récidives et persistances n’étaient pas
clairement différenciées dans la littérature. Classiquement le terme de récidive était réservé a
une Iésion qui apparaissait plus d’un an apres le traitement et sous couvert de deux controles
cytologiques normaux (6 mois et 1 an). Toute fois dans 1’analyse des résultats les deux entités

¢taient souvent regroupées.

Ainsi Soutter et son équipe a retrouvé dans une méta-analyse regroupant 26 cohortes, une
incidence annuelle de récidive de dysplasie cervicale de 56/100000, soit trois fois le risque
attendu sur une population témoin [144]. Ce risque était majeur pendant les dix premicres
années et persistait a un niveau moindre jusqu’a 20 ans apres le traitement initial de CIN. Pour
Kalliala sur une cohorte de patientes finlandaise [145], le risque de cancer apres traitement
d’une CIN était majoré¢ de 2,8 fois (1,7-4,2) lors de la premiére décade et de 3,1 fois (1,5-5,7)
pour la deuxiéme décade. Celui-ci notait par ailleurs des taux de récidive de CIN3 apres
conisation variant de 5 a 30% suivant la durée de suivi et qui ne dépendait pas de la technique
utilisée. L hystérectomie ne protégeait pas plus du risque de récidive aprés traitement d’une

CIN de haut grade par rapport aux traitements conservateurs. Récemment, Melnikow a publié
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une étude rétrospective portant sur 37142 patientes traitées de différentes fagons pour CINI,
CIN2 ou CIN3 avec leur suivi. Il a comparé le nombre de CIN2, CIN3 et cancers apparus
comparativement a une population de 71213 patientes au frottis initial normal et sans
antécédents de CIN. Il apparaissait que les patientes traitées par cryothérapie a fortiori dans le
cadre de Iésions de haut grade présentaient de fagon significative plus de récidive de CIN2,
CIN3 et plus de cancer. Comparé aux traitements d’exérese, le risque relatif était de 2,98

(2,09-4,26) [146].

Ces données justifiaient les recommandations actuelles du suivi post-thérapeutiques, de toutes
les patientes traitées pour dysplasies cervicales, suivi cyto-colposcopique a 3 mois et 9 mois,
puis par cytologie annuelle pendant 20 ans. L’identification de facteurs de risques de récidive
permettrait de moduler les modalités de cette surveillance, ainsi que le risque d’évolution vers

un cancer.

L’exérése non in sano en particulier sur le versant endocervical était clairement associée a un
risque plus important de persistance et de récidive, ainsi que la présence d’un adénocarcinome
in situ sur la piece de conisation. En cas de CIN3, la marge de 3 mm était le plus souvent
reconnue comme satisfaisante, en cas de carcinome micro-invasif une sécurité d’au moins 7
mm était nécessaire. Enfin pour les cas d’adénocarcinome in situ une marge de 1 cm semblait
indispensable. En cas d’exérese in sano le risque de récidive était évalué entre 2 et 8%.En cas
d’exérése non in sano le risque de récidive était évalué entre 30 et 40% et plus fréquentes en
cas de marges endocervicales non saines [145-146].

Le grade initial de la Iésion cervicale ne semblait pas augmenter le risque de récidive. Par
ailleurs, 1’étendue et 1’age de la patiente semblaient intervenir mais a des degrés variables
[145]. Le test HPV a 6 mois et surtout a 12 mois était le test le plus discriminant & moyen
terme méme s’il persistait des doutes quant a sa valeur prédictive négative au-dela de 2 ans.
L’étude de la littérature était plutét en faveur un traitement par exérése pour ne pas sous-

traiter une lésion micro-invasive non reconnue a la biopsie.

Dans une étude publiée en 2010, Bologlu et son équipe [147] ont évalué le risque de
persistance et de récidive des dysplasies cervicales apres traitement par conisation a I’anse
diathermique chez des patientes présentant une CIN 2 ou 3. Aprés ce traitement par excision,
un suivi étroit était réalisé de fagon pour la détection précoce d’une maladie résiduelle afin de

la différencier d’une récurrence. La valeur diagnostique des frottis et tests HPV aprées
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traitement par conisation chez des patientes porteuses de lésions de néoplasies intra-
épithéliales de haut grade a la conisation, pour le diagnostic de maladie résiduelle et
récurrente était évaluée. 42 patientes ont été incluses dans 1'é¢tude pour lesquels des anomalies
des cellules épithéliales avaient été détectées au frottis de dépistage, suivi d’un test HPV,
d’une colposcopie, de biopsie cervicale et curetage endocervical, et enfin de conisation. Les
patientes ont été suivies avec recherche de 'ADN a HPV et frottis de dépistage a trois mois
d'intervalle. 85,7% de ces patientes étaient positives pour la recherche d’ADN a HPV a haut
risque avant le traitement. L'évaluation histopathologique des échantillons de conisation
avaient révélé la présence de CIN I et CIN 4 II / III chez 90,48% des patientes. La berge
chirurgicale était non saine chez 11,9% des patientes. Aucun signe de néoplasie cervicale
invasive n’a été détecté. La persistance d’HPV a risque ¢élevé a été observée chez 30,6% des
patientes avec recherche initiale positive, avec un HSIL détecté chez 11,11% d’entre elles lors
du frottis du troisiéme mois. Des berges chirurgicales non saines €taient positivement corrélé
a la fois a la positivité de la recherche d’ADN détectés lors des examens de suivi et avec la
présence de maladie résiduelle lors des frottis de suivi. Ainsi les patients présentant une CIN 2
ou 3 a la conisation en dépit de la récurrence €levée et des taux de maladie résiduelle, elles
nécessitaient une surveillance étroite, un suivi par frottis et test HPV était d’une grande

importance dans la détection de la maladie résiduelle ou d’une récurrente.
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III. MATERIEL ET METHODE
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La prise en charge des dysplasies cervicales pose aujourd’hui de plus en plus de problémes
de prises en charge et surtout de décisions thérapeutiques, face & un rajeunissement des
patientes porteuses d’anomalies cervicales et un age de gestation de plus en plus tardive. Dans
une démarche d’amélioration des pratiques cliniques a la Maternité Régionale de Nancy, nous
avons réalisé une étude mono-centrique, rétrospective sur analyse de dossiers gynécologiques,
portant sur des patientes traitées par conisation dans le cadre d’une dysplasie cervicale, entre

le 1" Janvier 2007 et le 31 Décembre 2009, a la Maternité Régionale Universitaire de Nancy.

1. LES OBJECTIFS PRINCIPAUX DE L’ETUDE

Notre ¢tude avait tout d’abord comme objectif d’étudier les caractéristiques des dysplasies
cervicales chez les patientes traitées par conisation a la Maternité Régionale de Nancy, avec
évaluation de la concordance diagnostique entre la cytologie — la colposcopie — I’histologie
pré-conisation avec comme examen de référence le résultat anatomopathologique sur piece de
conisation.

Notre étude avait également pour objectif d’évaluer dans le cadre des dysplasies cervicales
séveres, la valeur diagnostique de 'immunomarquage de la protéine pl6INK4a sur biopsie
cervicale, en vue d’une optimisation du mode de traitement des dysplasies cervicales a la
Maternité Régionale de Nancy.

Grace a un suivi de deux ans au minimum, nous avions €¢galement comme objectif d’évaluer
le taux de complications a distance apres traitement par conisation des dysplasies cervicales, a
type de sténoses et surtout de récidives de dysplasies, avec analyse de sa corrélation au degré
de sévérité anatomopathologique sur pieces de conisations et de la technique thérapeutique

utilisée.
2. LES OBJECTIFS SECONAIRES DE L’ETUDE
A travers notre étude, nous avions également comme objectif d’étudier les caractéristiques

épidémiologiques des patientes traitées pour dysplasie cervicale, avec notamment une

¢valuation de I’'importance des antécédents de néoplasie intra-épithéliale.
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Par ailleurs, nous avions comme objectif d’identifier les facteurs déterminants la sévérité des
néoplasies intra-épithéliales (type de FCU initial, aspect colposcopique initial, typage HPV,
présence d’HPV 16, immunomarquage de la protéine p16INK4a a la biopsie cervicale).

Notre ¢étude avait également comme objectif d’analyser la valeur diagnostique de la protéine
pl6INK4a des dysplasies cervicales de haut grade, dans des situations particulieres posant
actuellement des difficultés de décisions thérapeutiques, a savoir le traitement des patientes
présentant un frottis ASC-US et a la biopsie cervicale un CIN2.

Enfin, nous avions comme objectif d’analyser I’influence de I’age des patientes (plus ou
moins 30 ans) sur le degré de sévérit¢ des néoplasie intra-épithéliales, et la valeur
diagnostique de la protéine pl6INK4a pour les dysplasies cervicales de haut grade chez les

patientes de plus de 30 ans présentant un CIN2 a la biopsie cervicale.

1. RECUEIL DES DONNEES A LA MATERNITE REGIONALE DE NANCY

Les patientes incluses dans notre étude étaient prises en charge pour dysplasie cervicale et
traitées par conisation, quelque soit leur age et leur parité. Nous avions exclu toutes les
patientes aux antécédents de DES, présentant des dysplasies cervicales glandulaires ou un
adénocarcinome cervical sur piece de conisation, ainsi que les patientes dont le diagnostic ou

le traitement de la dysplasie cervicale était réalisé durant une grossesse.

Les criteres relevés lors de 1’étude de cette population concernaient en premier lieu son terrain
avec 1’age des patientes et leur parité. La présence d’un antécédent de frottis anormal était
noté, dans ce cas le type d’anomalie était décrite ainsi que les délais entre ce frottis anormal et
le frottis a I'origine de la procédure de conisation. La notion de traitement antérieur pour

dysplasie cervicale était également relevée.

Concernant la prise en charge de la Iésion de dysplasie cervicale, le résultat de 1’analyse
cytologique a I’origine de la procédure aboutissant a la réalisation d’une conisation était
recueilli selon la classification de Bethesda. Lorsque la recherche d’ADN a HPV ¢était
réalisée, on notait la présence ou non d’HPV oncogene, ainsi que la présence tout particuliére

de ’HPV16.
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Pour ce qui était de ’examen colposcopique, on relevait la visualisation ou non de la zone de
jonction squamo-cylindrique. Le type de caractérisation colposcopique cervicale lors de
I’examen a blanc et aprés imprégnation cervicale par de ’acide acétique et le lugol, était
déterminé. On différenciait ainsi la présence soit d’un ectropion pur, d’une transformation
épithéliale normale ou au contraire une transformation épithéliale anormale. Dans ce dernier
cas, on notait le type de transformation anormale retrouvée selon la classification de la société

frangaise de colposcopie et pathologie cervico-vaginale, ainsi que 1’étendue de ces anomalies.

Apres réalisation de biopsies cervicales sous contréle colposcopique, le résultat de 1’analyse
histologique aprés coloration a 1’hématoxyline/€osine était répertorié. L’évaluation de
I’immunomarquage de la protéine pl6INK4a était ensuite notée. Dans notre étude, un
immunomarquage positif correspondait a une présence diffuse de la protéine pl16INK4a au

sein des prélévements histologiques.

Les délais de prise en charge des patientes étaient calculés comprenant les délais entre le
frottis anormal ayant posé 1’indication d’un examen colposcopique avec biopsie cervicale, et
la réalisation de la biopsie cervicale ayant posé I’indication chirurgicale. De la méme facon le
délai séparant la biopsie cervicale et le traitement par conisation était relevé, ainsi que le délai
total de prise en charge des patientes depuis la découverte de I’anomalie cytologique jusqu’a

la réalisation de la conisation.

Concernant la procédure de conisation, il était noté la technique utilisée, le résultat de
I’analyse histologique aprés coloration a I’hématoxyline/€osine, le résultat de
I’immunomarquage pl16INK4a s’il a été réalisé, ainsi que les limites d’exéreses de la 1ésion

sur piece de conisation.
Enfin, les complications précoces du traitement par conisation étaient recherchées, a type

d’hémorragie immédiate (le jour de I’intervention), d’hémorragie secondaire (dans les 72h qui

suivaient la conisation), et d’infection cervico-utérine.
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2. RECCUEIL DES DONNEES DU SUIVI POST CONISATION

Notre population était constituée de deux groupes. Une partie des patientes était suivie au long
cours a la Maternité Régionale de Nancy. Le reste des patientes €taient prises en charge par
des confréres, exercant en cabinet de ville. Ces médecins (gynécologues et médecins
généralistes) ont étés sollicités a I’aide de questionnaires répertoriant les données du suivi des
patientes ayant eu une conisation a la Maternité Régionale de Nancy entre le 1¥ Janvier 2007

et le 31 Décembre 2009 (Annexe 4).

La présence d’une complication a distance était notée, a type de sténose ou de récidive de la
dysplasie cervicale. En cas de sténose, le délai de diagnostique était demandé, ainsi que le
type de traitement réalis¢ (dilatation cervicale au bloc opératoire notamment). En cas de
récidive de dysplasie cervicale, le type d’anomalie retrouvée et son délai d’apparition, ainsi
que le traitement réalis¢ devaient étre rapportés. Le dernier frottis cervico-utérin était

recueilli, ainsi que le délai le séparant du traitement de la dysplasie cervicale par conisation.

La saisie et I’analyse des données ont été effectuées a I’aide des logiciels Excel et SAS
version 9.1. Les variables qualitatives étaient exprimées en pourcentages et les variables
quantitatives par des moyennes et des médianes. La comparaison des pourcentages a été
réalisée au moyen du test du Chi? et si les conditions d’application n’étaient pas remplies un
test de Fisher a ét¢ utilisé, avec un intervalle de confiance a 95% et un seuil de significativité
a 0,05. Un test de Student a été utilisé pour la comparaison des moyennes des variables
quantitatives. Les résultats des tests étaient considérés comme significatifs lorsque p < 0,05.
L’¢évaluation de la concordance diagnostique des procédures réalisées pour le diagnostic des
Iésions de dysplasies cervicales a été réalisée par test kappa, dont la valeur était d’autant plus
meilleure que proche de 1. L’examen histologique sur piece de conisation faisait fois

d’examen de référence.
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IV. RESULTATS
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Nous allons développer dans un premier temps les résultats de I’analyse descriptive des
différents critéres de recueil, puis dans un second temps nous exposeront les résultats des

différentes analyses statistiques effectuées.

