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INTRODUCTION

En 2011, le nombre de nouveaux cas de cancer dieseestimé a 53000. Plus de la
moitié d’entre eux sont diagnostiqués par le dagestorganisé permettant ainsi la mise en
evidence de tumeurs de moins de 2cm pour 50% des ¢& risque d’envahissement
ganglionnaire pour ces cancers de petite tailléadsie et s’éleve a 23% (1). La détermination
du statut ganglionnaire apporte des informationsng@stiques et guide le choix des
traitements adjuvants. La mise en place de la tiétedu ganglion axillaire sentinelle (GAS)
constitue une alternative au curage axillaire, asee morbidité moindre. L’analyse per-
opératoire du GAS a pour objectif de permettre dalisation d'un curage axillaire
complémentaire dans le méme temps si celui-ci ésastatique.

Plusieurs études tendent a démontrer que la réalisdifférée d’'un curage axillaire
apres un ganglion sentinelle entrainerait une rdaéoplus importante que la réalisation d’'un
curage axillaire en premiére intention. Husen goat analysé spécifiguement cette question
a travers les 370 réponses regues a un questienspécifique. lls ont montré que
l'intervention en deux temps était plus morbide diirgervention en un temps en terme
d’cedéeme du membre supérieur et de paresthésien(2ffet, les phénomenes inflammatoires
locaux suivant la réalisation du ganglion sentmellompliquent la ré-intervention.
L’intervention en deux temps représente égalemesuucodt lié a la réhospitalisation.

Une technique d’analyse fiable du GAS en per-opérest donc un enjeu important
car son résultat détermine la réalisation ou nam @¢urage axillaire complémentaire dans le
méme temps. Il existe deux méthodes d’analyse gdmmée qui sont I'examen cytologique
par empreinte ou grattage et I'examen sur coupescengélation avec ou sans
immunohistochimie. La méta-analyse de Tew (3) @agn 2005 retrouve pour I'examen
extemporané par apposition cytologique une seitgillobale de 63%. La sensibilité de
détection des macromeétastases s’éleve a 81% c@8%e pour les micrométastases. En
comparaison, I'examen sur coupes en congélatioséoasune sensibilité globale de 73%
(94% de détection des macrométastases et 40% demmdiastases) (4).

Les micrométastases sont définies par une taikemdtastase comprise entre 0.2 et
2mm de grand axe. Les cellules isolées sont sewlegroupées en petits amas de cellules

inférieures a 0.2mm de grand axe. Aucune de cex dechniques d’examen n’est



performante pour leur mise en évidence. Cela domstiune des principales limites de la
réalisation de l'analyse per-opératoire anatomapatfique. La variabilité inter et intra-
observateur est une autre limite.

Afin d’améliorer la sensibilité de I'examen extemg@oé, une nouvelle voie de
recherche s’est développée, basée sur 'amplificati’ ARNm spécifiques aux cellules
cancéreuses. Le test moléculaire diagnostique @p@E3NA (One-Step Nucleic Acid
Amplification) est aujourd’hui validé par plusieugtudes et le seul a étre commercialisé. Cet
examen permet I'analyse compléte du ou des GASgmenintervention par des processus
automatisés et rend un diagnostic semi-quantieatifemps réel. Il permet d’obtenir le statut
définitif du ganglion sentinelle en extemporanéiesi de réaliser le curage axillaire s'il est
nécessaire dans le méme temps opératoire.

Le but de ce travail est d’étudier les résultatsnd’ population ayant bénéficié de la
méthode OSNA et de les comparer a ceux d'une ptpualayant bénéficié de I'analyse

anatomopathologique.



1- RAPPEL DES CONNAISSANCES

1-1La diffusion lymphatique et le curage axillaire

1-1-1 Objectifs du curage axillaire

Les principaux objectifs du curage axillaire sdfibformation pronostique,
permettant de poser I'indication de traitementsiaaljts, et I'amélioration du contréle local.

Les patientes présentant un envahissement ganglienmaxillaire ont un risque
augmenté de déces, notamment par diffusion métastaen comparaison avec les patientes
indemnes d’envahissemg(f). L'étude prospective suédoise de Wilking a @auir une large
cohorte de 1622 patientes suivie en moyenne 4,3arsaucune perdue de vue. Cette étude a
retrouvé des risques supérieurs de récidives légminales et a distance ainsi qu’un risque
supérieur de déces pour les patientes présentanatteinte ganglionnaire. Ceci est d’autant
plus marqué que l'atteinte concerne plus de qugdrglions axillaires. Avec un suivi plus
important de quinze ans, le pronostic défavorable I'atteinte ganglionnaire a été confirmé
par I'étude américaine de Beenken (6). Chez lespad@ntes incluses, le risque de récidive
loco-régionale et la survie sans réecidive ont éghificativement liés a l'importance de
I'atteinte axillaire. Cet envahissement ganglionmaieprésente la principale indication de
traitement systémique adjuvant.

Le curage axillaire pourrait participer a I'améation du contréle local de la maladie.
Le risque de récidive axillaire aprés curage axdlgpour une tumeur classée cliniquement
T1-2, NO-1 est de 6% a 10 ans (7). Une étude patispdanternationale en 2006, randomisant
473 patientes, a étudié I'impact du curage axélainez les patientes de plus de soixante ans.
234 patientes ont bénéficié d’'une chirurgie mamenavec curage axillaire et 239 une
chirurgie mammaire seule. Toutes ont recu un tretg hormonal adjuvant. Avec un suivi
moyen de 6,6 ans, il a existé 3% de risque d’éimiuaxillaire chez les patientes n’ayant pas
eu de curage axillaire contre 1% pour celles agantintervention. En revanche, il n'a pas
éte retrouvé de différence significative sur laveuglobale (75% versus 73%) ni la survie
sans récidive (67% versus 66%) (8). Ces résultaist rpas été confirmés par I'étude

d’équivalence d’Avril en 2011 qui observait la serglobale et sans récidive de patientes



ayant bénéficié ou non d’'un curage axillaire. Ledigmtes étaient toutes ménopausées et
avaient plus de 50 ans. Il a été randomisé 292mas sans réalisation de curage axillaire
(groupe 1) et 310 patientes chez qui il a étégéaln curage axillaire (groupe 2). Avec une
surveillance de 5 ans, les résultats n’étaientéumsvalents. La survie globale était de 98%
pour le premier groupe contre 94% pour le deuxidmaesurvie sans récidive était de 96%
pour le groupe 1 et de 90% pour le groupe 2. L& @ récurrence axillaire était plus
important dans le groupe 1 (9).

1-1-2 Les facteurs de risque d’envahissement ganglionmair

L’envahissement ganglionnaire définit le risque asttique et représente un des
éléments pronostiques majeurs conduisant a laideds traitements adjuvants. Les facteurs
de risque de diffusion lymphatique sont représepé&éda taille tumorale, I'age, les emboles
lymphatiques, le grade histologique et son type,récepteurs hormonaux et la localisation
de la tumeur dans le sein (10). Les trois premé&ésnents sont des facteurs de risque

indépendants en analyse multivariée.

1-1-3 Morbidité du curage axillaire

Le curage axillaire s’accompagne d'une morbiditéraht la qualité de vie des
patientes dans 39% des cas (11).

Les complications précoces sont dominées par lalhgrele, la douleur et les troubles
sensitifs, 'hnématome et les complications per-af@res. Les canaux lymphatiques n’ayant
pas de membrane basale et la lymphe n'ayant pasrajwiété coagulante, les ligatures
n‘empécheront pas I'extravasation de lymphe en aman de multiples pores. Le taux de
lymphocele axillaire aprés curage axillaire varedda 90% (12).

Le lymphoedeme constitue la complication tardiviegpale, sa fréquence varie entre
6 et 30% (13kt est responsable d’'un impact négatif importantiasualité de vie (14). Le
délai moyen de survenue est de 14 mois et sa pgrémesemblerait passer par une éducation
immédiate des patientes en post-opératoire poumuotglisation précoce (15). De maniére
précoce, une limitation des mouvements de I'éptulehe pres de 70% des patientes ([L6)

peut a long terme entrainer une raideur dans 8@des cas (17).



1-2La technigue du ganglion sentinelle

1-2-1 Le concept

Le concept de ganglion sentinelle est basé suifflasibn progressive de I'atteinte
ganglionnaire, celui-ci étant le premier gangliodrainer la tumeur. Son analyse permettra
d’en déterminer son caractere métastatique. L&ttde la cartographie de I'envahissement
ganglionnaire loco-régional a été deécrit pour lanmére fois en 1977 par Cabannas pour
orienter le prélevement ganglionnaire dans la miseharge du cancer de la verge (18). Ce
concept a ensuite été appliqué en 1992 par Mottah @u mélanome malin (19). En 1994,
Giuliano et al, l'ont appligué a la prise en chadje cancer du sein (20). La premiere
publication Francaise en 1998, de Rodier et ale@aidl’'expérience initiale des Centres de
Lutte Contre Le Cancer (21).

Le concept du ganglion axillaire sentinelle appdigau cancer du sein consiste a
sélectionner les patientes susceptibles de nevoaisddenvahissement ganglionnaire axillaire
afin de leur éviter un curage axillaire inutile objectif de cette technique est par conséquent
d’obtenir une information sur le statut gangliomaaussi fiable que dans le curage axillaire.
Ainsi cela repose sur deux critéres : le taux dedi®n du ganglion sentinelle et le taux de
faux négatifs.

Il existe deux types de méthodes de détection méhode colorimétrique et la
méthode isotopique. L'utilisation combinée des dewthodes permet d’augmenter le taux
d’identification. La méta analyse de 2006 portamt@9 études, représentant 10 454 patientes,
a montré un taux de détection de 96,35% (moye®884, médiane: 92%) (22). En moyenne
le nombre de ganglions sentinelles extraits éw@it,82 (1 a 4, médiane 2).

Le taux de faux négatifs est mesuré chez les gatiesyant au moins un ganglion
sentinelle détecté et correspond au rapport du nordé patientes chez qui les ganglions
sentinelles sont indemnes d’envahissement mégstasilors qu’il existe des métastases dans
les ganglions non sentinelles, sur le nombre to&l patientes chez qui il existe un
envahissement métastatique au niveau des gangjidits soient sentinelles ou non. Le taux
de faux négatifs ne peut étre précisé qu’avecdasation concomitante d’une détection du
ganglion sentinelle et du curage axillaire completaiee. Une méta analyse de 70 essais

publiés a montré que le taux de faux négatifs pétaé de 8,4% (23).



L’essai randomisé multicentrique NSABP B-32 (Na#ibSurgical Adjuvant Breast
and Bowel Project) a porté sur 80 centres canadénaméricains entre 1999 et 2004
permettant de randomiser 5611 patientes. Cet d&sgiivalence a comparé curage axillaire
systématique aprés ganglion sentinelle versus eussgondaire uniquement en cas de
ganglion sentinelle métastatique. Les résultatsratmuvent pas de différence de survie
globale ni de survie sans récidive entre les deawpes. Le ganglion sentinelle est donc une
technique appropriée, slre et équivalente au curatiaire (24).

1-2-2 Morbidité du ganglion sentinelle

La morbidité de la technique du ganglion sentineltét étre comparée a celle du
curage axillaire. 1l est également important d’éealla morbidité propre de la technique du
ganglion sentinelle seule et de la double inteieentomportant la détection du ganglion
sentinelle et de maniéere différée la réalisatiaimdturage axillaire complémentaire indiqué
par les résultats anatomopathologiques définitifs.

Les études comparant morbidité du curage axilkicelle du ganglion sentinelle sont
nombreuses et concluent toutes a une morbiditédrmiMNotamment, Purushotham et al, ont
mené un essai randomisé dans I'objectif principéaluer la morbidité de la technique du
ganglion sentinelle comparée au curage axillaifg. (Rans cette étude, la morbidité chez 155
patientes du bras contrdle, avec chirurgie consgrean=150), ou une mastectomie (n=5), et
un curage axillaire est comparée a celle de 1l4igémas, dont 57 ont eu une détection du
ganglion sentinelle et un curage axillaire et 86 aumage axillaire seul. L’étude de la
morbidité montre une diminution significative dwxade lymphoceles ponctionnées, de
lymphoedeme subjectif ou objectif, de paresthésatsd’atteinte de la flexion ou de
'abduction de I'épaule, dans le groupe sentinell&étude de la qualité de vie montre
également une nette différence en faveur du grasmelion sentinelle dans la période
précoce apres l'intervention. Les deux groupes sentblables a 1 an. L'étude nationale
STIC GAS 2004 compare notamment qualité de vie etbidité des deux techniques
chirurgicales (26). Entre septembre 2005 et décerbb6, 822 patientes ont bénéficié de la
technique du ganglion sentinelle voire d’'un curagdlaire de complément (soit dans le
méme temps opératoire (95 patientes) soit en secmention (132 patientes)) et 146 d’'un
curage axillaire seul d’'emblée. Les questionnaideegualité de vie (QLQ-C30 et QLQ-BR23)

ont été remplis par les patientes avant traitemenie semaine, un, deux, huit et 12 mois



apres la chirurgie. Les résultats sont en faveua dechnique du ganglion sentinelle avec une
nette différence observée entre une semaine et ok Deux mois aprés lintervention
chirurgicale, les patientes du groupe ganglioniselt¢ récupérent leur qualité de vie par
rapport a la situation initiale, mais il faut atte@ huit mois pour les patientes du groupe
curage axillaire. Les symptomes liés au bras, auesgce de la chirurgie (douleur, oedéme,
mouvement du bras limité) sont ressentis de fagas pnportante dans le groupe curage
axillaire et la différence reste significative a fis. Quelle que soit la période de suivi
considérée, les patientes des deux groupes neuveilrd pas le score de leur échelle
fonctionnelle avant le traitement chirurgical. lide randomisée ALMANAC de Mansel
portant sur 1031 patients a étudié la qualité de apres réalisation soit d’un ganglion
sentinelle soit d'un curage axillaire. Il a étéoeté une différence significative de qualité de
vie en faveur du ganglion sentinelle (p<0,003) (27)

Les différents travaux évaluant la morbidité déelehnique du ganglion sentinelle ont
montré qu’il existe une morbidité non nulle dansggteupe ganglion sentinelle seul. Dans
'essai randomisé de Purushotham et al, la mosbidds 84 patientes qui n‘ont eu que la
technique du ganglion sentinelle est comparéengoldidité des patientes du groupe contréle
avec curage axillaire mais sans envahissement igangire (25). Les patientes du groupe
ganglion sentinelle seul ont une fréquence de 9%rdphocele ponctionnée contre 23% dans
le groupe curage (p=0,008), un lymphoedéme moddr2 @ois avec une augmentation de
volume de 20 ml contre 59,8ml (p=0,007), et undllewge qualité de vie immeédiate
(p=0,009) et & 3 mois (p=0,05). Wilke et al, onalgsé la morbidité des 4 975 patientes de
'essai de I'’American College of Surgeons Oncoldgsoup Z0010 qui n'ont subi que la
détection du ganglion sentinelle sans curage @elissocié (28). Ces auteurs ont montré que
le risque d’anaphylaxie lié a l'utilisation du Blé&sosulfan est de 0,1%, le risque d’abces de
1%, le risque de lymphocele de 7%, et d’hématomg,4%. Les deux facteurs liés au risque
de lymphocele sont I'age et le nombre de ganglgsmginelles prélevés. A 6 mois, 8,6% des
patientes ont ressenti des paresthésies axill&if@% ont eu une diminution de la sensibilité
du membre supérieur et 6,9% ont présenté un lyngame de plus de 2cm par rapport a la
situation préopératoire. A six mois, le risque yifaphoedéme était lié a 'age et au BMI.

La question de la morbidité d’un curage axillairéédée aprés ganglion sentinelle a
été évaluée dans le STIC GAS mais I'effet plustéééed’une intervention en deux temps n’a
pas été établi. En revanche, Husen dans son étudmcu a plus d'’ocedéme du membre

supérieur et un risque accru de paresthésies (2).



1-2-3 Indication de la technique

Selon les recommandations de Saint Paul de Vebitg 29), la procédure du GAS
s’adresse a toutes les tumeurs infiltrantes T1<T2 dm) NO a condition que certaines regles
de bonnes pratiques soient respectées telles gaalisation d’'une technique d’identification
combinée, la validation d’'un apprentissage, legu&ment si possible d’au moins deux GAS
et la reéalisation dune analyse anatomopathologigpar coupes sériees et
immunohistochimies des GAS. Les contre-indicati@ast les tumeurs multifocales, la
réalisation d’une chimiothérapie néoadjuvanteatitBcédent de chirurgie mammaire.

En ce qui concerne le carcinome canalaire in ftyrocédure est recommandée en
cas de mastectomie du fait de I'impossibilité udtére de réaliser cette technique avec une
fiabilité reconnue et du fait de Iésions corres@otdhabituellement a des carcinomes
intracanalaires étendus avec un risque de sousagin par rapport a I'histologie définitive
pouvant correspondre a un carcinome micro-invasifua carcinome invasif. En cas de
résection conservatrice, il semble raisonnablesd@isr une procédure de GAS d’emblée
dans les situations « a risque » de découverteed’(micro-) invasion a I'examen
anatomopathologique définitif : CIC de haut graG¢C étendus (> 20 mm) et en cas de
suspicion de micro-invasion sur I'imagerie ou lxraibiopsie préopératoire.

Les indications de curage axillaire complémentaoet I'échec de détection, un GAS
atteint en macro et micrométastase. Sa réalisasbrontroversée en cas de cellules isolées
(29).
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1-3 Méthodes d’analyse anatomopathologique

1-3-1 Analyse définitive

La techniqgue du ganglion sentinelle permet de ndi@oau pathologiste que 1 a 4
ganglions au lieu de 10 a 15 ce qui permet uneys@anatomopathologique plus ciblée.
Comme le ganglion sentinelle a plus de chance d&eono une métastase, que les ganglions
non sentinelles du curage, le pathologiste a irftérson étude du ganglion sentinelle par une
augmentation du nombre de coupes plus ou moinsaesations immunohistochimiques
(30). Il existe des recommandations notamment eurogderh américaines permettant de
guider les pratiques anatomopathologig{Bdg-(32).

L’analyse définitive du ganglion sentinelle passar pune premiére étape
macroscopique. Les ganglions sont comptés, me&iréslus en totalité en réalisant des
coupes de 1.5 a 3mm. Puis il est réalisé une éhid®scopique avec une nouvelle série de
coupes seriées de 150 a 23. Une premiére analyse sur coupes en congeélason e
effectuée par coloration par Hématoxyline-EosinE)HCelle-ci peut étre complétée par une
analyse immunohistochimique (IHC) par I'applicatidinn anticorps anti-kératine AE1-AE3
en cas d’HE négatif a la recherche de micrométestas cellules isolées. Cette procédure
ameéliore de maniere significative la sensibilité digtection de ces meétastases de petits

volumes (33).

1-3-2 Procédures per-opératoires

Cette analyse définitive différée peut étre préeédé@ne analyse extemporanée
permettant la réalisation immeédiate d’un curagdlase de complément en cas de ganglion
sentinelle métastatique. Les principales méthodegathen extemporané sont I'examen
cytologique, par empreinte ou par grattage, etafeen histologique sur coupes en
congélation, avec ou sans IHC.

L’examen par empreintes cytologiques est rapide,19mn, peu colteuse et préserve
le tissu lymphoide. En revanche, elle ne permet @asdifférencier les micro des
macrométastases. Sa sensibilité est amélioréeéepgetience de I'équipe et 'augmentation
du nombre de coupes examinées (34). Les cas denfgatifs sont essentiellement liés aux

cas de micrométastases et au carcinome lobuldilteaint (35). La méta-analyse de Tew (3)
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parue en 2005 décrit au total 31 études portantasualidité de I'examen extemporané par
apposition cytologique et retrouve une sensibgitghale de 63%. La sensibilité de détection
des macrométastases s’éleve a 81% contre 22% gwuritrométastases. Il existerait de plus
un taux de faux négatif plus important pour lexicermes lobulaires du fait d’'une plus faible

cohésion cellulaire et d’'une ressemblance deslesllavec des cellules lymphoides. Cox et
son équipe ont rapporté une différence de perfocmde détection de 'atteinte ganglionnaire
entre carcinomes lobulaire et canalaire (respacigre 38,7% et 55,5%) (36).

L’examen histologique sur coupes congelées sehfdittuellement sur une partie du
ganglion sentinelle, la moitié ou une tranche. €dtdchnique permet de détecter des
métastases de plus petite taille que I'examen agiglie. Mais les coupes au cryostat
nécessitent de dégrossir le préléevement ce quiuibred une potentielle perte de tissu
lymphoide. La sensibilité augmente avec le nomlerérahches examinées. La méthode des
coupes congelées est plus longue de réalisatidouswsi elle est associée a une analyse
immunohistochimique (30 a 40 minutes passant deéx 8D minutes). Elle est aussi plus
onéreuse. Cependant, elle permet de donner unemiafion sur le type d’envahissement
ganglionnaire et d’augmenter le taux de détecties mhiicrométastases. La méta-analyse de
2011 (4) regroupant 47 études évaluant I'extemporané supeslen congeélation seule
conclue a une sensibilité globale de 73% (94% dectién des macrométastases et 40% des
micrométastases). L'étude de Krishnamurthy de 2(B® retrouve une supériorité de
’examen sur coupes en congélation associé a ur@ rkpide par rapport a l'analyse
cytologique avec des résultats proches de l'anafi&itive. Les recommandations de
I’American Society of Clinical Oncology concluent’gntre des mains entrainées, la méthode
d’extemporané par coupe congelées est préféralde ame meilleure sensibilité que la
cytologie (32).