1. L’AGE

L’age moyen des patientes prises en charge a la maternité régionale de Nancy pour conisation
¢tait de 35,7 ans [34.6-36.8] avec un age minimal de 16 ans et maximal de 80 ans. La
répartition de ces patientes dans les différentes classes d’ages retrouvait 78 patientes agées de
moins de 25 ans (soit 19,70 %), 139 patientes agées de 26 a 35 ans (soit 35,10 %), et 179
patientes agées de plus de 35 ans (soit 45,20 %). Donc, dans notre étude prés d’un cinquiéme

des patientes traitées par conisation, étaient agées de moins de 25 ans.

2. LA PARITE

La parité moyenne des patientes incluses dans I’étude était de 1,20 enfant par patiente, avec
une médiane de 1 et un espace interquartile [0-2]. On retrouvait ainsi parmi nos patientes, 149
nullipares (soit 37,63%), 92 primipares (soit 23,23%), et 155 multipares (soit 39,14%). Ainsi

pres de 40% de nos patientes traitées par conisation, n’avaient pas eu d’enfant auparavant.

3. L’ORIGINE GEOGRAPHIQUE

Nous avions tenté de recueillir I’origine géographique des patientes, devant les différences
constatées dans la répartition géographiques de I’infection a HPV, mais malheureusement

cette donnée n’était indiquée que dans de rares cas. Donc, de part la faible exhaustivité du

recueil, cette caractéristique épidémiologique n’a pu €tre analysée.
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4. ANTECEDENTS DE DYSPLASIE CERVICALE

Parmi les 396 patientes, 94 d’entre elles présentaient des antécédents de dysplasie cervicale
(soit un taux de 23,74 %). Ainsi prés d’un quart de nos patientes présentait des antécédents de
dysplasie cervicale.

Il s’agissait, dans 14 cas (14,89%) d’antécédents de frottis ASCUS, dans 2 cas (2,13%)
d’ASC-H, dans 47 cas (50%) de LSIL, et dans 31 cas (32,98%) d’HSIL avec aucun cas de
Carcinome ¢épidermoide du col. Ainsi parmi les patientes avec antécédents de dysplasie
cervicale, la moiti¢ d’entre elles présentaient des antécédents de lésions de bas grade, pres
d’un tiers des antécédents de 1ésions de haut grade et les autres des anomalies cytologiques de

significations indéterminées.

Parmi ces patientes, 55 avaient déja eu un traitement pour dysplasie cervicale, soit 13,89% de
I’ensemble des patientes incluses, dont 31 traitées par vaporisation laser (soit 7,83%) et 24

avaient eu une conisation antérieur (soit 6,06%).

Le délai moyen de récidive de la dysplasie cervicale était de 33,46 mois, soit prés de trois ans
apres le diagnostic initial de néoplasie intra-épithéliale, avec une médiane a 18 mois et un

espace interquartile [7-48].

1. ANALYSE CYTOLOGIQUE

Parmi nos 396 patientes, 4 ont eu une reprise chirurgicale par conisation pour berges
chirurgicales non saines lors de 1’examen histologique de la pi¢ce de conisation lors de la

premicre intervention et n’ont donc pas eu de nouvelle évaluation cytologique cervicale.

Sur les 392 autres patientes, on retrouvait une majorité de frottis de haut grade avec 2 FCU
normaux (soit 0,51%), 1 frottis inflammatoire isolé (soit 0,26%), 57 frottis ASCUS (soit
14,54%), 42 frottis ASC-H (soit 10,71%), 119 frottis LSIL (soit 30,36%), 167 frottis HSIL
(soit 42,60%) dont 1 frottis HSIL avec risque d’invasion (soit 0,26%), 4 cas de frottis AGC
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(soit 1,02%) et aucun cas de frottis HGIL ni de Carcinome épidermoide diagnostiqué par

cytologie.

Ainsi parmi les patientes ayant eu une conisation, une grande majorité présentait des 1ésions

de haut grade (plus de 40% des cas), avec moins de 1% de FCU sans atypie.

FCU Effectif Pourcentage Effectif Pourcentage
cumulé cumulé

Sans atypie 3 0.77 3 0.77

ASC-US 57 14.54 60 15.31

ASC-H 42 10.71 102 26.02

LSIL 119 30.36 221 56.38

HSIL 167 42.60 388 98.98

Autres 4 1.02 392 100.00

Tableau 13 — Répartition des anomalies cytologiques pré-conisation.

2. ANALYSE COLPOSCOPIQUE

a. Jonction squamo-cylindrique

La jonction squamo-cylindrique étant le lieu initial de développement des néoplasies intra-
épithéliales, sa visualisation était un élément essentiel de 1’examen colposcopique.

Ainsi dans notre étude, 392 patientes ont eu un examen colposcopique. Dans 76 cas la
jonction entre I’épithélium cylindrique et stratifié était non visible (soit 19,39%) soit prés d’un

examen sur cing, et dans 316 cas la jonction était vue (soit 80,61%).

b. Résultats Colposcopiques

L’examen colposcopique retrouvait une transformation anormale dans 329 cas (soit 83,93%).
Pour les autres évaluations colposcopiques, on retrouvait soit un col normal dans 52 cas (soit

13,26%), soit un ectropion pur dans 5 cas (soit 1,28%) et enfin une transformation normale

dans 6 cas (soit 1,53%).
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Parmi les transformations anormales, on identifiait selon la classification de la SFCPCV 73
cas de TAGI (soit un taux de 22,19%), avec 66 cas de TAGla et 7 cas de TAGI1b, et 256 cas
de TAG2 (soit un taux de 77,81%) avec 235 cas TAG2a, 15 cas de TAG2b, 3 cas de TAG2c,

et 3 cas avec signes d’invasions.

Ainsi parmi les patientes ayant eu une conisation, I’impression colposcopique retrouvait une

transformation atypique de grade 2 dans pres de 80% des cas

Type de Transformation Effectif Pourcentage Effectif Pourcentage
Atypique a la Colposcopie cumulé cumulé
TAGI1 73 22.19 73 22.19

TAG?2 ou signes d’invasion 256 77.81 329 100.00

Tableau 14 — Répartition des anomalies colposcopiques selon la classification de la SFCPCV.

¢. Etendue des anomalies colposcopiques

Parmi les remaniements colposcopiques constatés, on retrouvait dans 31.04% des cas
I’atteinte d’un quadrant, dans 44,78% I’atteinte de deux quadrants, dans 6.87% 1’atteinte de

trois quadrants, et dans 17.31% Datteinte de quatre quadrants.

3. LE TYPAGE HPV

La recherche de I’ADN a HPV a été effectuée chez 109 patientes (soit 27,53% des patientes).
Dans 10 cas la recherche était négative (soit 9,17%), dans 3 cas on retrouvait des HPV non
oncogenes (soit 2,76%), et dans 96 cas des HPV oncogénes (soit 88,07%), dont 78 cas avec
présence d’HPV 16 (soit 71,56%).

Ainsi lorsque la recherche d’HPV était effectuée chez nos patientes traitées par conisation
pour dysplasie cervicale, celle-ci retrouvait la présence d’HPV a haut risque oncogeéne dans

une tres large majorité des cas et était dominée par 1’identification de ’'HPV 16.
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4. EXAMEN HISTOLOGIQUE A LA BIOPSIE CERVICALE

Parmi les 392 patientes ayant eu un examen colposcopique, 325 patientes avaient eu un
prélevement biopsique. Parmi les patientes n’ayant pas eu de biopsies cervicales, 4 avaient eu
une premicre conisation avec berges d’exéréses non saines et donc reprise chirurgical, pour
les autres la jonction squamo-cylindrique n’était pas visible posant 1’indication de conisation
diagnostique d’emblé. Il était a noter que certaines patientes avaient eu des biopsies cervicales

lors de I’examen colposcopique malgré une jonction squamo-cylindrique non visible.

L’analyse histologique des biopsies cervicales réalisées sous contrdle colposcopique, apres
coloration a I’hématoxyline-€osine, retrouvait sur les 325 biopsies réalisées, 11 cas de
biopsies normales (soit 3.38%), 16 cas de métaplasie (soit 4.93%), 26 cas de condylome et de
CIN1 (soit 8%), 145 cas CIN2 (soit 44.62%), 124 cas de CIN3 ou Carcinomes in situ (soit
38.15%) et 3 cas de Carcinomes invasifs (soit 0.92%).

On retrouvait donc aux biopsies cervicales pré-conisations une grande majorité de 1ésions de
haut grade, soit 83,69% des cas, avec tout de méme une prédominance de CIN2 lors de ces

biopsies cervicales (44,62%).

Anatomopathologie sur Effectif Pourcentage  Effectif Pourcentage
Biopsie cumulé cumulé
Sans atypie 27 8.31 27 8.31

CINI ou Condylome 26 8,00 53 16.31

CIN2 145 44.62 197 60.93

CIN3 ou + 127 39.07 325 100.00

Tableau 15 — Répartition des anomalies histologiques sur biopsies cervicales réalisées sous controle

colposcopique.

117



5. IMMUNOMARQUAGE DE LA PROTEINE pl6INK4a A LA BIOPSIE
CERVICALE

Sur I’ensemble des biopsies réalisées, 1’é¢tude de I’immunomarquage de la protéine p16INK4a
¢tait effectuée dans 167 biopsies cervicales a partir des mémes échantillons histologiques que
ceux ayant servi a I’analyse nucléo-cytoplasmique aprés coloration a 1’hématoxyline-éosine,
soit plus de la moitié des cas (51,38%).

La positivité était caractérisée par un marquage diffus de la protéine pl16INK4a. Celui-ci était

négatif dans 13 cas (soit un taux de 7,78%), positif dans 154 cas (soit un taux de 92,22%).

Ainsi une majeure partie des patientes ayant eu une conisation, présentaient un marquage

positif de la protéine p16INK4a a la biopsie cervicale lorsque celle-ci était recherchée.

6. DELAIS DE PRISE EN CHARGE

Le délai moyen entre le FCU anormal ayant posé 1‘indication d’examen colposcopique et la
biopsie cervicale était de 1.62 mois avec une médiane de 1 mois [1-2].

Le délai moyen entre la biopsie cervicale sous contrdle colposcopique ayant posé l‘indication
chirurgicale et la conisation était de 2.91 mois avec une médiane de 3 mois [2-4].

Le délai moyen total de prise en charge des patientes présentant une néoplasie intra-épithéliale
cervicale suspecte de lésion de haut grade a la Maternité Régionale de Nancy était de 4,58
mois avec une médiane de 4 mois [3-5] depuis le FCU anormal jusqu’au moment de la

conisation.

Ainsi la majorité des patientes suspectes de présenter une lésion cervicale de haut grade
avaient eu une prise en charge rapide, de moins de cinq mois, pour la réalisation de la

thérapeutique par conisation.

1. TECHNIQUE DE CONISATION

La quasi-totalité des conisations ont été réalisées avec une anse diathermique soit 392 sur 396

des conisations et un taux de 98,99%. Parmi elles, on avait utilisé pour 217 conisations une
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anse de Fisher (soit 54,80 %) et pour les 175 autres une anse de Erbé (soit 44,19 %). Pour les
conisations restantes, on retrouvait 4 conisations par Laser (soit 1,01 %) et aucune conisation

n’a été réalisée a la lame froide.

2. ANALYSE HISTOLOGIQUE NUCLEO-CYTOPLASMIQUE

a. Evaluation morphologique apres coloration a I’hématoxyline-éosine

L’analyse histologique définitive des anomalies nucléo-cytoplasmiques cervicales sur pieces
de conisations retrouvait sur les 396 piceces de conisations, 17 cas de conisations sans aucune
anomalies (soit 4.29%), 2 cas présentant des remaniements inflammatoires (soit 0,51%), 46
cas de métaplasies (soit 11.62%), 28 cas de condylomes et de CINI (soit 7,07%), 72 cas de
CIN2 (soit 18,18%), et 227 cas de CIN3 ou Carcinome in situ (soit 57.32%), et 4 cas de

Carcinome invasif (soit 1.01%).

Anatomopathologie a la  Effectif Pourcentage Effectif Pourcentage
Conisation cumulé cumulé
Sans Atypie 65 16,42 65 16,41

CINI 28 7,07 93 23.48

CIN2 72 18.18 165 41.67

CIN3 ou + 231 58.33 396 100.00

Tableau 16 — Répartition des anomalies histologiques sur piéces de conisations aprés coloration a

I’hématoxyline-éosine.
On pouvait ainsi dire que sur le controle histologique définitif, on retrouvait 16,41% de

conisations sans atypies et 76,51% de confirmation de 1ésions de haut grade (CIN2, CIN3 et

Carcinome invasif).
b. Limites d’exérése de la lésion
Parmi I’ensemble des conisations réalisées, les limites d’exéréses étaient saines dans 382 cas

(soit un taux de 96.46%), avec une marge d’exérese > 5 mm dans 256 cas (soit un taux de

67,02%), et <5 mm dans 126 cas (soit un taux de 32,98%). Les limites d’exéréses €taient non
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saines dans 14 cas (soit un taux de 3,54%), Parmi ces patientes, 4 ont eu une seconde
conisation pour berges d’exéréses non saines, et les autres avaient fait le choix d’un traitement

radical par hystérectomie.

2. IMMUNOMARQUAGE DE LA PROTEINE pl6INK4a SUR PIECE DE
CONISATION

Sur I’ensemble des pieces de conisations, I’évaluation de I’immunomarquage de la protéine
pl6INK4a a été réalisée dans 95 cas (soit un taux de 23,99%) afin de préciser le diagnostic
final.

Ce marquage ¢était négatif dans 35 cas (soit un taux de 36,84%) et positif dans 60 cas (soit un

taux de 63,16%).

Ainsi I’évaluation du marquage de la protéine pl6INK4a sur piece de conisation était loin

d’étre systématique.

La seconde partie de notre analyse consistait en une mise en corrélation des différents
résultats obtenus par explorations cytologiques, colposcopiques et histologiques, dans un but

d’évaluer leur valeur diagnostique pour les Iésions de dysplasies de haut grade.