12



1-4 Analyse du ganglion sentinelle par la biologie mobéilaire

1-4-1 Données physiopathologiques

Moll et son équipe ont publié un article portant ks cytokératines humaines (40).
Comme la plupart des cellules adénocarcinomatelesesellules du cancer du sein expriment
fortement les cytokératines (CK) 8, 18 et 19. Cearqueurs, spécifiques des cellules
épithéliales, normalement absents des tissus mammiiganglionnaire sains. L’expression
élevée des CK 8 et 18 seraient associée a un piofmsrable, en revanche I'expression de
CK 19 est relativement stable. Cette donnée a é@asoulignée par Chu en 2002 qui a
retrouvé la présence de CK 19 dans 98,2% des cadoesein (41). Cependant il existe un
biais car seuls les principaux types anatomopatipies ont été testés. En effet, la derniére
édition de la classification histologique des camadu sein a permis de distinguer dix-sept
types histologiques distincts (42). Certains tyipistologiques n’ont donc pas été étudiés dans
la publication de Chu tels que les carcinomes byl mucineux, apocrines,
micropapillaires. Ceux-ci ont plus récemment éténexés par Alvarenga et son équipe et la
présence de la CK 19 a été retrouvée dans respeint 93%, 86%, 100% et 100% des cas
(43).

Par ailleurs I'expression de divers autres marqueauété étudiée dans les cancers du
sein dont la mammaglobine. En effet, en 2005 Bemstt son équipe se sont intéressés a
'expression de cette protéine dans le cancer du Selle-ci a été détectéee dans 72% des
cancers du sein et en revanche est absente dess digsus néoplasiques. De plus, la
mammaglobine n’est pas détectée dans les celludesnmaires saines (44). Ces résultats ont
confirmé des données publiées par Zehentner. Celairéalisé une revue de littérature ;
cinquante publications ont retrouvé I'expressiorcdte protéine dans le tissu mammaire, le
sang et les ganglions axillaires en cas de canceeit (43).

Des techniques innovantes de biologie moléculaiteré&cemment été mises au point
permettant I'analyse du ganglion sentinelle repbsan la détection de certains marqueurs.
Celles-ci sont rapides, exhaustives, automatisefasdes, il s’agit de :

- la procédure OSNA® (One Step Nucleic Acid Amphtion) commercialisée par
I'entreprise Sysmex
- la procédure Gene Sealéltommercialisée par I'entreprise Veridex
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1-4-2 Méthode OSNA

1. Principe de la technique

La méthode OSNA repose sur une technologie d'amglibn rapide d’acide
nucléique appelée RT-LAMP (Reverse Transcriptaseoptediated Isothermal
Amplification) automatisée, rapide, semi-quantitatiexhaustive et fiable. Pour développer
cette technique, 50 ARNm (ARN messager) marquentengiels, normalement non exprimes
dans les ganglions lymphatiques, ont été séleamnbe taux d’expression de ces ARNm
marqueurs a été évalué par QRT-PCR sur des gasdjiophatiques histopathologiquement
meétastatiques ou indemnes (figure 1 et 2). La @dupermet de constater un taux important
de la CK19 dans les ganglions métastatiques en a@ispn avec des ganglions indemnes,
ainsi que d’autres marqueurs comme I'ACE et la maglabine. De plus, selon la figure 2, le
taux d’expression de la CK19 dans les ganglionsasté@tiques est particulierement élevé. Ce
marqueur a donc été identifié comme offrant le giand potentiel en terme de sensibilité.

Le test OSNA utilise 6 amorces d’ARNm différentgathétisées spécifiquement afin
d’éviter I'amplification de pseudogénes de la CKilOde leurs transcrits pouvant générer des
résultats faussement positifs. Ces six amorces gitgn I'utilisation de I'unique marqueur
CK19. Par ailleurs, l'utilisation d’'une méthode tisermique constante a 65°C empéche
'amplification indésirable de I'’ADN génomique, €t ainsi des résultats faussement
positifs.

Le test OSNA mesure quantitativement I'expressidiMRNmessager de la CK19,
cette quantité étant corrélée a la taille du foyetastatique. Des seuils ont ainsi pu étre
déterminés (figure 3). Les résultats sont préseaitgs (++) pour les macrométastases, (+)

pour les micrométastases et () pour 'absenceétastase.
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Figure 1: Rapport des taux d’expression d’ARNm entre sglions positifs et négatifs.
CEA : Antigéne carcinome embryonnaire, CK19 : cgtaitine 19, MUCL1 : mucine 1, MGB1 : mammaglobine
1, CK18 : cytokératine 18, CK20 cytokératine 2@dkine : géne de la R-actine
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Figure 2 : taux d’expression de chaque ARNm marqueurs snganglions positifs.
CEA : Antigéne carcinome embryonnaire, CK19 : cgtaitine 19, MUCL1 : mucine 1, MGB1 : mammaglobine
1, CK18 : cytokératine 18, CK20 cytokératine 2@dine : géne de la R-actine
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Figure 3: seuils déterminant les différents types d’ateegmnglionnaire selon le nombre de copies de [A9CK

2. Déroulement de la procédure

Apres avoir «dégraissé » et extrait le tissu egémaglionnaire, les ganglions
sentinelles détectés sont homogénéisés manuelleametysats tissulaires et directement
soumis a amplification sans extraction préalableRiKmessager. Les ganglions dans leur
ensemble sont analysés (figure 4). Ceux pesant ggu600mg sont coupés en plusieurs
échantillons. Les échantillons purs et dilués @@’ sont analysés simultanément dans un
automate appelé RD100i (figure 5) pour la présetda quantification du géne de la CK19.
La réaction d’amplification est suivie en tempsl.rdees résultats sont présentés semi-
guantitativement sous 3 catégories: macrométasfasg¢smicrométastases (+) et absence de
meétastase (—), et sont corrélés au nombre de cdpdddNmessager de la CK19. Quatre
ganglions peuvent étre analysés en paralléle. ltectién se fait en temps réel avec un
résultat en 30 minutes environ pour 1 GAS, 40 nasyiour 2 GAS, 45 pour 3 et 50 pour 4.

Dans de rares cas, un résultat positif peut étienab par levée d’inhibition, il est dans
ce cas indiqué (+)I et non quantifiable aujourd’Hbé phénomene s’explique par le fait que

certaines molécules non identifiées (inhibiteues)yent avoir un réle inhibiteur de la réaction
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d’amplification, et de ce fait, aucune amplificatioe peut avoir lieu dans I'échantillon pur.
En revanche, le fait de diluer ces inhibiteurs dédéshantillon dilué au 1/19" permet de
lever cette réaction d’inhibition rendant ainsi gibfe une amplification dans le cas d'une
expression de CK19. Le résultat est positif, taigefil n’est pas quantifiable et ne permet pas

de conclure entre la présence de micro ou macreass
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Figure 4 : procédure de la méthode OSNA Figure 5: automate RD100i

Ce test détecte qualitativement I'expression dexderotéines, la mammaglobine
(MG) et la cytokératine 19 (CK19). En utilisant RN issu de ganglions lymphatiques
sentinelles disponibles de 254 sujets atteints atecar du sein, il a été démontré que
I'association de la mammaglobine et de la CK1& é@timale pour détecter une métastase
ganglionnaire avec une sensibilité de 90% et ugeisgité de 949%445).

Cette procédure consiste en une réaction RT-PCReraps réel. Tout d’abord, en
utilisant GeneSearch™ ARN Sample Preparation Kitjdsu ganglionnaire est homogénéisé
pour libérer les molécules d’ARN. L’ARN est puriféépartir d’homogénat de tissu et la RT-
PCR est effectuée sur un échantillon d’ARN. Cellese produit dans une réaction
completement isolée, homogene et en une étapes raiqueurs génétiques (MG, CK19 et

un géene de contrdle interne [IC, porphobilinogéésatininase, PBGD]) sont inclus dans cette

17



réaction. Un brin d’ADN complémentaire (ADNc) esbguit a partir d'un ARN messager
(ARNm) en utilisant la fonction de transcriptionvarise d'une ADN polymérase
thermostable. Le mélange réactionnel (un tamportecamt des amorces et des sondes
d’ADN spécifigues au marqueur, des désoxyribonwgities tri-phosphates [dNTP] et de
’ADN-polymérase) est chauffé pour activer TADN{gmérase, puis refroidi pour laisser
s’hybrider spécifiquement les amorces inversesdam) spécifiques a la cible au niveau des
ARNmM cibles. Les amorces hybridées sont étenduebAiaN-polymérase en présence d’un

exces de dNTP pour former des brins d’ADNCc.

Aprés avoir produit des ADNc, le mélange réactidneentenant I'hybride
ADNC:ARN est a nouveau chauffé pour dénaturer lessb Le mélange réactionnel est
refroidi, ce qui permet aux amorces directes (sspsgifiques a la cible de s’hybrider et a
l'activité ADN-polymérase/ADN-dépendant d’étendeslrin sens vers les zones d’amorces
inverses. Ce processus d’amplification produit séguences d’ADN double brin appelées
amplicons. Les cycles suivants de dénaturation’letbddation/extension augmentent de
maniere exponentielle la quantité de ces ampligomsont ensuite détectés a I'aide de sondes

d’ADN spécifiques a la séquence.

La production d’amplicons cibles est détectée @d'ad’une sonde contenant une
séquence d’ADN en partie spécifique a I'amplicdrleci Cette sonde est reliée a une molécule
fluorescente et a une molécule qui éteint la flsceace (quencher). La sonde hybride la
séquence cible, puis est coupée par I'activité egléase de ’ADN-polymérase a mesure que
I'extension de I'amorce dépasse la région de lalso@e clivage a pour résultat de séparer la
molécule fluorescente du quencher, ce qui augmént@luorescence. En mesurant la

fluorescence, il est possible de détecter la poeEsdiamplicons cibles.

Chaque marqueur génétiqgue est détecté a l'aide alécuoles fluorescentes ayant
différentes longueurs d’ondes d’excitation et d'ssion. La fluorescence de chacun des
marqueurs génétiques est mesurée aprés chaquedey¢Empérature. L’amplification des
marqueurs génétiques est détectée en augmentdhiotascence due a la libération du
fluorophore qui se trouve a proximité du quencher.valeur Ct est déterminée lorsque le
signal fluorescent dépasse un seuil prédéfinieSicbntréles externes sont valides, la valeur
Ct de chaque marqueur génétique de I'échantilldiemiaest comparée aux valeurs seuil Ct
spécifiques au marqueur. Si la valeur Ct d’'un asidlux marqueurs génétiques est inférieure

a la valeur seuil, I'échantillon est considéré pbsioutes les amplifications, les détections de
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fluorescence et les interprétations des sighauk eftectuées automatiquement par I'appareil
SmartCycler.

A la différence d’'OSNA, le résultat est qualitatédndu comme positif (pour macro ou
micro métastase), négatif (cellules tumorales eldu absence de toutes cellules tumorales)

ou invalide. En revanche, il n’existe pas de phémende positif par levée d’inhibition.