1. RELATION CYTO-COLPOSCOPIQUE

La confrontation des résultats cytologiques aux examens colposcopiques nous permettait de
mettre en évidence une relation forte entre le degré de sévérité cytologique et la sévérité de

I’impression colposcopique.

Les résultats cytologiques des 326 patientes ayant eu une évaluation colposcopique avec

présence d’une transformation anormale, ont ainsi été comparés aux données de celle-ci. Cette
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analyse a été réalisée apres exclusion des 3 frottis AGC qui correspondaient a 2 colposcopies
de type TAG2 et 1 colposcopie de type TAGI.

Ainsi, parmi les patientes présentant un FCU de haut grade HSIL, 86,99% présentaient des
anomalies séveres a la colposcopie de type TAG2. Et parmi les patientes présentant un TAG2
a la colposcopie, la grande majorité avait eu un frottis de haut grade HISL soit 50%, lors de
I’évaluation cytologique initiale. Parmi les colposcopies de type TAGI, les résultats
cytologiques étaient majoritairement des anomalies de bas grade (28,71%) ou de signification
indéterminée (ASC-US=34,04% et ASC-H=25%). On retrouvait donc une relation croissante

entre le degré de sévérité cytologique et le degré de sévérité colposcopique.

L’analyse statistique évaluant la relation entre les résultats cytologiques et colposcopiques
chez nos patientes, a été réalisée par test de Fisher, car I'un des effectifs était inférieur a 5.
Cette analyse, retrouvait une relation statistiquement significative entre le degré de sévérité

cytologique au FCU et le degré de sévérité des anomalies colposcopiques avec un p=0,0026.

Relation liant le FCU et I’examen colposcopique

FCU Anormal Type de Transformation Atypique P
Effectif TAGI TAG?2 ou Signes  Total 0,0026
Pourcentage ligne/colonne d’Invasion
ASC-US 16 31 47
34,04/21,91 65,96/12,11
ASC-H 8 24 32
25/10,96 75/9,38
LSIL 29 72 101
28,71/39,73  71,29/28,13
HSIL 19 127 146
13,01/26,03 86,99/49,61
Autres 1 2 3
33,33/1,37 66,67/0,78
Total 73 256 329

Tableau 17 — Evaluation statistique de la relation liant les résultats cytologiques et colposcopiques a I’origine

des conisations.
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Dans un second temps, nous avions exclu I’échantillon « Autres » contenant 3 cas de frottis
avec anomalies glandulaires, permettant la réalisation d’un test de Chi?2 (car aucun échantillon

< 5). Cette analyse statistique confirmait les premicres données, avec p=0.0021.

2. RELATION CYTO-HISTOLOGIQUE

Les résultats de I’analyse cytologique étaient ensuite confrontés a ceux obtenus par 1’examen
histologique sur biopsies cervicales, afin d’évaluer la valeur diagnostique d’une cytologie
cervicale avec anomalie de haut grade pour le diagnostic de néoplasie intra-épithéliale de haut

grade.

Cette analyse a été réalisé aprés exclusion des frottis AGC qui de part leur faible effectif
limitait I’analyse statistique. Elles correspondaient a 1 cas de biopsie normale et 2 cas de

biopsies CIN3.

Parmi les frottis de haut grade (HSIL), la majorité des biopsies cervicales retrouvaient des
dysplasies de haut grade (CIN2 et 3) a I’histologie soit un total de 86,67%, avec au minimum
une CIN2 (soit 37,67%) ou une CIN3 (soit 50%).

Pour ce qui était des frottis de bas grade (LSIL), la majorité des biopsies étaient classées en
CIN2 (soit 55,67%) avec beaucoup moins de CIN3 ou de 1ésions plus séveres (soit 29,29%).
Parmi les frottis de significations indéterminées, on retrouvait également une majorité de
biopsies CIN2 pour les ASC-US (soit 35,30%) et de biopsies CIN3 pour les ASC-H (soit
44,12%). Mais c’est également dans cette catégorie que ’on retrouvait le plus de biopsies
normales malgré les limites d’interprétation du fait du faible effectif.

Ainsi la sensibilité diagnostique de la cytologie pour le diagnostic de 1ésions de haut grade sur
biopsies cervicales était de 47,06%, la spécificité était quand a elle de 20%, la VPP de 87,67
et la VPN de 18,18%.

L’¢évaluation de la relation statistique entre I’analyse cytologique a la 1’origine de la procédure
de conisation, et I’examen anatomopathologique aprés prélévements biopsiques sous contrdle
colposcopique a été réalisé par test de Fisher, car I’'un des effectifs était inférieur a 5.

Ainsi une relation statistiquement significative était retrouvée entre le degré de sévérité

cytologique et le degré de sévérité des anomalies histologiques avec p=0.0284.
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Ces résultats étaient confirmés de part des Odds Ratios élevés, lors de I’évaluation statistique
de la relation entre frottis ASC-US et biopsies CIN2, frottis ASC-H et biopsies CIN3, frottis
LSIL et biopsies CIN2 et entre frottis HSIL et biopsies CIN3 ou Iésion invasive.

Relation liant le résultat du FCU et ’examen histologique sur biopsie cervicale

FCU Anormal Anatomopathologie a la Biopsie P

Effectif Sans atypie  Condylome CIN2 CIN3 ou+ Total 0.0284

Pourcentage ou CIN1

ligne/colonne

ASC-US 6 3 24 12 45
13,33/25 6,67/11,54  53,33/16,55 26,67/9,45

ASC-H 4 3 12 15 34
11,76/16,67  8,82/11,54  35,30/8,28  44,12/11,81

LSIL 5 11 54 27 97
5,15/20,83 11,34/42,31 55,67/37,24 27,84/21,26

HSIL 9 9 55 73 146
6,16/37,50 6,17/34,61  37,67/37,93 50/57,48

Total 24 26 145 127 322

Tableau 18 — Evaluation statistique de la relation liant les résultats cytologiques a I’origine des conisations et

histologiques sur biopsies cervicales.

Lorsqu’on s’est intéressé a la relation entre 1’anomalie cytologique au FCU a I’origine de la
procédure de conisation, et le résultat anatomopathologique sur piece de celle-ci, un lien
statistiquement significative au seuil de 5% a également été retrouvé (p<0.0001). Nous avions
fait le choix d’exclure de cette analyse les frottis normaux (au nombre de 3) qui
correspondaient tous a des conisations sans aucune anomalie dysplasique et les frottis AGC
(au nombre de 4) qui correspondaient & une conisation normale et 3 conisations avec des
l1ésions de CIN3. Ce choix s’expliquait par le trés faible effectif de ces deux groupes entravant
la réalisation de I’analyse statistique. 4 patientes n’avaient pas eu de frottis initial.

Ainsi on retrouvait également une relation statistiquement négative entre un FCU ASC ou
LSIL et un CIN3 ou Iésion invasive a la conisation. A contrario, on retrouvait une relation

statistique positive entre un FCU HSIL et une dysplasie cervicale de haut grade a la conisation
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avec une prédominance de CIN3 soit un taux de 75.45% de conisations de type CIN3 ou plus
et trés peu de conisations normales ou de bas grade (respectivement 6,59% et 5,39%).

Ainsi la sensibilité diagnostique de la cytologie pour les 1ésions de haut grade sur pieces de
conisations était de 49,16%, la spécificité était quand a elle de 76,74%, la VPP de 88,02% et
la VPN de 30.28%.

Relation liant ’Anomalie au FCU et I’examen Anatomopathologique a la Conisation

FCU Anatomopathologie a la Conisation

Anormal

Effectif Sans atypie Condylome CIN2 CIN3 ou + Total P

Pourcentage ou CINI <0.0001

ligne/

colonne

ASC-US 13 2 15 27 57
22,81/22,41 3,51/7,14 26,32/20,55 47,36/11,95

ASC-H 11 1 7 23 42
26,19/28,95 2,38/3,57 16,67/9,59  54,76/10,18

LSIL 23 16 30 50 119
19,33/39,55 13,45/57,14 25,21/41,10 42,01/22,12

HSIL 11 9 21 126 167
6,59/1,89 5,39/32,15  12,57/28,76  75,45/55,75

Total 58 28 73 226 385

Tableau 19 — Evaluation statistique de la relation liant les résultats cytologiques a I’origine des conisations et

histologiques sur piéces de conisations.

3. RELATION COLPO-HISTOLOGIQUE

Par la suite, était réalisée une confrontation des résultats des examens colposcopiques aux
résultats des analyses histologiques sur biopsies cervicales. Celle-ci nous permettait de mettre
en ¢évidence une relation forte entre le degré de sévérité colposcopique et la sévérité des
résultats histologiques sur biopsie cervicale.

Parmi les 1ésions de bas grade (Condylome ou CIN1), la majorité des patientes avaient un

TAG1 a la colposcopie (soit 64%), alors que parmi les 1ésions de haut grade, la majorité

124



d’entre elles présentaient un TAG2 a la colposcopie (soit 89,81%), avec respectivement pour
les CIN2 un taux de 83,45% et pour les CIN3 un taux de 82,68% de TAG2 et beaucoup moins
de TAGI, respectivement 33,82% et 32,35%.

Ainsi la sensibilité¢ diagnostique de la colposcopie pour les Iésions de haut grade sur biopsies
cervicales était de 83,08%, la spécificité¢ était de 48,94%, la VPP de 90,20% et VPN de
33,82%.

L’¢évaluation statistique de la relation entre I’examen colposcopique ayant abouti a la
réalisation de biopsie cervicale et I’examen histologique sur biopsie cervicale était réalisée par
test de Fisher, car I'un des effectifs était inférieur a 5.

Cette analyse statistique mettait ainsi en évidence une relation significative entre la sévérité
des anomalies colposcopiques et la sévérité des dysplasies cervicales histologiques sur

biopsies cervicales avec un p < 0.0001.

Relation liant ’examen colposcopique et ’examen histologique sur biopsie

cervicale

Colposcopie Anatomopathologie a la Biopsie P

Effectif Sans atypie Condylome CIN2 CIN3 ou+  Total <0.0001

Pourcentage ou CIN1

ligne/

colonne

TAGI 7 16 23 22 68
10,30/31,82 23,53/64 33,82/16,55 32,35/17,32

TAG2 15 9 116 105 245
6,12/68,18  3,67/36 47,35/83.45 42,46/82,68

Total 22 25 139 127 313

Tableau 20 — Evaluation statistique de la relation liant les résultats colposcopiques a I’origine des biopsies

cervicales et histologiques sur biopsies cervicales.

L’analyse statistique évaluant la relation entre les anomalies colposcopiques constatées et les
résultats histologiques a la conisation, mettait également en évidence un lien statistiquement

significatif au seuil de 5% (p=0,0048).
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Ainsi la grande majorité des dysplasies de haut grade a la conisation étaient associées a une
colposcopie de type TAG 2 surtout dans le cas des CIN3 avec 76,67% de TAG2, mais
¢galement pour les CIN2 avec 82,86% de TAG2. La sensibilité diagnostique des colposcopies
de type TAG2 pour les dysplasies cervicales de haut grade était de 81,48%, mais la spécificité
¢tait plus faible de 38,98%, la VPP de 85,93% était bonne et la VPN était de 31,51%.

Relation liant [D’examen colposcopique et [’examen histologique sur piéces de

conisations

Colposcopie Anatomopathologie a la conisation P

Effectif Sans atypie  Condylome CIN2 CIN3 ou+ Total 0,0048

Pourcentage ou CINI

ligne/

colonne

TAGI 11 12 14 36 73
15,07/29,73 16,44/54,55 19,18/23,33 49,31/17,14

TAG2 26 10 46 174 256
10,15/70,27  3,91/45,45  17,97/76,67 67,97/82,86

Total 37 22 60 210 329

Tableau 21 — Evaluation statistique de la relation liant les résultats colposcopiques a l’origine des conisations

et histologiques sur piéces de conisations.

Enfin, a I’analyse statistique évaluant la relation entre 1’étendue des anomalies colposcopiques
constatées et le résultat anatomopathologique a la conisation, on ne mettait pas en évidence de
relation statistiquement significative au seuil de 5% (p=0.7077). L’analyse a porté sur les 335
patientes qui présentaient une transformation a la colposcopie (329 transformations anormales
et 6 transformations normales). On peut néanmoins noté que la grande majorité des dysplasies
de haut grade avaient une importante étendue des anomalies colposcopiques avec atteinte des

4 quadrants dans 74,14% des cas de CIN3 et Iésions invasifs.
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Relation liant ’étendu des anomalies colposcopiques et les résultats histologiques a la

Conisation
Etendue Anatomopathologie a la conisation P
Effectif Sans CINI1 ou CIN2 CIN3 ou Total 0.7077
Pourcentage ligne atypie Condylome +
1 quadrant 14 8 21 61 104
13,46 7,69 20.19 58.66
2 quadrants 18 9 30 93 150
12 6 20.00 62.00
3 quadrants 2 3 3 15 23
8,70 13,04 13.04 65.22
4 quadrants 5 2 8 43 58
8,62 3,45 13.79 74.14
Total 39 22 62 212 335
Tableau 22 — Evaluation statistique de la relation liant I’étendue des anomalies colposcopiques et les

résultats histologiques su piéces de conisations.

Parmi les patientes avec jonction squamo-cylindrique non visible on retrouvait parmi les

résultats anantomopathologiques sur pi¢ce de conisation, 26 cas sans atypies (soit 34,21%), 10

cas de CINI1 (soitl13,16%), 14 cas de CIN2 (soit 18,42%), et 26 cas de CIN3 et plus (soit

34,21%). On mettait donc en évidence 52,63% de lésions de haut grade sur piéces de

conisations parmi les colposcopies sans visualisation de la squamo-cylindrique, avec

néanmoins plus d’un tiers de conisations sans anomalies.

Anatomopathologie a la conisation Effectif = Pourcentage Effectif  Pourcentage
lorsque la jonction était non vue cumulé  cumulé
Sans atypie 26 34,21 26 34,21

CINI ou Condylome 10 13,16 36 47,37

CIN2 14 18,42 50 65,79

CIN3 ou + 26 34,21 76 100.00

Tableau 23 — Evaluation de la répartition des résultats anatomopathologiques sur piéces de conisations chez

les patientes sans visualisation de la jonction squamo-cylindrique.
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4. EVALUATION DE LA RELATION ENTRE EXAMENS HISTOLOGIQUES SUR
BIOPSIES CERVICALES ET SUR PIECES DE CONISATIONS.

La confrontation des résultats histologiques sur biopsies cervicales a ceux retrouvés sur pieces

de conisations permettait de mettre en évidence une relation forte entre ces deux examens.

On retrouvait parmi les biopsies de bas grade, une majorité de 1ésions sans atypies soit un taux
de 38,46 %, un grand nombre de 1€sions sous évaluées avec 11,54 % de CIN2 et 26,92% de
CIN3, et seulement 23,08 % de Iésions concordantes de CIN1,

Pour les biopsies CIN2, il y avait une nette prédominance de 1ésions également sous évaluées
avec un taux de 53,10 % de conisations CIN3 ou plus, seulement 31,05 % de lésions
concordantes CIN2, et seulement 15,97 % de lésions sur-évaluées de type CIN1 (soit 6,90 %)
et sans atypies (soit 8,97 %).

Parmi les biopsies CIN3, on retrouvait une grande majorité de conisations concordantes avec
88,89 % de CIN3 ou plus, 6,30 % de CIN2, et seulement 1,57 % de CIN1 et 3,15 % sans
atypies.

Ainsi la sensibilité diagnostique des biopsies cervicales pour les dysplasies de haut grade était

de 90,67% et la spécificité basse de 49,12%., la VPP de 89,34% et la VPN de 52,83%.

L’analyse statistique évaluant la relation entre les résultats anatomopathologiques des biopsies
cervicales et les résultats anatomopathologiques sur pieces de conisations, mettait en évidence
un lien statistiquement significatif au seuil de 5% (p=<0.0001) pour le diagnostic de Iésions

de dysplasies cervicales de haut grade.
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Relation liant le résultat histologique a la biopsie cervicale et a la conisation

Anatomo- Anatomopathologie a la Conisation P

pathologie ala  Sans atypie CINI ou CIN2 CIN3 ou+  Total <0.0001

Biopsie Condylome

Effectif

Pourcentage

Ligne/colonne

Sans atypie 9 3 4 11 27
33,34/25 11,11/14,29  14,81/6,67 40,74/5,29

CINI ou 10 6 3 7 26

Condylome 38,46/27,78  23,08/28,57 11,54/5 26,92/3,66

CIN2 13 10 45 77 145
8,97/36,11  6,90/47,62  31,03/75  53,10/37,02

CIN3 ou + 4 2 8 113 127
3,15/11,11  1,57/9,52 6,30/13,33 88,98/54,33

Total 36 21 60 208 325

Tableau 24 — Evaluation statistique de la relation liant les résultats histologiques sur biopsies cervicales et

sur piéces de conisations.

Cette analyse statistique nous permettait d’évaluer la concordance entre les examens

anatomopathologiques réalisées sur fragments biopsiques sous controle colposcopique, et

ceux des examens anatomopathologiques définitifs sur pieces de conisations. Cette

concordance était évaluée a I’aide d’une forme de notation multiple de statistique kappa. Les

valeurs de kappa étaient indiquées comme une mesure de la concordance entre les examens

pathologiques du panel, dans laquelle les effets du hasard étaient corrigés.

Le test de kappa permettait de déterminer un coefficient de concordance kappa pondéré

mesuré a (0.4378 significativement supérieur a 0 (p < 0,0001), mais avec un résultat qui restait

néanmoins moyen.
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Afin d’évaluer la valeur diagnostique de la protéine pl6INK4a dans les dysplasies cervicales
de haut grade, nous avions d’abord évalué sa valeur diagnostique sur fragments de biopsies

cervicales.

Ainsi nous avions constaté que la protéine pl6INK4a était rarement exprimée sur biopsie
cervicale lorsque a postériori I’examen anatomopathologique de celle-ci était normal (75%
des biopsies normales étaient pl6INK4a négatives). A contrario, lorsque [’examen
anatomopathologique de la biopsie cervicale retrouvait une dysplasie de haut grade, le
marquage de la protéine pl6INK4a était positif dans 99,02% des CIN2 et dans 100% des
CIN3.

Ainsi la sensibilité diagnostique du marquage pl16INK4a des dysplasies de haut grade était de
99,28% et la spécificité de 44,44%, la VVP de 90,26% et la VPN de 92,31%.

Ces résultats plaidaient fortement en faveur d‘une bonne valeur diagnostique de
I’immunomarquage de la protéine pl6INK4a des dysplasies cervicales de haut grade du col
utérin. Cette relation était évaluée par analyse statistique a I’aide d’un test de Fisher

retrouvant un p statistiquement significatif < 0.0001.
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Relation liant le marquage P16 sur biopsie et I’examen anatomopathologique a la

biopsie
Anatomopathologie a la Biopsie pl6INK4a a la Biopsie P
Effectif Négatif Positif Total <0.0001
Pourcentage ligne/colonne
Sans atypie 3 1 4
75.00/23.08 25.00/0.65
Condylome ou CINI 9 14 23
39.13/69.23 60.87/9.09
CIN2 1 101 102
0.98/7.69 99.02/65.58
CIN3 ou Invasion 0 38 38
0.00/0.00 100.00/24.68
Total 13 154 167

Tableau 25 — Evaluation statistique de la relation liant I’'immunomarquage pl16INK4a sur biopsies cervicales

et les résultats histologiques sur biopsies cervicales.

Ensuite pour évaluer la valeur diagnostique de la protéine pl6INK4a dans les dysplasies
cervicales de haut grade, nous avions pris comme examen de référence I’examen
anatomopathologique sur piéces de conisations, que 1’on a comparé aux résultats de
I’immunomarquage de la protéine p16INK4a sur fragments biopsiques.

On retrouvait ainsi sur I’ensemble des biopsies avec réalisation d’un immunomarquage de la
protéine pl6INK4a seulement 13 biopsies pl6INK4a négatives, soit un taux de 7,78 % des
biopsies avec évaluation de la protéine pl6INK4a. 4 piéces opératoires étaient indemnes de
toute 1ésion dysplasique, soit un taux de 1,23 %.

On identifiait parmi les biopsies pl16INK4a positives, une grande majorité de conisations avec
lésions de haut grade avec un taux de 84,42 %, comprenant 24,03 % de CIN2, et 60,39 % de
CIN3, et seulement 14,94 % de 1ésions de bas grade.

Alors que ’on retrouvait parmi les biopsies pl6INK4a négatives une grande majorité de
conisations avec des 1ésions de bas grade (soit un taux de 46,15 %), ce lien était probablement
sous estimé de part le faible effectif de ce groupe, mais renforcé par la présence de beaucoup

moins de Iésions de haut grade avec 23,08 % de CIN2, et 23,08 % de CIN3 ou plus.
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L’analyse statistique évaluant la relation entre I’'immunomarquage de la protéine pl6INK4a
sur biopsies cervicales et les résultats anatomopathologiques sur piéces de conisations, mettait
en évidence un lien statistiquement significatif au seuil de 5% (p=0.004). Ce résultat se

confirmait apres regroupement des dysplasies cervicales de haut grade avec un p = 0.003.

L’analyse de la valeur diagnostique de I'immunomarquage de la protéine pl6INK4a isolé,
retrouvait une sensibilit¢ de 95,58% et une spécificité de 22,59%, une valeur prédictive
positive de 84,41% et négative de 53,85%.

Ainsi parmi les dysplasies de haut grade, 95,59% présentaient un marquage pl16INK4a positif
avec 4,41% de faux négatifs de la p16INK4a.

L’évaluation de cette relation se heurtait a une difficulté, le faible effectif des patientes avec
un marquage pl6INK4a négatif, soit 13 cas avec autant de lésions sans atypies ou de bas

grade que de 1ésions de haut grade sur piéces de conisations.

Relation liant [D’immunomarquage la pl6INK4a a la Biopsie et le résultat

Anatomopathologique a la Conisation

P16INK4a a la Biopsie Anatomopathologie a la Conisation  Total P
Effectif Sans atypie ou CIN2 ou + 0.003
Pourcentage ligne/colonne bas grade
Négatif 7 6 13
53,85/22.58 46,15/4.41
Positif 24 130 154
15,58/77.42 84,42/95.59
Total 31 136 167

Tableau 26 — Evaluation statistique de la relation liant I'immunomarquage pl6INK4a et les résultats
histologiques sur piéces de conisations aprés regroupement des dysplasies en lésions de bas grade ou sans

atypie de et les lésions de haut grade.

Si I’on s’intéressait a la situation particuliére des patientes ayant présenté un frottis ASC-US
avec a la biopsie une CIN2, on répertoriait 18 patientes avec toutes un marquage p16INK4a
positif sur biopsies cervicales. Apres réalisation d’une conisation, on retrouvait chez 16
d’entre elles une 1ésion de haut grade soit une sensibilité de 100%. Cette analyse était tres

limitée de part le faible effectif de ce sous-groupe.
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Relation liant la pl6INK4a a la Biopsie et I’examen Anatomopathologique a la

Conisation en cas de Frottis ASC-US et Biopsie CIN2

pl6INK4a a la Biopsie Anatomopathologie a la Conisation Total

Effectif Sans atypie CIN2 ou +

Pourcentage ligne ou bas grade

Négatif 0 0 0
0,00 0,00 0,00

Positif 2 16 18
11,11 88,89 100

Total 2 16 18

Tableau 27 — Evaluation statistique de la relation liant immunomarquage pl16INK4a sur biopsies et les

résultats histologiques sur piéces de conisations, chez les patientes avec frottis ASC-US et biopsies CIN2

On s’est ensuite intéressé a une autre situation particuliere qu’était celle des patientes de

moins de 30 ans ayant présenté a la biopsie cervicale une CIN2, afin d’évaluer la valeur

diagnostique du marquage p16INK4a sur biopsie cervicale des 1ésions de haut grade sur piece

de conisation. On répertoriait 54 patientes dans cette situation mais avec une seule d’entre

elles présentant une biopsie CIN2 et immunomarquage pl6INK4a négatif sur biopsie

cervicale, malgré la présence d’une dysplasie de haut grade a la conisation. Tandis que parmi

les biopsies CIN2 et marquage pl6INK4a positif, 88,68% se confirmaient comme étant des

I1ésions de haut grade CIN2 ou plus. Cette analyse était ¢galement trés limitée de part le faible

effectif de ce sous-groupe.

133



Relation liant la pl16INK4a a la Biopsie et l’examen anatomopathologique a la

Conisation chez les patientes de moins de 30 ans avec Biopsie CIN2

pl6INK4a a la Biopsie Anatomopathologie a la Conisation Total

Effectif Sans atypie ou CIN2 ou +

Pourcentage ligne bas grade

Négatif 0 1 1
0,00 100

Positif 6 47 53
11,32 88,68

Total 6 48 54

Tableau 28 — Evaluation statistique de la relation liant I’immunomarquage pl16INK4a sur biopsies et les

résultats histologiques sur piéces de conisations, chez les patientes de moins de 30 ans avec biopsies CIN2.

Par la suite nous avions évalué chez lez patientes présentant un immunomarquage positif de la
protéine p16INK4a sur fragments biopsiques, la relation entre 1’examen anatomopathologique
sur biopsie et le résultat de I’examen anatomopathologique définitive sur piece de conisation.
L’analyse statistique, retrouvait ainsi un lien statistiquement significatif entre ces deux

examens au seuil de 5% (p=<0.0001).

Ainsi on retrouvait parmiles 1ésions de bas garde a la biopsie cervicale aucun examen
négatifs, 53,33 % de Iésions bas grade concordantes, 20 % de CIN2 et 26,67 % de CIN3 ou
plus.

Parmi les biopsies CIN2, on retrouvait 2,63 % d’examens négatifs, 14,85 % de lésions bas
grade, 30 % de Iésions CIN2 concordantes et, 55,45 % de CIN3 ou plus.

Parmi les biopsies CIN 3 et plus, on ne retrouvait aucune lésion bas grade, 10,53 % de lésions
CIN2 et 86,84 % de CIN3 ou plus concordantes.

Ainsi I’évaluation de la valeur diagnostique de Iésions de haut grade sur pieces de conisations
a partir des biopsies cervicales chez les patientes porteuses d’un marquage pl6INK4a positif
retrouvait une sensibilit¢ de 94,62%, une spécificit¢ de 33,33%, une VPP de 88,48% et VPN
de 53,33%.
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Relation liant chez les patientes p16INK4a positive a la biopsie, I’examen histologique

sur biopsie et a la conisation

Anatomo- Anatomopathologie a la Conisation P

pathologie a la Sans atypie CINI ou CIN2 CIN3 ou Total <0,0001

Biopsie Condylome +

Effectif

Pourcentage ligne

Sans atypie 0 0 0 0 0
0.00 0.00 0.00 0.00

CINI ou 0 8 3 4 15

Condylome 0.00 53,33 20.00 26.67

CIN2 0 15 30 56 101
0.00 14.85 15.084 55.45

CIN3 ou + 1 0 4 33 38
2.63 0.00 10.53 86.84

Total 1 23 37 93 154

Tableau 29 — Evaluation statistique chez les patientes avec immunomarquage positif de la pl16INK4a sur

biopsie de la relation liant les résultats histologiques sur biopsies cervicales et piéces de conisations.

Cette analyse statistique nous permettait d’évaluer la concordance des deux examens
anatomopathologiques chez lez patientes pl6INK4a positives. Cette concordance était
¢valuée par un test de kappa permettant de déterminer un coefficient de concordance kappa
pondéré qui était égal a 0.3613. Néanmoins dans cette association significative entre les 2
examens histologiques, la concordance restait moyenne, bien que significativement supérieure

4 0 (p<0,0001).

L’analyse statistique ¢valuant la relation entre 1’dge des patientes et le résultat

anatomopathologique a la conisation, retrouvait une relation statistiquement significative au

135



test de Fisher p = 0.0129. Par ailleurs, on a constaté que les valeurs les plus élevées du test
¢taient retrouvées lors de I’association age inférieur ou égale a 25 ans et conisation de bas

grade, age supérieur a 35 ans et conisation ne retrouvant aucune anomalie dysplasique.