1-4-4 Etudes de validation de la biologie moléculaire

Concernant la technique OSNA, la premiére étudiésésapar Tsujimoto en 2007 (46)
a retrouvé un taux de concordance avec l'analystolbgique définitive a 98,2%. Pour
confirmer ces résultats, des études de concordarmeela méthode histologique définitive ont
été mises en place pour les deux approches moiksul&lles ont toutes utilisé une approche
similaire avec I'analyse histologique comme stadgeur la comparaison.

Pour chaque publication, les ganglions ont été ésgm quatre tranches égales a, b, ¢
et d. Les tranches a et c ont été analysées soilapméthode histologique de coupe en
congélation avec coloration HE soit par la biologieléculaire. Les tranches b et d ont été
analysées par l'autre technique (figure 6). Dudail’analyse partielle du ganglion par 'une
ou l'autre méthode, la présence de petites métsstasquement dans les tranches “b” ou “d”
ou dans les tranches “a” et “c”, respectivementl gg¢nérer des résultats discordants dans une
faible proportion. En cas de discordance (seutedthode de référence était positive ou seule
la méthode OSNA était positive) des analyses lugiques post-opératoires complémentaires
et de biologie moléculaire (RT-spécifiques des mawgs CK19, FOXAl et SPDEF et
western blot CK19) ont été réalisées: le but devéstigation des cas discordants (ICD) a
consisté a déterminer si la discordance était dua hiais de localisation tissulaire (BLT).
Tous les BLT ont été exclus des analyses statesiqu

Le tableau 1 regroupe les résultats des étudesodeomance réalisées pour la
méthode OSNA®. Au total sur les 3631 GAS analyséas @SNA dans un objectif de
comparaison de concordance avec l'analyse anatdhwpgique, on retrouve un taux de
concordance moyen avec I'examen anatomopathologigunelard d86,1% (de 95 a 98,8%)
Dans toutes les études, les cas d’analyse disderdatre la biologie moléculaire et 'analyse
conventionnelle sont le plus souvent expliqués lear biais d’allocation tissulaire et

notamment pour les micrométastases.
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Dans I'étude prospective de validation américaioggmt sur la plus importante série
de 496 patientes (47), selon lanalyse anatompaiilgue, on retrouve un taux
d’envahissement ganglionnaire de 20,4% avec 68,8%andcrométastases et 31,2% de
micrométastases. La technigue OSNA a détecté 98b%es macrometastases et 48,8% des
micrométastases mais elle a également détecté 3tastages supplémentaires (9
macrométastases et 29 micrométastases). Apresureleenatomopathologique, 18 de ces
métastases ont été finalement identifiées (9 macf micro). Dans cette étude, un examen
extemporané par empreinte cytologique a égalenténeadlisé sur 532 ganglions et compare
aux performances diagnostiques de la technique O®MNAaux résultats histologiques
définitifs. En extemporanée la sensibilité d’OSN#faie de 85,5% dans la détection de
I'atteinte des ganglions, significativement supémea celle de la cytologie par empreinte
(63%, p=0,0018).

Lymph node
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abed

§ levels HRE and
CK1%and AE1/AE IHC

i |
v)'ik_l
W
Histological work-up OSNA method

CK19 amplification by

Figure: frotocole de I'étude du ganglion sentinelle
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Référence Année | Nombre | Nombre BLT | Histo+/ | Histo-/ | Histo+/ | Histo-/ Concordance | SSB SPE VPP VPN Faux Faux
patientes | ganglions OSNA+ | OSNA- | OSNA - | OSNA + positifs négatifs

- 95 3% - 4% -

- - b o B

7 97 1% 94. 3% 1.9%

- 91 7% - 8% o

Le Frere-
Belda

- 91 7% 85. 8% 1.7%

Au total

Tableau 1 Résultats des analyses histologiques et méth&ieAQles différentes séries
BLT : Biais de localisation tissulaire, SSB : séilgg, SPE : spécificité, VPP : valeur prédictpasitive, VPN : valeur prédictive négative
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La technique Gene Seaftha eu le marquage CE en juin 2006 et 'agrémentade |
FDA (Food and Drug Administration) en juillet 20@&ns le cadre de la détection de
métastases ganglionnaires des cancers du seirgaidition que la moitié du ganglion soit
examinée en méthode traditionnelle.

Les études de validation regroupées dans le talflemtrouvent une concordance
satisfaisante avec I'analyse anatomo-pathologigagitionnelle. Cependant depuis 2009, la
commercialisation de Gene Sedftha été stoppée pour des raisons de manque deitésibil

commerciale selon I'analyse du Dow Jones Newswire.

Référence Année | Nombre | Nb de ganglions analysés| SSB SPE Concordance avec
histologie définitive

patientes

Julian 2007 416 Np 87.6% 94.2% 92%

Viale 2007 293 293 77.8%  95% 90.8%

Martinez 2008 82 Np 88.9% 95.7% 95.2%

Mansel 2009 82 124 92% 97% 96%

Veys 2009 367 Np 89%  94.5% 93.5%
Tafe 2009 59 Np 88.9% 93.5% 86.4%

Cutress 2009 254 491 96% 95% 95%

Baranzelli 2009 83 157 92% 98% Np

Tableau 2: Résultats des analyses histologiques et méthRdePCR Gene Search des différentes séries
Np : non précisé, SSB : sensibilité, SPE : spétafic
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1-4-5 Diffusion de la méthode

Le tableau 3 fait état de la diffusion de la tegiei en Europe a la date de février 2012

et des protocoles d'utilisation. Pour les analysesmtomopathologiques, il existe une

obligation réglementaire de conserver un historideg pieces. En ce qui concerne les lysats

aprés analyse OSNA, il n’existe pas de recommanla&i chaque centre peut décider de sa

technique de conservation. L'analyse de I'intéggadiu ganglion et la conservation du lysat

représentent la principale procédure réalisée pandjorité des pays européens. Excepté en

France ou il est réalisé une tranche centrale laotmnservation historique.

Nb de site Protocole Total
utilisant des

o) \[\\= 0| Tranche 4 GAS patientes
routine centrale  tranches entier

Nb de
GAS
par
patiente

Taux
d’atteinte
métastatique
par patiente

ltalie 17 478 1020 2000 3498 2676 1.3 53:47 24.7% |
France 13 4249 306 1393 5948 3273 1.8 58:42 26.5%
Royaume- 15 0 864 3760 4624 2490 1.9 46 :54 32.8%
Uni

Espagne 84 531 280 18513 19324 10508 1.8 48:52 31.9%
Autres 10 470 222 754 1446 737 2.0 49:51 31.6%
Total en 139 5728 2692 26420 34840 19684 1.8 50:50 30.2%
Europe

Tableau 3: Situation de la diffusion de la technique OSNAfévrier 2012, données Sysmex
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2- MATERIEL ET METHODE

2-1Caractéristigues de I'étude

Cette étude comporte deux parties :

- une premiére partie prospective unicentriqueiséala I'Institut de Cancérologie de I'Ouest
René Gauducheau Saint Herblain entre février 2G1@val 2012 concernant toutes les
patientes ayant bénéficié de la méthode OSNA.

- une deuxieme partie comparant les résultats tte série prospective a une population
contrle, rétrospective, de patientes ayant béeééefid’'une prise en charge
anatomopathologique de leurs ganglions sentinelidls. provient de la base de données
informatisée BERENIS (Base d’Evaluation et de REckhe du Néoplasme Infiltrant et In
Situ) regroupant les données a la fois cliniquegagacliniques du diagnostic, du traitement,
et du suivi des patientes traitées au Centre Reng&@@heau pour un carcinome mammaire
depuis 1985.

Les critéeres d’inclusion sont identiques pour les deux études. Il s’agitadges les
patientes présentant un carcinome mammaire et aysntindication a la réalisation d’'un
ganglion sentinelle selon les recommandations d#-Baul-de-Vence 2011 (29).

- Pour les carcinomes infiltrantes :

* toute tumeur T1 et T2 de moins de 3 cm,

* unifocale,

» sans adénopathie axillaire clinique suspecte

- Pour les carcinomes in situ :

e toute indication de mastectomie. S’il est mis enidénwce a [I'analyse
anatomopathologique définitive du carcinome invasifmicro-invasif, la réalisation
du GAS sera ensuite impossible

* les situations « a risque » de deécouverte d'unecr(®)i invasion a I'examen
anatomopathologique définitif ; carcinome in si@lg) de haut grade, CIS étendus (>
20 mm) et en cas de suspicion de micro-invasion’isoagerie ou la micro biopsie
préopératoire.

Les critéres d’exclusion identiques aussi entre les deux études, sont :

* les tumeurs infiltrantes de plus de 3 cm

» laréalisation de chimiothérapie néo-adjuvante
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* les antécédents de chirurgie mammaire
» les patientes ayant une allergie au bleu patentéarg impossible la détection

colorimétrique du ganglion sentinelle.

2-2Prise en charge des patientes

Globalement, la prise en charge des patientesiéémtique dans les deux parties de
I'étude.

2-2-1 Bilan pré-opératoire

Toutes les patientes incluses ont préalablementéficé d’'une microbiopsie
échoguidée ou d’'une macrobiopsie sous stéréotatimgitant de poser le diagnostic de
néoplasme du sein. Ces tumeurs ont toutes unenpaése clinique et radiologique uni
focale a l'aide d’'un bilan sénologique avec mamrapgre, échographie voire IRM dans

certains cas (essentiellement pour le type histpl@globulaire).

2-2-2 Prise en charge chirurgicale et anatomopathologique

Les modalités de la chirurgie sont décidées entifmmcles conclusions radiologiques
et de I'examen clinique réalisé par le chirurgignvalidées en réunion de concertation
préthérapeutique. La chirurgie conservatrice co&isen une zonectomie, tumorectomie,
guadrantectomie ou pamectomie. Une chirurgie coatgre avec oncoplastie est parfois
réalisée. La chirurgie radicale correspond a unstegtomie accompagnée ou non d’'une
reconstruction mammaire immeédiate, soit par lambaaugrand dorsal, soit par pose de
prothése définitive ou d’expandeur.

Sur le plan axillaire, il est réalisé une détecticmmbinée du ou des ganglions
sentinelles (par les méthodes isotopique et colerique). Les prélevements ganglionnaires
sont dégraissés en salle d’intervention puis aésegn biologie moléculaire pour I'analyse
OSNA. Selon les résultats, ce geste est complaid durage axillaire limité aux deux

premiers étages de Berg.
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Toutes les lames histologiques sont analysées keldassification de I'OMS et selon
le score de Scarff-Bloom-Richardson (SBR). La d¢dilimorale est définie par la taille de la
lésion principale selon les recommandations de@BJ62). L'exérése est jugée compléte si
la limite de résection la plus proche est a plus mim de la tumeur pour le carcinome
infiltrant. Elle est incompléte si la tumeur estoghie < a 1mm ou atteint la section
chirurgicale. Il en est de méme pour le carcinomgtu avec une limite de résection a plus de
3mm. De plus, il est déterminé la sensibilité a@septeurs hormonaux a I'cestrogene et a la
progestérone ainsi qu'a 'HER2 (Human epidermalaghofactor receptor). Enfin, il est noté
I'éventuelle présence d’emboles vasculaires et hatigues.