L’analyse statistique évaluant la relation entre la parité des patientes et le résultat
anatomopathologique a la conisation, retrouvait une tendance a une parité plus élevée chez les
femmes présentant un résultat normal pour I’examen anatomopathologique sur piece de
conisation, bien que cette tendance ne soit pas statistiquement significative au seuil de 5%
(p=0.0597).

Pour ce qui était des conisations avec dysplasies cervicales, les parités des patientes étaient

assez comparables.

Relation liant I’dge des patientes et I’examen anatomopathologique a la conisation

Médiane et  Anatomopathologie a la conisation

espace Sans atypie  Condylome ou  CIN2 CIN3 ou + P
interquartile  N=17 CINI N=76 N=72 N=231

Age 50 [44;60] 36,5 [28,5;45] 30,5[25,5;40] 34 [27;40]  0.0129
Parité 2[1;3] 1[0;2] 1 [0;2] 1[0;2] 0.0597

Tableau 30 — Evaluation statistique de la relation liant I’dge et la parité des patientes avec les résultats

histologiques sur piéces de conisations.
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Figure 24 — Evaluation de la répartition de a. I’dge et la b. la parité des en fonction des résultats

histologiques sur piéces de conisations.
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On notait chez 94 de nos patientes, des antécédents de dysplasies cervicales. On s’est donc
intéressé la relation entre le type d’anomalie rencontré dans 1’antécédent des patientes et le
résultat histologique définitif sur piéce de conisation, pour savoir si leurs degrés de sévérités
seraient liés.

L’analyse statistique effectuée a 1’aide d’un test de Fisher ne retrouvait pas de relation
significative entre ces deux éléments (p=0,45). La sévérité de la dysplasie antérieure ne

semblait pas intervenir dans le résultat histologique final sur piéce de conisation.

Relation liant les Antécédents de FCU anormal et I’examen Anatomopathologique a la

Conisation
Antécédents de Anatomopathologie a la Conisation
FCU anormaux Sans CINI  ou CIN2 CIN3 ou Total P
Fréquence atypie Condylome + 0.4521
Pourcentage ligne
ASC-US 3 1 1 9 14
21,43 7,14 7,14 64,29
ASC-H 0 0 0 2 2
0.00 0.00 0.00 100
LSIL 12 8 6 21 47
25,53 17,02 12,77 44,68
HSIL 13 0 6 12 31
41,94 0.00 19,35 38,71
Total 28 9 13 44 94

Tableau 31 — Evaluation statistique de la relation liant le type d’anomalie a ’antécédent de FCU anormal et

les résultats histologiques sur piéces de conisations.
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L’analyse statistique évaluant la relation entre le typage HPV réalisé¢ aprés FCU et le résultat
anatomopathologique sur piéce de conisation, ne retrouvait pas de lien statistiquement
significatif au seuil de 5% (p=0.8215). On pouvait néanmoins noter que la grande majorité
des dysplasies de haut grade étaient associées a une infection a des HPV oncogénes et surtout

a des HPV de type 16 (CIN2=20/109=18,35% ; CIN3=36/109=33,03%).

Relation liant le résultat du Typage HPV et I’examen Anatomopathologique a la

Conisation
Typage HPV Anatomopathologie a la Conisation
Effectif Sans CINI ou CIN2 CIN3 ou Total P
Pourcentage ligne atypie Condylome + 0.8215
Absence d’HPV 1 2 2 5 10
10.00 20.00 20.00 50.00
HPV+ non 0 1 0 2 3
oncogeéne 0.00 33.33 0.00 66.67
HPVI6 + 3 19 20 36 78
3.85 24.36 25.64 46.15
HPV+ oncogeéne 2 3 6 7 18
autre que 16 11.11 16.67 33.33 38.89
Total 6 25 28 50 109

Tableau 32 — Evaluation statistique de la relation liant le typage HPV et les résultats histologiques sur piéces

de conisations.

Les données concernant le suivi des patientes traitées par conisation pour dysplasie cervicale,
¢taient recueillies, pour une partie a partir des dossiers gynécologiques de la maternité

Régionale e Nancy pour ce qui était des complications précoces, et pour I’autre partie en y
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associait les réponses aux questionnaires adressés aux correspondants locaux assurant le suivi

au long cours de certaines de ces patientes.

1. COMPLICATIONS PRECOCES

Dans le postopératoire précoce, on retrouvait 13 cas de complications (soit un taux de 3,28%),
avec 1 cas d’hémorragie précoce dans les 3h ayant suivi la conisation (soit un taux de 0.25%)
avec nécessit¢ d’une reprise chirurgicale avec hémostase au bloc opératoire, et 12 cas
d’hémorragies secondaires dans les 7 jours ayant suivi la conisation (soit un taux de 3,03%)
avec ré-hospitalisation mais sans nécessité de reprise chirurgicale. Aucun cas d’infection
n’était relevé. Dans 383 cas aucune complication précoce n’a été notée (soit un taux de

96.72%).

2. COMPLICATIONS A DISTANCE

Concernant les résultats du suivi a distance, ont €té rapportées les taux de sténoses et leurs
traitements, les taux de récidives avec leurs délais d’apparitions et leurs prises en charges.
Enfin le dernier statut cervical cytologique était noté avec son recul par rapport a la
conisation. Les analyses ont été réalisées par année de recueil (2007, 2008, 2009).

Sur les 396 patientes traitées par conisations, 26 étaient perdues de vue soit un taux de 6,57%,
il s’agissait de patientes jamais revue apres traitement par conisation (11 pour les conisations
réalisées en 2007, 7 en 2008 et 8 en 2009).

Les informations concernant le suivi de 50 des patientes traitées par conisation n’ont pas pu
étre obtenues.

On retrouvait un taux global de sténose de 3,03% et un taux global de récidive de dysplasie de
11,11%.

Ainsi le recueil des informations du suivi des patientes retrouvaient les résultats rapportés au

tableau 32.
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Evolution aprés conisation = Année Année Année Total
Effectif 2007 2008 2009

Pourcentage ligne

Pas de complication 75 96 93 264
63.03 67.13 69.92

Sténose 6 4 2 12
5.04 2.80 1.49

Récidive de dysplasie 15 16 13 44
12.61 11.19 9,77

Perdue de vue 11 7 8 26
9.24 4.90 5.97

Non renseignée 12 20 18 50
10.08 13.99 13.43

Tableau 33 — Evaluation des complications a distance aprés traitements par conisation.

a. Durée moyenne de suivi

La durée moyenne de suivi des patientes apres la réalisation de la conisation é€tait calculée par
année devant un recul différent par année de recueil.

Pour les conisations réalisées en 2007, la durée moyenne de suivi des patientes était de 32,48
mois avec une médiane de 36 mois et un espace inter-quartile de 36 mois.

Pour les conisations réalisées en 2008, la durée moyenne de suivi des patientes €tait de 28,45
mois avec une médiane de 24 mois et un espace inter-quartile de 24 et 36 mois.

Pour les conisations réalisées en 2009, la durée moyenne de suivi des patientes était de 18,81

mois avec une médiane de 18 mois et un espace inter-quartile de 12 et 24 mois.

b. Sténoses

La premiere complication possible des dysplasies cervicales traitées par conisation était la
sténose cervicale.

Aucun cas de vraie sténose compliquée d’hématimétrie n’a été relevé. Il s’agissait
essentiellement de sténoses relatives avec dysménorrhées et jonction squamo-cylindrique non

visible.
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Ainsi en 2007, 6 patientes avaient présentées une sténose cervicale, il y en avait 4 en 2008 et

2 en 2009.

Le délai de découverte de la sténose chez les patientes apres la réalisation de la conisation
¢tait calculé par année.

Pour les conisations réalisées en 2007, le délai de découverte de la sténose avait comme
moyenne 7 mois et comme médiane 7 mois avec un espace inter-quartile de 6 et 8§ mois.

Pour les conisations réalisées en 2008, le délai de découverte de la sténose avait comme
moyenne 12 mois et comme médiane 12 mois avec un espace inter-quartile de 3,5 et 6 mois.
Pour les conisations réalisées en 2009, le délai de découverte de la sténose avait comme
moyenne 4,75 mois et comme médiane 5 mois avec un espace inter-quartile de 7 et 12 mois.

Un geste chirurgical au bloc opératoire n’a été nécessaire que dans 3 cas.

c. Récidive de dysplasie cervicale

Sur les trois années de recueil, et lors du suivi des 396 patientes traitées par conisations, 44
patientes ont présentées une récidive de néoplasie intra-épithéliale cervicale soit un taux de
11,11%.

En 2007, 15 patientes avaient présentées une récidive de dysplasie cervicale, 16 en 2008 et 13
en 2009.

Le délai de récidive des dysplasies cervicales apres la réalisation de la conisation était calculé
par année.

Pour les conisations réalisées en 2007, le délai de découverte de la récidive des dysplasies
cervicales avait comme moyenne 14,33 mois et comme médiane 7 mois avec un espace inter-
quartile de 6 et 24 mois.

Pour les conisations réalisées en 2008, le délai de découverte de la récidive des dysplasies
cervicales avait comme moyenne 12,06 mois et comme médiane 12 mois avec un espace
inter-quartile de 5 et 15,5 mois.

Pour les conisations réalisées en 2009, le délai de découverte de la récidive des dysplasies
cervicales avait comme moyenne 9,31 mois et comme médiane 5 mois avec un espace inter-

quartile de 4 et 13 mois.

Parmi les récidives notées, on retrouvait une prédominance d’anomalies cytologiques de bas

grade avec des taux respective en 2007/2008/2009 de 66,67, 81,25 et 69,23.
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FCU Anormal Effectif (%) Effectif (%) Effectif (%) Total

2007 2008 2009
ASC-US 3 2 2 7
20.00 12.50 15.38
LSIL 10 13 9 32
66.67 81.25 69.23
HSIL 2 1 2 5
13.33 6.25 15.38
Total 15 16 13 44

Tableau 34 —Caractéristiques du Frottis lors de la récidive des néoplasies intra-épithéliales aprés conisations.

Ainsi un traitement de la récidive de dysplasie cervicale a été réalisé dans 53,33% des cas en
2007, dans 43,75% en 2008 et dans 46,15% en 2009. 11 salissait d’un traitement par laser dans

la majorité des cas.

Traitement de la Effectif (%) Effectif (%) Effectif (%) Total

récidive de dysplasie 2007 2008 2009

Aucun 7 9 7 23
46.67 56.25 53.85

Electrocoagulation 1 0 0 1
6.67 0.00 0.00

Laser 5 6 3 14
33.33 37.50 23.08

Conisation 1 0 2 3
6.67 0.00 15.38

Hystérectomie 1 1 1 3
6.67 6.25 7.69

Total 15 16 13 44

Tableau 35 — Type de traitement de la récidive de dysplasie cervicale.

Nous avions également réalisé une évaluation de la relation liant la technique utilisée pour la
réalisation de la conisation et les complications a distance observées aprés conisation.
Ainsi apres utilisation d’une anse de Fisher, on retrouvait 5 sténoses soit un taux de 1,26% et

26 récidives soit un taux de 6,56%.
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Et apres utilisation d’une anse de Erbé, on retrouvait 7 sténoses soit un taux de 1,77% et 18
récidives soit un taux de 4,55%.

L’analyse statistique par test de Chi2 ne mettait pas en évidence de différence statistiquement
significative au seuil de 5% pour le risque de complication apres conisation selon le type

d’anse utilisée (p=0,2818).

Relation liant la technique de conisation et les complications post-conisation

Effectif Sténose Récidive de Total P
Pourcentage ligne/colonne dysplasie cervicale 0.2818
Anse de Fisher 5 26 31

41,67 59,09
Anse de Erbé 7 18 25

58,33 40,91
Total 12 44 56

Tableau 36 — Relation liant le type d’anse diathermique utilisée a la conisation et le risque de complication a

distance aprés conisation

Pour finir, le dernier statut cytologique cervical des patientes traitées par conisation était
recueilli. On retrouvait des frottis normaux dans 98,28% en 2007, dans 97,17% en 2008, et
dans 98,96% en 2009. Donc globalement 98,11% des patientes traitées par conisation avaient

un dernier FCU normal.
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Dernier FCU Effectif (%) Effectif (%) Effectif (%) Total
2008 2009 2007

Normal 114 103 96 313
98.28 97.17 97.96

ASC-US 1 1 1 3
0.86 0.94 1.04

LSIL 0 2 1 3
0.00 1.89 1.04

HSIL 1 0 0 1
0.86 0.00 0.00

Total 116 106 98 320

Tableau 37 — Caractéristiques du dernier FCU apreés traitement par conisation des dysplasies cervicales.

3. RELATION ENTRE LA RECIDIVE DE DYSPLASIE ET LE RESULTAT
HISTOLOGIQUE A LA CONISATION

L’analyse statistique de la relation entre le degré de gravité histologique a la conisation et le
taux de récidive a été réalisée a 1’aide d’un test de Fisher retrouvant un p = 0.9472. Ceci
signifiait qu’il n’y avait pas de relation statistique entre la sévérité de la 1ésion initiale traitée

par conisation et le risque de récidive.