Concernant I'analyse du/des ganglions sentinelles phtientes issues de la base
Bérénis, I'analyse a été réalisée par les méthadasoomopathologiques traditionnelles. Tout
d’abord, il a été pratiqué une analyse extemporg@@eempreinte cytologique. Puis au
décours de cette analyse, si le résultat étaitifydsi geste opératoire était complété par un
curage axillaire. Les ganglions prélevés ont béréfensuite tous d’'une analyse définitive
avec des coupes seériées de 250um et une coloktimatoxyline-Eosine (HE) complétée en
cas de négativité par une analyse immunohistochiemiduis a partir de février 2010, la
biologie moléculaire méthode OSNA a été développgeut d’'abord, une phase
d’'implémentation clinique a été mise en place darcentre entre février 2010 et janvier 2011
ou il a été prélevé une tranche centrale de 1 mingtqit ensuite fixée et incluse en paraffine
pour I'analyse histologique en cas de négativi@INA. Depuis cette date, le/les ganglions
sont confiés en totalité a la biologie moléculgicarr 'analyse OSNA. Dans le laboratoire de
biologie moléculaire, il y est réalisé la peséedds/ ganglion(s), le broyage du/des
ganglion(s), la préparation du broyat et de sagidis et I'amplification sur la machine. Le
broyat est ensuite conservé et stocké. Le resedtagnsuite rendu par téléphone au chirurgien

directement en salle d’intervention, lui permettdiaidapter son geste chirurgical.
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2-2-3 Traitements adjuvants

L’indication des traitements adjuvants (radiothé&ap chimiothérapie et
hormonothérapie) est décidée selon les recommandatralidées en réunion de concertation

pluridisciplinaire postopératoire (RCP)

1. La radiothérapie

En l'absence de chimiothérapie adjuvante, la raédiaipie est débutée au plus tard
dans les 12 semaines aprés la chirurgie. Apréshingothérapie adjuvante, la radiothérapie
est effectuée dans les 5 semaines apres la fia darhiothérapie et dans les 6 mois apres la
chirurgie.

Aprés une chirurgie conservatrice, il y a une imtdn systématique de la glande
(sauf pour les carcinomes in situ de bas grade} awesurdosage du lit tumoral pour les
carcinomes infiltrants.

En cas de chirurgie radicale, il est proposé uliation de la paroi thoracique si :

- taille du foyer supérieure & 30mm
- atteinte ganglionnaire
- si pNO et 1 critere comme emboles, carcinométinextensif, multicentricité

L'irradiation du creux sus-claviculaire est réééspour toute atteinte ganglionnaire
macrométastatique.

Les doses délivrées sont de 50 Grays répartiedbeseéances, avec un complément
d’irradiation (« boost ») pouvant varier de 10 ag2ays (le plus souvent 15 gy).

2. La chimiothérapie et hormonothérapie

L'indication des traitements adjuvants systémiqueghimiothérapie et
hormonothérapie) est décidée selon les recommandatalidées en RCP postopératoire

La chimiothérapie est proposée pour toute attgjateglionnaire ou s'il est présent des
facteurs de mauvais pronostic. Celle-ci est a dasghracycline et de taxanes.

L’hormonothérapie est systématiguement proposéer pesi tumeurs infiltrantes
hormonosensibles avec tamoxiféne pour les patiemesnénopausée et anti-aromatase pour

les femmes ménopausées.
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2-30bjectifs et parameétres étudiés

2-4-1 Objectifs

L'objectif principal est d’étudier les performancesagnostigues de la méthode
d'analyse OSNA comparées a celles des méthodegidratlles anatomopathologiques
extemporanées et définitives.

Les objectifs secondaires sont d’étudier :

- le temps nécessaire a I'analyse moléculairewddes ganglions
- le taux d’envahissement ganglionnaire dans lagaiaxillaire complémentaire selon le type

d’envahissement initial du ganglion sentinelleadbs la méthode d’analyse utilisée.

2-4-2 Parametres étudiés

Les parametres étudiésncernent :
- Les caractéristiques générales de la populatisavoir I'age, I'indice de masse corporelle
des patientes, la classification TNM, la taille tmale radiologique estimée au bilan

sénologique.

- Les caractéristiques anatomopathologiques avella histologique p(T) représentée par la
taille de la Iésion principale, le type histologiqula composante in situ, [l'atteinte
ganglionnaire p(N), le grade histopronostique SERstatut des récepteurs hormonaux aux
oestrogenes et a la progestérone (seuil de positid 10%), le statut HER 2 (positif pour
marquage intense +++ en immunohistochimie simplenatquage modéré ++ avec FISH

positive), et la présence d’emboles vasculaires.

- Le nombre de ganglion sentinelle prélevé et imi@ d’analysé. Les résultats par ganglion
et le résultat final.

- L'indication d’'un curage axillaire complémentailfe nombre de ganglion prélevé et le
nombre de ganglion atteint.

- Le type d’intervention initiale puis I'indicatioou non de reprise chirurgicale du sein.

- Le délai d’attente des résultats ganglionnairex@mporané. Celui-ci a été défini comme
étant le délai d’attente entre la fermeture du sfiératoire et I'obtention des résultats. Ce
temps traduisant un allongement du temps d’occoipate salle. Il a été calculé a partir du

temps d’intervention totale, du temps d’analyserdin la notion de départ pour I'analyse
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du/des ganglions sentinelles dans les quinze nsrapees l'incision (a plus ou moins cing

minutes).

2-4Comparaison des deux séries

Chaque dossier de patiente ayant eu une analyseAQSEté apparié avec deux
dossiers de patiente avec analyse histologiquesiglees Cet appariement a été baseé sur les
quatre facteurs d’envahissement ganglionnaire jpanx précédemment cités qui sont I'age
de la patiente, le type histologique de la tumsartaille et son grade. Pour tous les cancers
infiltrants, I'appariement a été effectué a deug pres, selon le type histologique précis, a un
millimétre pres pour la taille de la lésion prirgi@ et selon le grade de la tumeur. Pour les
carcinomes canalaires in situ, il a été réaligaédee travail mais a 5mm prés pour la taille du
foyer carcinomateux. Les deux populations sontiastsctement comparables sur leur

pronostic d’envahissement métastatique ganglioanair

2-5Analyse statistique

e

Les variables qualitatives et quantitatives ont grtEsentées respectivement, pour la
population globale et par groupe d’intérét, soumfode nombre, pourcentage et sous forme
de médiane, minimum, maximum, moyenne et écart-typecomparaison entre les groupes
d’intérét a été faite grace au test exact de Fishaus les tests sont bilatéraux et le seuil de

significativité est fixé a 0,05.
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2- RESULTATS

3-1 Population étudiée

1603 patientes BERENIS 400 patientes avec analyse
depuis 2001 OSNA

618 patientes avec analyse 309 patientes avec analyse
histologique appariées sur OSNA appariées sur age,
age, tumeur type-taille-grade tumeur: type-taille-grade

927 patientes

comparées

Figu7 : Description des populations

Quatre-cents patientes ont bénéficié d’'une anathiseganglion sentinelle par la
technique OSNA de février 2010 a avril 2012. L'graité de cette population n'a pu étre
retenue dans I'étude comparative du fait de I'abseste possibilité d’appariement avec la
population BERENIS. Il a parfois été impossiblagparier sur les ages extrémes, les types
histologiques plus rares ou lorsqu’une des donaé&gs manquante de la base. 309 patientes
ayant bénéficié de la méthode OSNA ont pu étre réggr avec 618 patientes de la base
Bérénis.
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3-2 Caractéristigues générales de la population

Etuctemparative
_A—
- N
OSNA 400 OSNA 309 Histologie 618
Caractéristiques générales de la population patientes patientes patientes
Caractéristiques globales
- Age moyen (année) 59 (29-88) 58 (29-88) 58 (31-89)
- IMC moyen(kg/m?) 24 (15-49) 24 (15-49) NP
Caractéristiques pré-opératoire de la tumeur
- Clinique
o TO 245 (61,25%) 185 (60%) 293 (47,3%)
o T1 138 (34,5%) 114 (36,9%) 287 (46,3%)
o T2 17 (4,25%) 10 (3,23%) 38 (6%)
- Mesure radiologique en mm 16 (3-100) 15 (4-80) NP

Type d’intervention chirurgicale réalisée
- Chirurgie conservatrice

279 (69,75%)

224 (72,5%)

525 (85%)

- Oncoplastie 70 (17,5%) 53 (17%) NP
- Mastectomie simple 33 (8,25%) 21 (6,8%) 93 (15%)
- Mastectomie + reconstruction immédiate 18 (4,5%) 11 (3,5%) NP

Caractéristiques anatomopathologiques
- Type histologique du foyer principal
CCI
CLI
CI mixte (CCI+CLI)
CCIS
CI tubuleux

0 Autres
- Taille moyenne de la Iésion principale en mm
- Grade SBR de la tumeur pour CI

o I

o I

O o0Oo0oo0oo

287 (71,75%)

40 (10%)

6 (1,5%)
39(9,75%)
14 (3,5%)
14 (3,5%)

14,36

118 (29,5%)
192 (48%)

250 (81%)
33 (8,8%)
1(0,3%)
16 (5,8%)
9 (3%)
0 (0%)
14 (2-80)

105 (34%)
153 (49,5%)

500 (81%)
54 (8,8%)
18 (0,3%)
36 (5,8%)
18 (3%)
0 (0%)
13,3 (2-75)

210 (34%)
309 (50%)

o I 50 (12,5%) 34 (11%) 65 (10,6%)
- Grade de la tumeur pour CCIS

0 Bas 4 (1%) 1(0,3%) 2 (0,3%)

0 Intermédiaire 13 (3,25%) 6 (1,9%) 12 (2%)

0 Haut 22 (5,5%) 10 (3,2%) 20 (3,2%)
- Expression Récepteurs hormonaux

0 (Estrogene positif 347 (86,75%) 278 (90%) 550 (89%)

0  Progestérone positif 299 (74,75%) 249 (80,6%) 457 (74%)
- Expression HER2 20 (5%) 13 (4,2%) 35 (5,7%)
- Présence emboles vasculaires 53 (8,75%) 30 (9,7%) 61 (9,9%)
Reprise chirurgicale 148 (24%)
- Reprise des berges 18 (4,5%) 17 (5,5%) NP
- Curage axillaire secondaire 2 (0,5%) 2 (0,6%) 108 (17,5%)
- Mastectomie 24 (6%) 18 (6%) NP
Mastectomie+ reconstruction 9 (2,25%) 6 (1,9%) NP
Traitements adjuvants
- Chimiothérapie 148 (37%) 118 (38,2%) 170 (27,5%)
- Radiothérapie 339 (84,75%) 270 (87,4%) 562 (91%)
- Hormonothérapie

0 Tamoxifene 105 (26,25%) 93 (30%) 217 (35,1%)

0 Anti-aromatase 232 (58%) 182 (59%) 286 (46,3%)

0 Autre 1(0,25%) 1(0,3%) 26 (4,3%)

Tableau 4 :Caractéristiques des populations étudiées danglégbirospective OSNA et comparative.
IMC : indice de masse corporelle, CCI : carcinorarataire infiltrant, CLI : carcinome lobulaire ilfant,
CCIS : carcinome canalaire in situ, CI : carcindnfétrant, NP : non précisé
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3-3 Etude prospective sur 400 patientes

3-3-1 Performances diagnostiques globales

Sur les quatre-cents patientes incluses, 804 garsgbint été prélevés et 750 analysés
par la méthode OSNA. Cinguante-trois ganglions mpegé moins de 50mg et ont été par
conséquent trop petits pour I'analyse moléculdiseont été adressés en anatomopathologie.
Un seul ganglion a été jugé trop gros, de 30*10rmhadesssé en histologie. Il a alors été mis
en évidence une macrométastase en examen exter@mran curage axillaire a été réalisé
dans le méme temps.

Il est déterminé un taux ehvahissement ganglionnaire global de 27,5%
(macrométastases et micrométastased)lus précisément, il est mis en évidet8e5% de
macromeétastases, 8,75% de micrométastases et 5,25 ganglions positifs par levée
d’inhibition .

Dans 27,5% des cas soit chez 109 patientes, le gesratoire a eté complété d'un
curage axillaire lors de la méme intervention.dt eoté 5 situations (1,25%) ou le curage
axillaire a été secondaire. Quatre cas lors dénés® d'implémentation clinique ou I'analyse
OSNA a été rendue négative et I'analyse histolagiqudétecté une micrométastase sur la
tranche. Se pose alors la question du biais ddidatian tissulaire. La derniére patiente a
présenté a l'analyse histologique définitive unendur multifocale mixte lobulaire et

canalaire infiltrantes.
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804 ganglions prélevé

53 (6,5%) ganglions trc
petits pour OSNA

1 ganglion jugé trop gro| adressés en 750 ganglions analysé
anatomopathologie par la méthode OSNA
définitive
|
101 (13,5%) 65 (8,75%) 39 (5,25%) 545 (72,5)
macrométastases micrométastases Positifs par levée Ganglions indemnes
d’inhibition

Figure 8 : Répartition des 804 ganglions prélevés
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3-3-2 Performances diagnostiques selon le typedimjique

L’étude des performances de détection de métassatms les types histologiques n'a
pas permis de mettre en évidenck différence significative en ce qui concerne les
carcinomes infiltrants canalaires et lobulaires,les carcinomes in situ (p=0,71 pour le
tableau 5). Pour les autres types histologiques, eféectifs sont trop réduits pour étre

interprétables.

Type Nb de Nb et taux Nb et taux (%) Nb et taux (%) Nb et taux (%) Nb et taux (%)
histologique patientes (%) d’atteinte d’atteinte d’atteinte de ganglions
d’atteinte ganglionnaire ganglionnaire  ganglionnaire négatifs

ganglionnaire par macro- par micro- par

globale métastases métastases positif par levée
d'inhibition

16 (5,5%)

cCl 288 83 (28,7%) 41 (14,2%) 26 (9%) 205 (71,2%)

CCI+CLI 6 2 (33,2%) 1 (16,6%) 0 (0%) 1(16,6%) 4 (66,6%)
CLI 40 13 (32,5%) 10 (25%) 3 (7,5%) 0 (0%) 27 (67,5)
CCIS 38 7 (18%) 0 (0%) 5 (13%) 2 (5%) 31(82%)
CI tubuleux 14 4 (28,3%) 2 (14,3%) 1 (7%) 1 (7%) 10 (71,5%)
Autres* 14 1 (7%) 0 (0%) 0 (0%) 1(7%) 13 (93%)

Total 400 27,5% 13,5% 8,75% 5,25% 72,5%

Tableau 5: Performances diagnostiques selon les types|tigtues.

Nb : nombre de patientes, CCI : carcinome canaiafilrant, CLI : carcinome lobulaire infiltranCCIS :
carcinome canalaire in situ, Cl : carcinome irdittt.

* autres : carcinomes colloide, micropapillairéeitroma lymphoide.
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3-3-3 Délai d'attente des résultats

La durée moyenne d’'analyse d’'un ganglion par lahouwd OSNA est de 40 minutes,
et respectivement de 45, 50 et 57 minutes pour &, 8 ganglions. Ce temps représente la
durée comprise entre le moment ou le prélevematieda salle d’'intervention et celui ou est
rendu le résultat téléphonique.

Pour tous les types de chirurgie du sein confondlesjste un délai d’attente apres la
fermeture du site opératoire dans pres de 50% aesCette attente s’éleve a quinze minutes
pour des GAS prélevés dans les 10 a 15 minutes #prébut de la chirurgie. Si les GAS
sont détectés 20 minutes apres le début d’inteventette attente apres la fermeture
augmente de 20 minutes. Plus le nombre de GAS ssfremi laboratoire augmente, plus le
risque d’attente augmente et plus les minutesatitgt’éléve, jusqu’a 30 minutes pour quatre
ganglions.

Il est réalisé quatre types d’intervention (chifargconservatrice, oncoplastie,
mastectomie ou mastectomie avec reconstruction thated. Dans pres de 70% des cas, |l
s’agit d’'une chirurgie conservatrice qui en moyerthge 55 minutes de lincision a la
fermeture (temps extrémes 20-140 minutes). Il exist délai d’attente dans presque un cas
sur deux de 15 minutes pour obtenir les résultats thiologie moléculaire. Cela allonge alors
d’autant le temps d’occupation de salle. Et ce,lgae5AS soient détectés dans les 10, 15 ou
20 minutes apres le début de I'intervention.

Les oncoplasties représentent 17,5% des interventisec une durée moyenne de 55
minutes (temps extrémes 29-130 minutes). Dans ¢#uS0% des cas, il existe une attente
entre 12 et 20 minutes selon que les GAS sont@steans les dix a vingt minutes.

Lorsqu’il est réalisé une mastectomie simple, damgiers des cas, le délai d’attente
du résultat en fin d’intervention est de 11 minupesir une chirurgie en moyenne de 67
minutes.

Enfin, pres de 5% des patientes ont bénéficié dmastectomie avec reconstruction
mammaire immédiate par prothese, expandeur ou Emba grand dorsal. Ces chirurgies
durent en moyenne 120 minutes (temps extrémes G0¥27utes). L’attente des résultats de
la biologie moléculaire n'excéde pas 6% des cas amtre 5 et 10 minutes d’attente réelle
selon que les GAS ont été détectés a 15 ou 20 esirares l'incision.

Au total, I'attente des résultats concerne esdetient les chirurgies courtes avec les
chirurgies conservatrices et les oncoplasties. dlai dI’attente des résultats est en moyenne

de 15 minutes. Dans un cas sur trois, celui-gbegbngé pour les mastectomies.
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3-4 Etude comparative

3-4-1 Performances diagnostiques globales

Concernant le taux d’envahissement ganglionnairebay) il est retrouvé une
différence statistiquement significative entre I'amlyse OSNA et 'examen extemporané
par empreinte cytologique (p<0,000001avec respectivement détection de métastases dans
29,5% versus 9,9%. En revanche, il n’existe padifiérence significative entre la méthode
OSNA et I'analyse histologique définitive sur letad’envahissement global (p=0,21) avec
respectivement 29,5% versus 25,7% de mise en @adimmeétastases.

Les résultats OSNA positifs par levée d'inhibiticsont regroupés avec les
macrométastases. Les positifs avec cellules is@édsstologie définitive sont rassemblés
avec les micrométastases. Dans ['étude des typesvahissement métastatique en
macrométastase et micrométastase, il n’est pasemiévidence de différence significative

(respectivement p=0,09 et p=0,64) entre les dezhniques d’analyse.

Examen Examen Comparaison Comparaison
Nombre de extemporané histologique OSNA/ OSNA/

patients définitif Examen histologie
extemporané définitive

Macrométastases 62 45 macro 0,09
17 +l
. . 61 : <0.000001
Micrométastases 29 62 micro 0,64
6 5CI
7
Résultat négatif 218 557 459 0,63
Total 309 618 618
Envahissement 29,5% 9,9% 25,7% <0,000001 0,21 NS
axillaire global
(%)

Tableau 6 : Performances diagnostiques de la méthode OSNA aémpaec celles de 'anatomopathologie.
+1 : positif par levée d'inhibition, CI : cellulasolées
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3-4-2 Performances diagnostiques selon le typedimjique

S’il est comparé isolément le taux d’envahissemgamglionnaire selon le type
histologique, il n'est pas noté de différence d@sjigue pour les carcinomes canalaires ni
lobulaires (respectivement p=0,60 et 0,81) entrbiddogie moléculaire méthode OSNA et
I'histologie définitive par coloration &E +- immunohistochimie. Les données ne sont pas
comparables lorsque ces deux types histologiquesmésents sur la méme tumeur du fait
d’une trop petite population. Il en est de mémer pesitypes histologiques plus rares qui sont
les carcinomes colloides, micropapillaires et arstr lymphoide.

En revanche, la biologie moléculaire méthode OSNAet nen évidence
significativement plus de métastases ganglionnajuesl’analyse cytologique par empreinte
en extempotané sur tous les types histologiquemikdes canalaires et lobulaires mixtes et
les types plus rares. En effet, les effectifs de pepulations étant trop faibles pour étre
compares. Les résultats sont regroupés dans katafl

En ce qui concerneles carcinomes canalaires in situ, il est retrouvé
significativement plus de métastases ganglionnaseavec la méthode OSNA22,2%)
gu’avec I'histologie traditionnelle (2,8%p=0,038) En effet, dans notre population OSNA, il
a eté mis en évidence quatre métastases ; deur mticteux positifs par levée d’inhibition
contre une micrométastase dans le groupe histologee tableau 8 regroupe les
caractéristiques des patientes ayant présenté wumahiseement ganglionnaire avec un
carcinome canalaire in situ. Il s’agissait pourdmentre elles de patientes en moyenne de 55
ans présentant une tumeur de haut grade entre 8bnen, n’exprimant pas les récepteurs
hormonaux. Le dernier cas a été celui d'une femmé@ ans, avec une tumeur de grade
intermédiaire de 15mm sensible a I'cestrogéne atpiidgestérone sans nécrose. Pour aucune
de ces tumeurs il n'a été retrouvé de composanteomvasive ou invasive a I'histologie.
Tous les curages complémentaires réalisés omdegnnes de métastase.

En ce qui concernkes carcinomes tubuleux, il est mis en évidence udéférence
significative de détection de métastase ganglionmaien faveur de la biologie moléculaire
méthode OSNA avec 33% de métastases contre 0% avéustologie (p=0,023) Le
tableau 8 présente les caractéristiques de celleasar 1 cas de macrométastase, un de positif
par levée d’inhibition et un cas de micrométast&¥es tumeurs mesuraient toutes plus de
lcm et comportaient des récepteurs hormonaux. Ramsin cas il n'a été retrouvé

d’envahissement métastatique dans le curage coreptéire.