Anatomopathologie a la Conisation Pas de récidive  Récidive Total P

Sans Atypie 12 1 13 0,9472
92.31/4,35 7.69/2,27

CINI 54 9 63
85,71/19,57 14.29/20,46

CIN2? 53 9 62
85,48/19,20 14.52/20,45

CIN3 ou + 157 25 182
86.26/56,88 13.74/56,82

Total 276 44 320

Tableau 38 — Relation entre la récidive de dysplasie cervicale et le résultat histologique a la conisation.
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Anatomo - Sans atypie Condylome ou  CIN2 (N ;%) CIN3 ou P
pathologie a (N ;%) CINI (N; %) Invasion (N ;%)

la biopsie

FCU 0.0284
ASC-US 6 (13,33%) 3 (6,67%) 24 (53,33%) 12(26,67%)

ASC-H 4 (11,76%) 3 (8,82%) 12 (35,30%) 15(44,12%)

LSIL 5(5,15%) 11 (11,34%) 54 (55,67%) 27(27,84%)

HSIL 9 (6,16%) 9 (6,17%) 55(37,67) 73 (50%)

Colposcopie <0.0001
TAG 1 7 (10,30%) 16 (23,53%) 23 (33,82%) 22 (32,35%)

TAG 2 15 (6,12%) 9 (3,67%) 116 (47,35%) 105 (42,46%)

HPV 0.8215
Absent 1 (10%) 2 (20%) 2 (20%) 5 (50%)

HPVNO 0 (0%) 1 (33,33%) 0 (0%) 2 (66,67%)

HPV16 3(3,85%) 19 (24.36%) 20 (25,64%) 36 (46,15%)

Autre HPV O 2(11,64%) 3 (16,67%) 6 (33,33%) 7 (38,89%)

Marquage 0.0040
Plé6

Négatif 3(23.08%) 9 (69.23%) 1 (7.69%) 0 (00.00%)

Positif 1 (0.65%) 14 (9.09%) 101(65.58%) 38 (24.68%)

O = Oncogeéne ; N O = Non Oncogene ; p16 = pl6INK4a
Tableau 39 — Tableau représentatif de la confrontation des résultats cytologiques, colposcopiques,
virologique, d’immunomarquage de la pl6INK4a, confrontés aux résultats histologiques a la biopsie

cervicale.
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Anatomo — Sans atypie CINI CIN2 CIN3 ou P
pathologie a la (N ;%) (N;%) (N ;%) Invasion (N ;%)
conisation

FCV <0.0001
ASC-US 13 (22,81%) 2 (3,51%) 15 (26,32%) 27 (47,36%)

ASC-H 11(26,19%) 1(2,38%) 7 (16,67%) 23 (54,76%)

LSIL 23(19,33%) 16 (13,45%) 30 (25,21%) 50 (42,01%)

HSIL 11 (6,59%) 9 (5,39%) 21 (12,57%) 126 (74,45%)
Colposcopie 0,0048
TAG 1 11 (15.07%) 12 (16.44%) 14 (19.18%) 36 (49.31%)

TAG2 26 (10.15%) 10 (3.91%) 46 (17.97%) 174 (67.97%)

HPV 0.8215
Absent 1 (10%) 2 (20%) 2 (20%) 5 (50%)

HPVNO 0 (0%) 1(33,33%) 0 (0%) 2 (66,67%)

HPV16 3 (3,85%) 19 (24.36%) 20 (25,64%) 36 (46,15%)

Autre HPV O 2 (11,64%) 3 (16,67%) 6 (33,33%) 7 (38,89%)

Etendue des An. 0.7077
colposcopiques

1 quadrants 2 (1.92%) 20 (19.23%) 21 (20.19%) 61 (58.65%)

2 quadrants 2 (1.33%) 25 (16.67%) 30 (20.00%) 93 (62.00%)

3 quadrants 1 (4.35%) 4 (17.39%) 3 (13.04%) 15 (65.22%)

4 quadrants 0 (0.00%) 7 (12.07%) 8 (13.79%) 43 (74.14%)

Anapath Biopsie <0.0001
Sans atypie 9 (33,34%) 35 (11,11%) 4 (14,81%) 11 (40,74%)

CIN1 10 (38.46%) 6 (23.08%) 3 (11.54%) 7 (26.92%)

CIN2 13 (8.97%) 10 (6.90%) 45 (31.03%) 77 (53.10%)

CIN3 ou + 4 (3.15%) 2 (1.57%) 8 (6.30%) 113 (88.98%)

Marquage pl16 0.0040
Négatif 3 (23.08%) 9 (69.23%) 1 (7.69%) 0 (00.00%)

Positif 1 (0.65%) 14 (9.09%) 101 (65.58%) 38 (24.68%)

Evolution 0,9472
Récidive 1(2,7) 9 (20,46) 9 (20,45) 25 (56,82)

Pas de Récidive 12 (4,35) 54 (19,57) 53 (19,20) 157 (56,88)

O = Oncogeéne ; N O = Non Oncogene ;Anapath = Anatomopathologie ; p16 = pl16INK4a

Tableau 40 — Tableau représentatif de la confrontation des résultats cytologiques, colposcopiques, virologique,

d’immunomarquage de la p16INK4a, et du suivi, confrontés aux résultats histologiques a la biopsie cervicale.

146



V. DISCUSSION
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Les néoplasies intra-épithéliales cervicales, constituent un groupe hétérogéne d’anomalies
cervicales de gravité variable. D’une part, les 1ésions de dysplasies cervicales de bas grade qui
nécessitent le plus souvent une simple surveillance et un traitement destructeur conservateur
(vaporisation) en cas de persistance de plus de 18 a 24 mois. D’autre part les 1ésions de
dysplasies cervicales de haut grade qui constituent de véritables Iésions précancéreuses, avec
nécessité le plus souvent d’un traitement par conisation, devant le risque évolutif vers une
Iésion invasive.

Notre étude s’était particulierement intéressée aux patientes traitées par conisation, donc par
définition des patientes chez qui une lésion de dysplasie cervicale de haut grade était

suspectée.

Dans notre pratique quotidienne, en tant que gynécologues-obstétriciens, nous avions un
sentiment de rajeunissement des patientes traitées par conisation pour dysplasie cervicale.
Notre étude confirmait cette donnée, puisque pres de 20 % (soit 19,70 %) des patientes étaient
agées de moins de 25 ans. Lorsqu’on rapportait 1’dge de nos patientes aux anomalies
histologiques retrouvées a la conisation, les associations statistiques les plus fortes étaient
celles liant des anomalies de néoplasies intra-épithéliales de bas grade et un age inférieur ou
¢gal a 25 ans chez les patientes. Cela nous renvoyait vers [’histoire naturelle de la
carcinogénese du col de I'utérus [51] et nous faisait penser que, méme si 1’dge de découverte
des premicres anomalies diminuait, les 1ésions restaient majoritairement des Iésions de bas
grade, que I’on sur-traitait probablement sans leur laisser le temps nécessaire a la régression.
Ostor en 1993 [52] avait évalué, dans une revue de la littérature portant sur 50 études, les
différentes évolutions possibles des néoplasies intra-épithéliales cervicales. Il retrouvait un
fort taux de régression de ces lésions, avec un taux de 57% pour les 1ésions de bas grade, et
méme de 43% en cas de dysplasies de haut grade. Ces données ont été confirmées par la suite
par de nombreux auteurs [38-53]. Concernant les jeunes patientes de moins de 25 ans, les
pratiques au sein de notre centre avaient beaucoup évolué : nous avions le sentiment de sur-
traiter ces patientes donc notre réflexion nous a poussé¢ a discuter leur prise en charge.
Actuellement, toutes les décisions thérapeutiques sont prises collégialement, au cours d’une
réunion  multidisciplinaire  mensuelle  comprenant des  gynécologues et des
anatomopathologistes, avec une réponse individuelle en tenant compte des recommandations
actuelles mais également du probléme face auquel nous étions confrontés: celui de
I’évolution des pratiques sexuelles et de son rajeunissement. Nous distinguons les patientes

avec un terrain immunodéprimé, chez qui un dépistage devait étre débuté dés I’age de 20 ans.
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Qu’en était-il alors de la confrontation de ces résultats avec les recommandations encore
actuelles du dépistage du cancer du col de l'utérus par frottis cervico-utérin ? Ces
recommandations frangaises, conseillent la réalisation d’un frottis cervico-utérin a partir de
I’age de 25 ans jusqu’a 1’age de 65 ans, a répéter tous les 3 ans apres obtention de deux frottis
normaux réalisés a 1 an d’intervalle, chez les femmes asymptomatiques ayant ou ayant eu une
activité¢ sexuelle [70]. Or, la pratique clinique quotidienne penchait vers un dépistage plus
précoce, dont les conséquences restaient incertaines. Il pouvait paraitre logique de pratiquer
un dépistage cytologique tot, si 1’on considérait la forte association qui existait entre la
précocité des premiers rapports et la survenue du cancer invasif elle aussi précoce du col
utérin d’une part, et d’autre part, le risque plus important de 1ésions de CIN3. L’adolescente et
la jeune femme présentaient des particularités les distinguant des femmes adultes. Comme
nous I’avions développé précédemment, celles-ci présentaient de fortes prévalences
d’infections @ HPV rendant I’'utilisation du test HPV peu rentable. Les Iésions ainsi causées
¢taient par ailleurs accompagnées d’une clairance plus ¢élevée et avec une fréquence plus
importante de Iésions cytologiques mineures pour lesquelles une surveillance cytologique
sans colposcopie était suffisante, et de I€sions histologiques de bas grade dont 1’évolution
naturelle était en regle la guérison, avec rareté des lésions de CIN3 ou de Ié€sions invasives.
Ceci autoriserait méme, devant des 1ésions de CIN2 chez des patientes compliantes a une
surveillance cytologique et colposcopique, une abstention thérapeutique. Nos résultats nous
renvoyaient vers un constat ; celui de la pratique réguliere en France de frottis a partir de 20
ans et avec une périodicité soutenue. Les recommandations des sociétés savantes américaines
penchaient elles, vers un premier frottis vers 1’dge de 21 ans (ou 3 ans apres les premiers
rapports). Cependant, si les 1ésions HPV-induites étaient plus fréquentes chez les jeunes
femmes mais moins sujettes a évoluer, il n’en restait pas moins que dans les pays ou existait
un dépistage organisé, il était constaté une ¢€lévation dans le temps chez 1’adolescente de
Iésions cervicales et concomitamment plus tard chez les patientes plus dgées, une élévation de
I’incidence des 1ésions invasives et en particulier micro-invasives. Ceci indiquait donc que des
infections a HPV chez la jeune femme devaient étre prises en considération, et si on ne les
traitait pas de maniere identique, il était impératif de les suivre [142]. Notre étude ne s’était
pas fixé comme objectif I’évaluation de la fertilité¢ des patientes, autre élément important qui

était a prendre en compte dans la balance décisionnelle.

Si ’on rapportait ces constats au deuxieme élément inquiétant qu’était la parité de nos

patientes, on constatait que plus d’un tiers (soit 37,63%) d’entre elles étaient nullipares au
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moment de la conisation. Ces données étaient tout a fait en accord avec les données récentes
de la littérature. En France, 1’age moyen des patientes chez qui 1’on diagnostiquait une CIN,
ne cessait de baisser et a été évalué a 29,7 ans en 2004 par Boulanger [66], alors que 1’age de
la premicre grossesse ne cessait d’augmenter, il était de 30 ans en 2010 [67]. L’évaluation de
la relation statistique entre la parité des patientes et le résultat histologique a la conisation
n’avait pas retrouvé de lien statistiquement significatif au seuil de 5% (p=0.0597), mais
identifiait une tendance a une parité plus élevée chez les femmes présentant un résultat final
normal a I’examen anatomopathologique sur piéce de conisation. Peut-étre que ce résultat
¢tait expliqué par une stabilité conjugale plus importante chez ces patientes, diminuant ainsi
les risques de nouveaux contacts avec des HPV oncogénes. Du fait des conséquences
obstétricales du traitement par conisation des dysplasies cervicales, I’importance des patientes
nullipares n’en était que plus problématique. En effet, ces traitements étaient connus pour étre
pourvoyeurs de sténoses cervicales rendant la zone de jonction inaccessible, d’infertilités
d’origine cervicales, d’accouchement prématuré et ses conséquences, de risque de rupture

prématurée des membranes avant terme avec augmentation de la mortalité périnatale.

Dans notre étude, prés d’un quart des patientes présentaient des antécédents de dysplasie
cervicale (soit un taux de 23,74 %), dont un tiers (soit 32,98%) étaient des anomalies de haut
grade. Le délai de récidive était généralement de moins de 3 ans et pres de la moitié de ces
récidives avaient eu un traitement soit par vaporisation laser devant des I€sions de bas grade
(56,36%) ou par conisation devant des 1ésions de haut grade (43,64%). Ces patientes avaient
quasiment toutes eu une recherche d’HPV oncogeénes qui s’était révélée positive. La
persistance de I’infection cervicale au papillomavirus était clairement identifiée comme un
facteur de récidive ou d’évolution des I¢sions cervicales [145]. La mise en relation de ces
anomalies cytologiques avec les résultats anatomopathologiques sur piéce de conisation ne
retrouvait pas de lien statistiquement significatif. Ceci confirmait la nécessité de prise en
considération de I’antécédent de dysplasie, en relation soit avec une persistance de leur
infection a HPV ou la rencontre avec de nouveaux HPV oncogenes. Mais, le traitement de la
dysplasie actuelle était essentiellement basé sur la pathologie actuelle a partir des anomalies

constatées lors de la procédure d’exploration des patientes.

Nos patientes ont été recrutées par le biais du traitement d’exérése des dysplasies cervicales
qu’était la conisation cervicale, consistant en une excision de la collerette cervicale porteuse

des anomalies précancéreuses. Nous nous attendions donc a retrouver, lors des explorations
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réalisées au cours de la procédure de prise en charge des patientes, des taux importants
d’anomalies séveéres aussi bien lors des examens cytologiques initiaux qu’histologiques sur

biopsies cervicales réalisées sous controle colposcopique.

Concernant les délais de prises en charges de nos patientes, une partie de ces délais était
incompressible dépendante de 1’obtention des résultats des analyses cytologiques et
histologiques, ainsi que de 1’évaluation anesthésique et de ses délais 1¢égaux. Néanmoins, les
délais moyens de prise en charge de nos patientes ¢étaient de 4,58 mois, il n’y avait donc pas

de retard a leur prise en charge.

Pour ce qui était des anomalies cytologiques a l’origine des conisations, on retrouvait
effectivement une majorité d’anomalies cytologiques de haut grade (42,60%), ce qui était en
accord avec la principale indication de conisation qui €tait de traiter les dysplasies cervicales
séveres. Pour ce qui était des lésions de bas grade (30,36%), la conisation était réalisée
principalement devant la persistance des anomalies cytologiques aprés une période de 18 a 24
mois de surveillance avec présence d’anomalies de haut grade aux biopsies cervicales. La
confrontation de ces résultats cytologiques aux données histologiques nous permettait
d’évaluer sa valeur diagnostique pour les 1ésions de néoplasies intra-épithéliales de haut
grade. Pour ce qui était tout d’abord des résultats histologiques sur biopsie cervicale, ceux-ci
étaient trés moyens avec une sensibilité de 47,06% et une spécificité de 20%. Au contraire, la
valeur prédictive positive était bonne avec un taux de 87,67%, ce qui signifiait que parmi les
patientes avec une forte suspicion cytologique de Iésions de haut grade (frottis HSIL), la
grande majorité d’entre elles était confirmée sur biopsies cervicales. Cette donnée était en
partie expliquée par le mode de recrutement de nos patientes. Des patientes traitées pour
dysplasies cervicales séveres dont I’indication de conisation n’était pas uniquement posée a
partir des résultats cytologiques, rendant la relation d’interprétation difficile. Pour ce qui était
des résultats histologiques sur piéces de conisations, des données comparables étaient
retrouvées avec tout de méme une amélioration de la spécificité (76,45%). C’était parmi les
I1ésions de CIN2 que les résultats cytologiques €taient les plus disparates aussi bien sur biopsie
que sur piece de conisation, confirmant les caractérisations récentes des CIN2 comme étant un
groupe hétérogene [53]. Néanmoins, une relation statistiquement positive entre le degré de
sévérité cytologique et le degré de sévérité anatomopathologique, entre frottis HSIL et

biopsies CIN3 ou Iésion invasive était retrouvée. Cette corrélation était encore plus forte en ce
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qui concernait les examens histologiques sur piece de conisations avec trés peu de conisations

normales ou de bas grade en cas de frottis HSIL.

L’évaluation colposcopique retrouvait 77,81% de transformations atypiques de type 2. La
confrontation des résultats colposcopiques a ceux de I’histologie mettait en évidence, parmi
les patientes avec biopsies cervicales de haut garde, une nette majorité de colposcopies TAG2
avec des taux de 83,69 % pour les CIN2 et 82,40% pour les CIN3. La colposcopie présentait
donc une bonne sensibilité diagnostique pour les 1ésions de haut grade de 83,08%, une VPP
de 90,20% sur biopsie, une sensibilité de 81,48% et une VPP de 85,93% sur picces de
conisations. Bien qu’il n’y ait pas de corrélation histologique précise, le maintien de
I’évaluation coloposcopique paraissait étre important, avec un souhait de gradation de la
sévérité de I’aspect colposcopique des lésions visualisées, avec une tendance actuelle a la
classification de ces anomalies en deux catégories (mineures ou majeures) et la volonté de
localisation précise de ces anomalies dictant les résultats histologiques a la biopsie cervicale.
Ainsi, I’étendue de ces anomalies ne semblait pas étre directement liée a la sévérité¢ des
anomalies histologiques confirmant un role surtout localisateur de la colposcopie des Iésions
les plus sévéres afin de diriger les biopsies cervicales. Mais, nous ne disposions pas du
nombre de biopsies réalisées lors de chaque procédure avec des différences de pratiques selon
les opérateurs : une donnée qui pouvait influencer les résultats histologiques. La colposcopie
souffrait donc d’un faible taux de concordance intra et inter observateurs [86-89]. Nos
données ¢étaient en accord avec les résultats de Benedet [100], qui retrouvait chez un
échantillon de 84244 patientes, une concordance entre impression colposcopique et
cytologique a un degré pres de 90%. La colposcopie surestimait la gravité¢ 1ésionnelle et les
résultats cytologiques avec 83,93% de colposcopies anormales. Mais, les performances de la
colposcopie €taient d’autant meilleures que le degré de dysplasie évoqué au FCU était sévere.
C’est la combinaison des deux examens frottis-colposcopie qui permettait une optimisation
des résultats diagnostiques. La concordance colpo-histologique était elle notée dans 57 a 84%
des patientes selon la littérature. Pour Massad et Collins [85], la concordance entre impression
colposcopique et résultat histologique a la biopsie était exacte dans seulement 37% des cas et

a un degré prées, dans 75% des cas.

La recherche d’HPV oncogenes a été réalisée chez 27,53% des patientes. Mais il était a noter
une hétérogénéité en termes de tests utilisés. La recherche a été effectuée dans la majorité des

cas par Test Hybrid Capture II® de Digene qui détectait un ensemble de virus HPV, 5 types
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de HPV-BR et 13 types de HPV-HR retrouvés dans la quasi-totalit¢ des néoplasies intra-
¢pithéliales séveres et cancers, expliquant le fort taux de positivité (88,07%), avec une
majorité de positivité a ’'HPV 16 (soit 71,56%). Comme nous 1’avions développé auparavant,
I’infection persistante aux HPV oncogeénes ¢tait clairement associée a la carcinogénése
cervicale avec comme agent majeur ’HPV16. Dans notre étude, cette recherche d’HPV était
principalement réalisée en cas de frottis ASC-US ou d’antécédents de dysplasie cervicale chez

la patiente. En cas de frottis ASC-US, un typage HPV était parfois demandé¢.

Concernant 1’évaluation histologique par biopsie cervicale, nous retrouvions 83,69% de
lésions de haut grade. Ce qui était important a noter, ¢’était le nombre important de CIN2
ayant eu une conisation. 44,62% des conisations étaient réalisées pour les CIN2. L’examen
histologique final sur piece de conisation retrouvait, quant a lui, 76,51% de 1ésions de haut
grade, mais également 16,42% de conisation sans atypies, soit une conisation sur 6.

En ce qui concernait la corrélation de I’examen histologique sur biopsie cervicale et I’examen
histologique sur piece de conisation, on retrouvait parmi les biopsies CIN3, une grande
majorit¢ de conisation concordantes avec 88,89% de CIN3 ou plus, 6,20% de CIN2, et
seulement 1,55% de bas grade. Pour ce qui était des biopsies CIN2, les résultats histologiques
a la conisation étaient beaucoup plus disparates, avec une importante sous-évaluation
histologique puisque, parmi elles, il y avait 53,10% de CIN3 et seulement 31,08% de 1ésions
concordantes de CIN2. Cette confrontation des résultats histologiques permettait de calculer
un coefficient de concordance kappa de 0.4378, ce qui correspondait a une concordance
modérée. Nos résultats étaient proches de ceux de la littérature [94-107]. Néanmoins, cette
concordance était trés bonne pour ce qui était des 1ésions de haut grade, et faiblissait pour ce
qui était des Iésions de bas grade avec des taux €levés de positivité.

Castle [53] a comparé les CIN2 a un groupe de Iésions hétérogénes et non une simple étape
évolutive de CIN1 vers une CIN3. Comme nous 1’avions dit, 43% d’entre elles étaient vouées
a la régression. Le diagnostic histologique de CIN2 était donc difficile et son interprétation
délicate, car ces lésions pouvaient étre bénignes ou correspondre a de véritables pré-cancers.
C’est une entité qui regroupe, en réalité, de nombreuses situations différentes et pres de 50%
d’entre elles vont régresser sans traitement. Pour certains auteurs, il conviendrait donc de
s’abstenir de traiter les CIN2 dites de bas risque, en appliquant une surveillance étroite tous
les 6 mois pendant 2 ans, de maniére a limiter les effets déléteres des traitements. Et donc, de
réserver le traitement par conisation aux situations de haut risque ou devant une persistance de

CIN2.

153



Mais, nos résultats allaient plutdt a I’encontre de cette attitude et plaidaient en faveur d’un
traitement par conisation de ces lésions de CIN2, au vu du taux de lésions de CIN2 sous-
¢valué puisque, plus d’un cas de CIN2 sur deux était sous-évalué a la biopsie et correspondait,

en fait, a une 1ésion de CIN3 pour laquelle un traitement par conisation restait indiscutable.

L’autre problématique qui était a noter, était ’age de diagnostic de ces lésions chez des
patientes de plus en plus jeunes. Les objectifs actuels étaient donc de réduire le nombre de
Iésions traitées tout en conservant la sécurité carcinologique. Le choix du traitement devrait
prendre en compte les risques obstétricaux encourus, mais également le risque de ne pas
traiter une CIN2 et de voir s’aggraver la 1ésion et apparaitre un cancer invasif. L’analyse de
certains facteurs pourrait permettre de ne réserver le traitement qu’aux véritables lésions
précancéreuses. Ainsi, la présence d’un frottis de haut grade, d’une impression colposcopique
avec anomalies majeures, d’un test HPV initial positif avec typage HPV retrouvant de I’ADN
a HPV16, de la persistance de HSIL aux frottis de controle, ainsi que de la détection de la
protéine pl6INK4a étaient autant d’éléments nous poussant a un traitement de ces 1ésions de
CIN2. Actuellement, en France, les méthodes de résections (conisation) étaient habituelles.
Mais, ce traitement devrait prendre en compte le désir de grossesse de la patiente avec des
méthodes de destructions (vaporisation laser ou cryothérapie) qui pouvaient étre acceptées
sous couvert d’un suivi régulier, lorsqu’il s’agissait de lésions de petites tailles, de siege
uniquement exocervicale, totalement visible a la coloscopie.

L’importance de ce groupe confortait la nécessit¢ de trouver des marqueurs histologiques
permettant de préciser le diagnostic. L’autre moyen était aussi d’augmenter la concordance

des examens pré conisations permettant de ne traiter que les véritables 1ésions de haut grade.

Ainsi, ’'un des biomarqueurs utilis¢ pour augmenter cette concordance était la protéine
pl6INK4a. De nombreuses publications rapportaient la présence d’une surexpression de la
protéine pl6INK4a en immunohistochimie, dans une tres forte proportion de néoplasies intra-
¢épithéliales de haut grade (80 a 100% des CIN2 et quasiment toutes les CIN3), et dans
presque tous les cancers invasifs du col utérin, avec une expression diffuse sur toute la
hauteur de 1’épithélium malpighien [112-113]. La surexpression de la protéine pl6INK4a
pouvait donc étre considérée comme un marqueur indirect de 1’activité des oncoprotéines
virales des HPV a haut risque.

Dans notre ¢tude, lorsque I’examen anatomopathologique de la pi¢ce de conisation retrouvait

une dysplasie de haut grade, le marquage de la protéine p16INK4a était positif dans 99,02%
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des CIN2 et dans 100% des CIN3. Ce qui lui conférait une excellente sensibilité de 99,29%,
une bonne valeur prédictive positive de 90,91% et plaidait fortement en faveur d“une bonne
valeur diagnostique des dysplasies cervicales de haut grade du col utérin, de I’immuno-
marquage de la protéine pl6INK4a. Ce qui nuangait son intérét, était sa faible spécificité de
23%, et sa valeur prédictive négative de 54%, posant trop souvent un diagnostic plus sévere
que le résultat histologique sur conisation. En effet, dans les études sur le sujet, la
surexpression de la protéine pl16INK4a a également été mise en évidence dans une proportion
variable de lésions intra-épithéliales de bas grade (CIN1), de I’ordre de 30 a 60 % en général
affaiblissant sa spécificit¢ diagnostique [118]. Dans ce cas, I’expression était limitée aux
couches basales de 1’épithélium malpighien. C’est également parmi les CIN1 que les résultats
étaient les plus disparates sur biopsies cervicales, avec un marquage de la protéine p16INK4a
diffus dans 61%, focal dans 21%, sporadique dans 4%, sporadique et négatif dans 14%, selon
I’é¢tude de Mulvany [119]. Par ailleurs, celui-ci ne notait pas de réelle corrélation avec le

typage HPV.

Lorsqu’on prenait uniquement en considération les patientes avec un marquage pl6INK4a
positif et que 1’on évaluait la concordance diagnostique entre le résultat histologique sur
biopsie cervicale et conisation, on retrouvait 86,84 % de concordance entre les 1ésions de haut
grade (CIN3 ou plus). La sensibilité diagnostique était ainsi de 95,58% et la VPP de 84,41%,
mais avec une spécificité plus basse de 22,59% et une VPN de 53,85%. Le coefficient de
concordance kappa pondéré était égal a 0.3613 et avoisinait le coefficient de concordance
histologique retrouvé, sans tenir compte de la positivité du marquage pl6INK4a. Donc, nos
résultats ne permettaient pas d’établir une nette amélioration de la concordance du diagnostic
histologique avec 1’utilisation de la p16INK4a par rapport a la coloration a I’hématoxyline-
¢osine [119]. Ceci était probablement expliqué par un fort taux de positivité dans les Iésions
de bas grade, avec des effectifs de marquage négatif trés limités, rendant I’interprétation
difficile. Ceci pouvait également étre expliqué par le biais de recrutement qui sélectionnait
d’emblée des patientes avec une forte suspicion de Iésions de haut grade et donc, des taux

importants de réponses positives au marquage p16INK4a.

Lorsqu’on s’intéressait aux cas particuliers des situations problématiques, les faibles effectifs
des patientes limitaient I’interprétation des résultats. Pour ce qui était des cas de patientes
présentant un frottis ASC-US et une biopsie CIN2, concernant la valeur diagnostique de la

protéine pl6INK4a, on ne retrouvait aucun marquage négatif avec pres de 90% de marquage
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positif dans le cas des dysplasies séveres. Dans le cas des patientes de moins de 30 ans avec, a
la biopsie cervicale une CIN2, les résultats étaient également trés bons, avec 88,68 % de haut
grade. Nous reconnaissions donc une réelle tendance a I’association CIN2/pl16INK4a positif
en cas de dysplasies de haut grade. Néanmoins, nos résultats de part les faibles effectifs des
groupes pl6INK4a négatifs, ne nous permettaient pas de valider 1’attitude d’un traitement
systématique des patientes présentant cette association, mais ces données confirmaient notre
sentiment de ne pas sur traiter les patientes dans ces situations-la. Ces résultats rejoignaient,
par contre, les récentes propositions qui consistaient a associer a 1’interprétation du marquage
pl6INK4a un score nucléaire, ainsi que la recherche d’autres biomarqueurs tel que le Ki 67,
devant la diversité des lésions de CIN2. En effet, comme nous 1’avions développé, les 1ésions
histologiques diagnostiquées comme CIN2 représentaient divers types de transformations de
CIN1 a CIN3. Néanmoins, comme nous 1’avions développé auparavant, la situation devait

étre analysée différemment chez les patientes trés jeunes.