37



Type
histologique

Type Nombre

d’analyse de

patientes

Taux d’atteinte
en
macrométastases

Taux d’atteinte en
micrométastases
et CI

Taux de
GAS
négatif

Taux global
d’envahissement
ganglionnaire

Significativité
P
Histologie

Significativité
P
Extempo

et +l

Tout type OSNA 309 62(45 macro, 17+)) 29 218 29,5%

histologique Histologie 618 92 67(62 micro, 5 Cl) 465 25, 7% 0,21 <0,000001
Extemporané 617 562 9,9%

CCl OSNA 251 49 (35 macro, 14 +) 24 178 29 ,1%
Histologie 498 78 57(55 micro, 2 CI) 363 27,1% 0,60 <0,000001
Extemporané 497 444 10,7%

CCI+CLI OSNA 1 0 0 1 NC
Histologie 2 0 0 2 NC NC NC
Extemporané 2 2 NC

CLI OSNA 27 8 (8 macro) 2 17 37%
Histologie 68 14 9 (6 micro, 3 Cl) 45 33,8% 0,814 0,008
Extemporané 68 60 11,8%

CCIS OSNA 18 2(+1) 2 14 22,2%
Histologie 36 0 1(1 micro) 35 2,8% 0,038 0,010
Extemporané 36 36 0%

Cl tubuleux OSNA 9 2(1 macro, 1+l) 1 6 33,3%
Histologie 20 0 0 20 0% 0,023 0,023
Extemporané 20 20 0%

Autres OSNA 2 0 0 2 NC
Histologie 4 0 0 4 NC NC NC
Extemporané 4 4 NC

Tableau 7 : Performances diagnostiques de la méthode OSNA a@mpaec celles de 'anatomopathologie selon le hygtologique.

+| : positif par levée d'inhibition, CI : cellulasolées, NC : non comparable, Autres : carcinonadisides, micropapillaires et a stroma lymphoide
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Age Taille RO et RP Nb de GAS Nb de
patiente tumeur en envahis (et type ganglions

mm d’envahissement) | envahis dans

curage

56 30 Haut RO-, RP- 2 (2 micro) 0/6
57 40 Haut RO-, RP- 2 (1 micro, 1 +I) 0/8
53 45 Haut RO-, RP- 1 (1 micro) 0/5
69 15 Intermédiaire RO+, RP+ 1 (1 +I) 0/5
61 11 1 RO+, RP+ 1 (1 macro) o/7
50 10 1 RO+, RP+ 2 (1 micro, 1 +1,) 0/9
47 20 1 RO+, RP+ 1 (1 micro) 0/9

Tableau 8 : Caractéristiques des patientes présentant des Géitfpavec la méthode OSNA avec un CCIS et
ClI tubuleux.

CCIS : carcinome canalaire in situ, Cl : carcinamasif, +| : positif par levée d'inhibition, micrp
micrométastase, macro ; macrométastase

3-4-3 Taux de reprise chirurgicale secondaire paturage axillaire

Le taux de reprise secondaire pour curage axillesede 17,5% avec l'analyse
histologique classique et de 0,6% avec la méthdsiiAD Ce taux est di dans 85% des cas a
un échec de l'analyse per-opératoire et dans 159cae a une cause tumorale. C'est-a-dire,
une tumeur démontrée multifocale ou multicentriguéanalyse définitive. Les échecs de
'analyse extemporanée ont concerné 5 (4,6%) casetlales isolées, 55 (50%) cas de
micrométastases et 33 (30%) de macrométastases.

Les deux patientes ayant eu une indication de eusagondaire suite & une analyse
OSNA négative sont issues de la phase d’'implémentatinique ou une tranche centrale de
1lmm était adressée en anatomopathologie. Sur cbhan#éiton, on retrouve une

micrométastase dans les deux cas. Ceci peut téaraigrbiais de localisation tissulaire.
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3-4-4 Les caractéristiques ganglionnaires

Concernant la population OSNA, il a été prélevé reayenne deux ganglions
sentinelles par patiente avec I'analyse OSNA cogtfe en moyenne pour la population
Bérénis. Sur les 629 ganglions prélevées pour limsamoléculaire, 43 (6%) ont été récuses
car inférieurs a 50mg et adressés en anatomopgtbaiéfinitive. Aucun cas de métastase
n'a été retrouvé sur ces ganglions de petite tdile curage axillaire complémentaire a été
réalisé pour tout ganglion sentinelle positif q@esoit en macrométastase, micrométastase,
positif par levée d’inhibition (lorsqu’il s’agit dhe analyse OSNA) ou cellules isolées
(lorsqu’il s’agit d'une analyse anatomopathologigugelui-ci a été réalisé soit dans le méme
temps opératoire soit en deuxiéme intention.

Le tableau 9 regroupe les caractéristiques d’essahient des ganglions non
sentinelles (GNS) selon le type d’envahissemenGES.

Lorsque l'atteinte initiale est positive en macréaséase (que I'analyse soit faite par la
méthode OSNA ou par 'histologie traditionnelld)existe un risque d’atteinte des ganglions
dans le curage dans 22,6%. Il nexiste pas derdiffée significative d’envahissement des
ganglions non sentinelles selon la méthode d’aralgs GAS utilisée (p=0,291). Dans 55%
des cas, un seul GAS a été atteint et dans 32%caes?2 GAS. Ces envahissements
métastatiques se sont accompagnés essentielleraéirtrde d’'un voire deux GNS. Lorsque
plus de deux GAS ont été métastatiques, il a exaténoins deux GNS positifs dans le
curage.

Lorsque l'atteinte est positive en micrométastalsest retrouvé un envahissement
axillaire dans le curage dans 8% des cas, sankeyiste de différence selon la méthode
d’analyse du ganglion sentinelle utilisée (p=0,67Bans 100% des cas, les micrométastases
n'ont été retrouvées que sur un GAS. Dans 6 cas3sllatteinte complémentaire dans le
curage s’est résumée a un GNS métastatique.

En ce qui concerne les résultats des 17 GAS pogitif levée d’'inhibition, un seul cas
de curage métastatique a été retrouvé avec deuxaBbists.

En revanche, aucun cas de GAS métastatique enleselleplées n’'a été suivi de
curage meétastatique (0/5).

De maniéere généralée type de la métastase initiale dans le GAS estro&lé de

maniere significative a I'envahissement des GNS dare curage axillaire (p=0,001)
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L’envahissement métastatique correspond a unenttenique du ganglion sentinelle
dans 84% des cas. Dans les 16% de curage axdtainplémentaire positif, 66% ont consisté

a une atteinte de 1 a 2 ganglions sentinelles.

12/45 (29%)  19/92 (20,6%)  31/137 (22,6%) 0,291 1 17(55%) 0 105 (77%)
2 10 (32%) 1 10 (7%)
3 3(9%) 2 9(6,6%)
4 1(3%) 3 4(3%)
4
5 1
6 3L (6%)
>6 4
1/17 (5,8%) 117 (6%) 10 0 16 (94%)
2 1 (100%) 1 1(6%)
30 >1 0
40
3/29 (10%) 5/62 (6,4%) 8/91 (8%) 0,675 1 8(100%) 0 84 (91%)
20 1 6(6,5%)
30 2 1(1,1%)
40 3 1(1,1%)
0/5 (0%) 0/5 (0%) 0  5(100%)
16/91 (18%)  24/159 (14%)  40/250 (16%)
0,087 0,02 0,001

Tableau 9 : Envahissement des GNS selon le type d’envahissaineBAS.
GAS : ganglion sentinelle, GNS : ganglion non swilte, CA : curage axillaire
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3- DISCUSSION

4-1 Performances de la technigue OSNA

4-1-1 Performances de 'analyse définitive

Notre étude compare l'analyse des ganglions sdigindans leur ensemble par la
méthode OSNA avec I'analyse histologique traditellende coupes congelés avec coloration
H&E +- immunohistochimie sur des coupes sériées dk |25 pour une population de
patientes a risque d’envahissement ganglionnaingeacable. On retrouve un taux similaire
d’envahissement ganglionnaire global (respectiven28mb% contre 25,7%). Concernant le
type d’envahissement métastatique, il n’est pasemigvidence de différence de diagnostique
pour les macro et micrométastases. Cependant,|g®unacrométastases, cette différence est
proche de la significativité (p=0,09) et nécesaitarne étude sur de plus grands effectifs.

L'étude publiée par Sagara et son équipe en 203} §6rte sur la concordance
diagnostique entre biologie moléculaire et coupesgelées avec coloration a I
Hématoxyline-Eosine sur des coupes de 2mm assazigrs analyse immunohistochimique.
Cette étude est divisée en deux. Elle étudie t@aliodd des coupes de 2mm de ganglions
sentinelles prélevés chez 53 patientes. Les tranochieété alternativement analysées soit par
OSNA soit par histologie. Il a été retrouvé respechent 10,5%, 6,9% et 2,8% de macro,
micrométastases et postifs par levée d’inhibitiGas résultats sont inférieurs aux nétres du
fait probablement des biais de localisation tigseldJne concordance totale de 93% a été
retrouvée, ce qui est similaire avec I'étude dédasiion de Tamaki (51). Pour éviter ces biais
de localisation, les études suivantes ont étudigamglions dans leur ensemble.

Sur I'essai de 2011, Osako retrouve plus de nadastdiagnostiquées par la méthode
OSNA (64). Cet auteur a étudié I'envahissementiarel chez 183 patientes atteintes d’'une
tumeur classée pT1-2 avec un ganglion sentinell@statique. Toutes ont bénéficié d'un
curage axillaire complémentaire apres la mise édeéee d’une métastase dans le ganglion
sentinelle (analysé par OSNA). Chez 64 patientescurage a été analysé en histologie
classique avec coloration HE sans IHC sur une conpgie. Pour les 119 autres patientes, il
s'agissait de la méthode OSNA. Sur ces deux pdpuoktcomparables, il a été mis en
évidence significativement plus de métastases ablguplus de micrométastases par la

biologie moléculaire (55,5% versus 20,3% pour la@mgsement ganglionnaire global,
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micrométastases 30,3% versus 1,6%). Le biais itapbnoté ici, est qu'il n'la été pratiqué
ni coupes seériées ni IHC pour I'analyse histologiga qui diminue la sensibilité de détection
surtout pour les micrométastases.

Castellano en 2011 (65) a aussi mis en évidence ¢dumicrométastases avec la
procédure OSNA. Il a réalisé une étude comparant d@bord les performances d’'OSNA
(chez 123 patientes) avec la cytologie par empreassociée a la coloration HE et IHC en
per-opératoire puis avec I'histologie définitiveeavcoloration HE complétée par IHC sur des
coupes sériées de 100um (chez 156 patientes)aPlerakent, a été évaluée I'expression de
CK19 dans la tumeur et 13 patientes ont été exgoas une faible expression. Il a été mis
en évidence plus de détection de micrométastasesapaiologie moléculaire OSNA par
rapport a I'histologie (18% versus 8%, p<0,01). &Ewvanche, le taux de détection des
macromeétastases était inférieur avec la biologidéomtaire (11% versus 20%) mais ce
résultat n’était pas significatif.