Ainsi, devant le risque de sur traitement des patientes porteuses de néoplasies intra-
épithéliales de type 2, nous envisageons la réalisation d’un travail prospectif portant sur des
patientes nulligestes présentant des l1ésions de CIN2 a la biopsie cervicale, afin de distinguer,
sur des échantillons plus importants de patientes, des critéres pronostiques forts décisionnels
sur leur mode de prise en charge et d’affiner leur pronostic thérapeutique. Deux éléments nous
paraissent importants et a prendre en compte: le marquage pl6INK4a a la biopsie et
I’identification de ’ADN a HPV16. Nous envisageons donc la comparaison de deux groupes
distinctifs principaux : celui des patientes nulligestes CIN2 et pl6INK4a positif a la biopsie
avec recherche positive d’HPV16, et celui des patientes nulligestes CIN2 et pl6INK4a

négatifs a la biopsie avec recherche négative d’HPV16.

Enfin, en ce qui concernait le suivi a long terme des patientes, on retrouvait un taux global de
3,11% de sténoses, avec seulement 3 reprises chirurgicales pour levée de la sténose. Ce taux
¢tait conforme aux données de littérature. Il s’agissait pour toutes, de sténoses relatives avec
douleur a I’écoulement des menstruations, non visualisation de la jonction squamo-
cylindrique et absence de cellules endocervicales au frottis, levées le plus souvent par
dilatation cervicale sous anesthésie locale. Nous ne retrouvions aucun cas de véritable sténose
compliquée d’une hématomeétrie. Pour ce qui était des récidives de dysplasies cervicales, on
retrouvait un taux global de 11,19%. Ce taux de récidive était a la limite supérieure des

données de la littérature et pouvait étre expliqué en partie, par la non distinction entre les
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récidives aprés un an a proprement parlé et les persistances apres traitement. L autre élément
¢tait notre taux de résection en marges inférieures a 5 mm de 31,03%, soit prés d’un tiers ;
néanmoins, comme nous 1’avions exposé¢, méme en cas de CIN3, une marge de 3 mm était
suffisante. Conformément aux données de la littérature, la confrontation des récidives de
dysplasies aux anomalies initiales a la conisation ne retrouvait pas de lien statistiquement
significatif. Le type d’anomalie initiale ne semblait pas intervenir dans le risque de récidive.
Ces récidives étaient majoritairement des anomalies cervicales de bas grade. Concernant la
confrontation entre la technique de conisation utilisée et les complications de sténoses et de
récidives de dysplasies, celle-ci ne retrouvait pas de différences statistiquement significatives,
avec un peu plus de récidives pour I’anse de Fisher et un peu plus de sténoses pour les anses
Erbé. La technique de conisation ne semblait donc pas influencer le risque de récidive et
I’indication était posée selon 1’étendue et la localisation des anomalies cervicales constatées.
D’autre part, nous ne disposions pas de la hauteur de cone de conisation qui représentait un
autre ¢lément important a prendre en compte dans le risque de récidive de dysplasie. 11 était
¢galement difficile de faire la différence entre une récidive de dysplasie ou une persistance de
celle-ci, car il n’était pas réalisé chez toutes les patientes, en post-conisation, un test HPV
systématique détectant une infection persistante a HPV. Ces résultats renforgaient donc notre
conviction d’une nécessité de surveillance rapprochée, au moins annuelle de toutes les

patientes aux antécédents de néoplasies intra-épithéliales.

Ainsi, actuellement, la prise en charge des néoplasies intra-épithéliales cervicales était
marquée par d’importantes évolutions. L’avénement du vaccin anti-HPV devrait inciter & une
actualisation des recommandations de dépistage du cancer du col de 1’utérus, surtout chez
celles ayant bénéficié de cette vaccination, du fait de la modification de I’évolution de ces

Iésions de néoplasies intra-épithéliales cervicales.

Il était tout de méme a noter que notre étude présentait 1’'un des principaux biais qu’était sa
rétrospectivité. Néanmoins, elle avait comme avantage de s’€tre intéressée a une catégorie
bien précise de patientes prises en charges pour néoplasies intra-épithéliales, celles fortement
suspectes de 1ésions de haut grade. Ce qui limitait parfois I’interprétation de certains résultats
du fait du mode de recrutement de nos patientes ; a savoir, uniquement celles traitées par

conisation et non toutes les patientes prises en charge pour dysplasie cervicale.
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VI. CONCLUSION
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La pathologie cervicale semble concerner des femmes de plus en plus jeunes et pose de
nombreux problémes en raison des séquelles et effets déléteres des traitements réalisés,
mettant en danger le pronostic obstétrical de ces patientes. Il est donc essentiel de restreindre
les traitements a la prévention secondaire du cancer du col et donc aux Iésions a potentiel
évolutif. Les difficultés décisionnelles touchent surtout les 1ésions de CIN2 dont le diagnostic
histologique est difficile, c’est une entité qui regroupe en réalit¢é de nombreuses situations
différentes et dont prés de 50% vont régresser sans traitement. Leur prise en charge doit
s’efforcer de mieux caractériser leur pronostic afin d’y appliquer le traitement le plus adéquat.
A ce jour les progres dans la compréhension de la cancérogenese cervicale associée a ’'HPV
ont permis de promouvoir 1'évaluation des divers biomarqueurs qui pourraient améliorer les
méthodes actuelles de dépistage et de diagnostic du cancer du col de 1'utérus. La protéine
pl6INK4a inhibitrice de kinase cycline-dépendante est 1'un des plus prometteurs et plus
¢tudiées de ces biomarqueurs. L’immunocoloration de la protéine pl6INK4a peut éEtre
facilement appliqué sur échantillons, cytologiques et histologiques. Toutefois, il n'y a pas de
consensus général pour établir des valeurs seuil a partir desquelles un échantillon est
"p16INK4a-positif". Des critéres supplémentaires de discrimination, autre que la coloration
anormale dans les cellules, pourrait augmenter sa spécificité. Pour son application en
immunohistochimie, une évaluation prospective dans des situations cliniques particulieres
s’avere nécessaire pour une utilisation utile et efficace. Mais a long terme la détection de la
protéine p16INK4a par immunocytochimie pourrait étre utile dans le dépistage primaire du
cancer du col, avec possibilité d’automatisation. Dans ce cadre, elle a montré une sensibilité

comparable au test HPV seul et une meilleure spécificité.
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Annexe 1 — Classification FIGO des Cancers du Col Utérin.

Stade FIGO Tumeur
Stade 0 Tumeur intra-épithéliale (CIN)
Stade 1 Tumeur limitée au col

Ial Invasion < 3mm en profondeur et <7 mm en surface

Ia2 Invasion entre 3 et 5 mm en profondeur et <7 mm en surface
Ib1 Lésion invasive du col > au stade [a2 et <a 4 cm

Ib2 Lésion invasive du col >4 cm

Stade 11 Tumeur dépassant le col sans atteinte de la paroi pelvienne ou du
1/3 inférieur du vagin
IIa Avec atteinte du vagin proximal
IIb Avec atteinte du parametre

Stade 111 Tumeur étendue a la paroi pelvienne, au 1/3 inférieur du vagin ou
comprimant ’uretére
I1Ia Extension au 1/3 inférieur du vagin sans atteinte de la paroi
pelvienne
I1Ib Extension a la paroi pelvienne et/ou retentissement rénal

Stade IV Tumeur étendue aux organes de voisinage
IVa Extension au rectum ou a la vessie
IVb Métastases a distance au-dela du pelvis
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Annexe 2 — Systeme de Bethesda.
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Annexe 3 — Conduite diagnostique en cas de frottis atypique selon
PANAES 2002.

Conduite diagnostique en cas de frottis avec atypie des cellules malpighiennes :

Conduite diagnostique en cas de frottis avec 1ésion de type LSIL :
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Annexe 4 — Questionnaire de recueil du suivi post conisation.

Nom et Prénom de la patiente (Liste préétablie pour chaque médecin).
Date de conisation a la Maternité Régionale de Nancy.
Information sur le suivi de la patiente

Sténose cervicale :
- Diagnostic de Sténose cervicale (oui/non).
- Délai apres conisation du diagnostic de sténose cervicale (en mois).
- Traitement de la sténose cervicale (oui/non).
- Type de traitement de la Sténose cervicale (reprise chirurgicale sous AG ou

dilatation cervicale sous AL).

Récidive de dysplasie cervicale :

- Diagnostic Récidive de dysplasie cervicale (oui/non).

- Délai apres conisation du diagnostic Récidive de dysplasie cervicale (en
mois).

- Type de Récidive de dysplasie cervicale au FCU (ASC-US, ASC-H, LSIL,
HSIL, Carcinome épidermoide, Autres).

- Traitement de la Récidive de dysplasie cervicale (oui/non).

- Type de traitement de la Récidive de dysplasie cervicale (Laser,

¢lectrocoagulation, conisation, hystérectomie).

Dernier Frottis cervico-utérin :
- Caractére du dernier FCU (ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL, Carcinome
épidermoide, Autres)

- Délai de recul apres conisation du dernier FCU (en mois).
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LISTE DES ABREVIATIONS UTILISEES

aN = anormal

ANAES = Agence Nationale d’ Accréditation et d’Evaluation en Santé
ALTS = ASCUS-LSIL Triage Study

ACS = American Cancer Society

ASC-H = Atypical squamous cells cannot exclude HSIL = cellules malpighiennes atypiques
ne permettant pas d’exclure une HSIL

ASC-US = Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance = cellules malpighiennes
atypiques de signification indéterminée

BEH = Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire

CIN = Néoplasie Intra-épithéliale Cervicale

CnamTS = Caisse nationale d’assurance maladie des travailleurs salariés
CSC = carcinome spinocellulaire

EDITH = Etude de la Distribution des Types dHPV

EGB = Echantillon généraliste des bénéficiaires

Epib = Echantillon permanent inter-régime des bénéficiaires

FCU = frottis cervico-utérin

FDA = Food and Drug Administration

HAS = Haute Autorité de Santé

HC2 = Hybrid Capture 2

H&E = Hématoxyline et Eosine

HPV = Human Papilloma Virus

HPV-BR = Human Palliloma Virus a bas risque

HPV-HR = Human Palliloma Virus a haut risque

HR-HPV = Heigh Risk HPV

HSIL = High grade Squamous Intraepithelial Lesion = lesion malpighienne intaépithéliale de
haut grade

IARC = International Agency for Research on Cancer

InVS = Institut de veille sanitaire

IST = infection sexuellement transmissible

K = Cancer du col utérin

LBC = liquide biologique de cytologie

LEEP = Loop electrosurgical excision procedure
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LR-HPV = Low Risk HPV

LSIL = low grade squamous intraepithelial lesion = lesion malpighienne intaépithéliale de bas
grade

N = normal

PCR = Polymerase Chain Reaction

pRb = protéine du rétinoblastome

SFCPCV = Société Francaise de Colposcopie et de Pathologie Cervico-Vaginale

TAG 1 /2 = Transformation Atypique de Grade 1 /2

VIH = Virus Immunosuppresseur Humain

VLP = pseudo-particule virale
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ABSTRACT

Faced with the rejuvenation of patients treated for intraepithelial neoplasia therapeutic decision problems
arise. The aim of the study was to analyze the diagnostic value of cytology, colposcopy and histology pre-
conization for high grade intraepithelial neoplasia, and the interest diagnosis of p18INK4a protein in
histochemistry. This consisted of a retrospective study of 396 patients who underwent conization at the
Regional Maternity of Nancy from 1 January 2007 to 31 December 2009. The data collection regarding
the history of the patients, the cytology, colposcopic, virological and histological with immunolabeling of
p16INK4a results, before conization, and the long-term monitoring. They were compared with histologic
findings on definite parts of conization. This work allowed to mount a significant relationship between
abnormalities of high grade dysplasia in cone biopsy and Pap HSIL (p <0.001), a TAG2 to colposcopy (p =
0.0048), a CIN 2 or 3 at biopsy (p <0.001), a marking p16INK4a positive (p = 0.004). The kappa coefficient
of concordance between the histological samples at biopsies and cervical conization was 0.4378. In the
subgroup of patients with positive staining for p16INK4a, this coefficient was 0.3613. We found at follow-
up 3.11% of stenosis and 11.11% of recurrence without statistical relationship with the histological results
in the cone biopsy, or with the technique used. These results confirmed the strong correlation of cyto-
colpo-histology but with a significant disparity for CIN2, without significant improvement in the
diagnostic concordance with the protein p16INK4a. Content risk of obstetric complications, it is essential
to restrict the treatment of cervical lesions to those in evolutionary potential. Biomarkers such as

p16INK4a protein can help in this selection, but improvements are needed.
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RESUME DE LA THESE

Face au rajeunissement des patientes prises en charges pour néoplasies intra-épithéliales des problé

décision thérapeutiques se posent. L’objectif de I’étude a été d’analyser la valeur diagnostique des
examens cytologiques, colposcopiques, et histologiques pré-conisation pour les néoplasies intra-épithéliales
de haut grade, ainsi que I’intérét diagnostic de la protéine p18INK4a en histochimie. Cela a consisté en
une étude rétrospective incluant 396 patientes ayant eu une conisation a la Maternité Régionale de Nancy
entre le ler janvier 2007 et le 31 décembre 2009. Les données du recueil concernaient les antécédents des
patientes, les résultats cytologiques, colposcopiques, virologiques et histologiques avec immuno-marquages
de la p16INK4a pré-conisations, ainsi que le suivi & long terme. Ils ont été confrontés aux résultats
histologiques définitifs sur piéces de conisations. Ce travail a permis de monter une relation significative
entre les anomalies de dysplasie sévére a la conisation et un frottis HSIL (p<0,001), un TAG2 a la
colposcopie (p=0,0048), une biopsie de type CIN2 ou 3 (p<0,001), un marquage pl6INK4a positif
(p=0,004). Le coefficient kappa de concordance histologique entre les prélévements de biopsies et
conisations cervicales était de 0,4378. Dans le sous groupe de patientes présentant un marquage positif a la
pl16INK4a, ce coefficient était de 0,3613. On retrouvait lors du suivi 3,11% de sténoses et 11,11% de
récidives sans lien statistique avec le résultat histologique a la conisation, ni avec la technique utilisée. Ces
résultats confirmaient la forte corrélation cyto-colpo-histologique mais avec une disparité importante
pour les CIN2, sans amélioration significative de la concordance diagnostique par la protéine p16INK4a.
Contenu des risques de complications obstétricales, il est essentiel de restreindre le traitement des lésions
cervicales a celles a potentiel évolutif. Des biomarqueurs tels que la protéine p16INK4a permettent d’aider

a cette sélection, mais des améliorations sont nécessaires.
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