Aprés avoir publié son étude de validation (50maki (66) a mis en place une étude
multicentrique portant sur les performances d’OShAutilisation de routine avec analyse du
ganglion sentinelle dans son ensemble, exceptétramehe centrale de 1mm destinée a
I'analyse histologique coloration HE. Cette proa@&da essentiellement permis, outre la
comparaison des performances, la conservatiorssesti L’autre objectif de cette étude a été
la corrélation entre expression de cytokératine et9envahissement des ganglions non
sentinelles (GNS), celui-ci sera développé ultéament. Sur les 413 patientes présentant des
tumeurs du sein classées de Tis a T2-NO, il a étécté plus de métastases par la méthode
OSNA que par I'histologie (22,5% contre 15,8%, 040, Mais il est nécessaire de rester
prudent sur ces conclusions car il existe un ingmirbiais de localisation tissulaire (BLT)
compte tenu du fait que I'analyse histologique disposé que d’'une tranche centrale de
1mm. Par ailleurs, il est noté huit cas de disaocdaavec analyse OSNA négative mais
histologie positive. Pour sept d’entre eux il s&sgiit de micrométastases, ces cas participent
donc aux BLT. Mais pour I'un d’entre eux, il a é&trouvé une macrométastase sur une
tumeur exprimant peu la cytokératine 19, il s’atginc d’un résultat faux négatif.

Enfin, I'étude francaise de Godey compare I'analyse ganglions dans leur ensemble
par la méthode OSNA (chez 258 patientes) aveclyaaahistologique classique (chez 355
patientes) (67). Il s’agit de coupes sériées tea2b0um avec coloration HE et IHC. Cette
cohorte provient d'une cohorte historique issuegdgentes prises en charge dans le centre
I'année précédente. Les deux techniques sont nesn#dgssi performantes en ce qui concerne

les taux d’envahissement ganglionnaire global,téex de macro ou micrométastases. De
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plus, il n'est pas mis en évidence de différendensgue les ganglions positifs avec cellules
isolées soient pris en compte ou non. Il n'estrpaé dans I'étude si les caractéristiques des
deux populations sont comparables.

Notre étude est par conséquent la premiere a cempartechnique OSNA avec
I'histologie traditionnelle en utilisant une métlbagie stricte avec deux populations
appariées strictement comparables. Les deux mé&hdamalyses, dans notre étude, sont

aussi performantes (p=0,21).

4-1-2 Performances de I'analyse per-opératoire

Notre étude compare la procédure OSNA avec I'apatydemporanée par empreinte
cytologique. Il est retrouvé pour les 618 patientds notre population un taux
d’envahissement ganglionnaire de 9,9%. Celui-ci esmparable avec la littérature,
notamment avec les 9,6% retrouvés dans I'étudeatieys(67). Ce type d’analyse est moins
performant que I'analyse OSNA (taux d’envahissengamglionnaire de 29,5% contre 9,9%
avec p<<0,05). Ces mémes conclusions ont été msbfi@r Castellano (65). La premiére
partie de son étude précédemment citée a compogtéamparaison entre la méthode OSNA
et 'empreinte cytologique. Avant I'analyse moléau, les 131 ganglions sont passés par une
étape d’analyse cytologique. Il a été retrouvéawux tKappa de concordance de 0,52 entre les
deux techniques soit seulement 52% de concordance.

Précédemment, lors de la phase de validation teelmique OSNA, I'étude de Frére-
Belda a comparé notamment la procédure OSNA agettdex types d’analyse extemporanée
(53). Cette étude prospective multicentrique a a@iir 233 patientes et 503 ganglions
sentinelles. Il a été realisé quatre tranchestrati'vement adressées en biologie moléculaire
pour analyse OSNA et histologie pour analyse tiadhiielle. Sur les 8 centres concernés par
I'étude, 5 ont pratiqué une analyse extemporan&®. &hantillons ganglionnaires ont
bénéficié d’une analyse per-opératoire, 187 pactegpes congelées et 163 par 'empreinte
cytologique. La sensibilité retrouvée pour chacdes méthodes a été respectivement de
63,6% et 47,1% avec une spécificité pour les deut@D%. Ces résultats sont inférieurs a la
sensibilité de la technique OSNA de 91,1% misevisie@ce dans I'étude.

Par la suite, Osako et son équipe se sont penchiés £omparaison de I'analyse
OSNA avec I'histologie coloration &E sur des coupes de 2mm en per-opératoire (683t Il

comparé de maniére rétrospective 618 patientest dy@meéficié d’'une analyse classique
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histologique extemporanée avec 531 patientes ayanie procédure OSNA. Il est mis en
évidence une différence significative de perforneasar le taux d’envahissement globale
(22,8% contre 17,6%) avec une supeériorité de lanigue OSNA ainsi que sur le taux
d’envahissement par micrométastases (8,7% confi¥)4,Cependant, le biais a noter est
gu'’il n’a pas été réalisé d'immunohistochimie ce diminue la sensibilité diagnostique des
micrométastases.

La biologie moléculaire méthode OSNA permet de rendh diagnostic aussi fiable

qgue l'analyse histologique définitive et ce en ppératoire. |l présente de plus I'avantage
gu’il soit semi-quantitatif, ce qui n’est pas lesae I'analyse cytologique.
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2010

2011

2011

2011

2012

2012

2012

618

248

119

110
156

413

258
355

309
618

306

131

775

GAS

GAS

GNS

GAS
GNS

GAS

GAS

GAS

OSNA
Histologie

OSNA
OSNA
Histologie

OSNA
Histologie

OSNA

OSNA
Histologie

OSNA
Histologie

Extemporané: Coupes 2mm,
Coloration HE

Définitif : Coupes en congélation
coloration HE, coupes 2mm
Définitif : Coupes en congélation
pas d’IHC, 1 section

Extempo : cytologie par
empreinte + HE + IHC

Définitif : Coupes sériées 100
coloration HE + IHC

Tranche centrale 1mm, avec
analyse définitifve par
coloration HE

Définitif : Coupes sériées 250unm
coloration HE +- IHC

Définitif : Coupes sériées 250unm
coloration HE +- IHC
Extemporané : cytologie par
empreinte

Tableau 10 :Comparaison des performances entre la méthode GSRHistologie.

GAS : ganglion axillaire sentinelle, GNS : ganglivon sentinelle, HE : Hématoxyline-Eosine, IHC miomohistochimie

93%

0,52 (Test de
Cohen)

22.8%
17.6%

20.2%

55.5%
20.3%

29%
28%

22,5%
15,8%

24,4%
24,8%

29,5%
25,7%
9,9%

14.1%
13.1%

10.5%

25.2%
18.8%

11%
20%

10,8%
13,5%

14,5%
9,4%

8.7%
4.5%

6.9%

30.3%
1.6%

18%
8%

9%
11%

9,4%
10,8%

2.8%

4,6%

5,5%
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4-2 Influence du type histologique de la tumeur

Peu de publications jusqu’a présent comportent diesées sur les performances
d’OSNA selon le type histologique. Notre étude arpe la comparaison notamment des deux
types histologiques principaux, le carcinome caralanfiltrant (749 cas) et le lobulaire
infiltrant (95 cas). Pour chacun de ces deux type&sa pas été mis en évidence de différence
significative de performance diagnostique (respeatient p=0,60 et p=0,80). Ces résultats
sont identiques a ceux publiés récemment par Getlegn équipe (67). Leurs résultats sont
analysés selon le type anatomopathologique de rfeeur soit canalaire (248 cas) soit
lobulaire (60 cas). Il n'est pas retrouvé, dansg kude, de différence de performance entre
les deux types (respectivement 27,8% et 30% d’essament ganglionnaire). Dans leur
étude, comme dans la nétre, les types histologiglesrares ont été exclus car n’étant pas

assez représentés.

4-2-1 Cas du carcinome canalaire in situ

Dans notre étude, il est retrouvé 7 cas (18%) dibissement axillaire sur I'intégralité
des carcinomes canalaires in situ (CCIS) avec cagjde micrométastases et deux cas de
positifs par levée d’inhibition. Il s’agissait denteurs de grades intermédiaire (2 cas) et haut
(5 cas) mesurant pour cing d’entre elles plus derBhez des patientes toutes de plus de 50
ans sans micro-invasion retrouvée. De plus, paIlCIEIS, il a été mis en évidence plus de
métastases diagnostiquées par la méthode OSNAapaont a I'histologie traditionnelle
(22% contre 2,8%, p<0,05). Ce taux de métastasékils est particulierement élevé
compareé aux données disponibles dans la littérétegeoupées dans le tableau 11).

La méta-analyse d’Ansari regroupe les résultats2depublications portant sur
I'envahissement ganglionnaire des CCIS et au tB1#l6 patientes. Il retrouve un risque
d’envahissement axillaire de 3,7% pour les CClSewsituations confondues. Lorsque le
diagnostic est établi en pré-opératoire, ce risugmente a 7,4%69). Les auteurs concluent
alors a un risque significativement plus élevé dgastases axillaires lorsque le bilan pré-
opératoire fait état d'un carcinome axillaire itusiavec un odds ratio a 2,11. Cependant, cela
regroupe diverses méthodes d’analyse histologigge3AS avec des résultats trés disparates
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suivant les méthodes utilisées. En effet, pourdieisx plus importantes séries de Wilkie et
Intra, le risque d’envahissement métastatique vdeies% a 1,9%. Dans la publication de
Wilkie, une étude rétrospective sur dix ans a negéo559 patientes atteintes d’'un carcinome
in situ sans micro-invasion. L'atteinte métastadigquconcerné 27 patientes (5%). Dans 70%
des cas, ce diagnostic a été réalisé par [AQ). Le type d’envahissement ganglionnaire n’est
pas précisé. La publication d’Intra a porté sur §&dientes atteintes par un carcinome
canalaire in situ sans micro-invasion. Douze d&etles ont été diagnostiquées métastatiques
(1,9%). Il n'a jamais été réalisé d'analyse IHZ1). Dans 7 cas, l'atteinte a été par
micrométastases et dans 5 par des macrométadtatts proportion de macrométastases est
importante par rapport a celle retrouvée dans lta+adalyse d’Ansari. En effet, lorsque le
type d’atteinte est stipulé, il est retrouvé unargsement de type micrométastase ou cellules
isolées dans 79% des d&®). De plus, I'étude de Lara a mis en évidence uraleisgement
axillaire chez 13% des 102 patientes en utilisaatusivement I'immunohistochimiér2).
Boler et son équipe ont récemment publié un taurédeastases a 5% dont 70% des cas ont
eté diagnostiqués par IHEZ3). Il s’agissait de tumeurs de grades intermédein@ut de plus

de 30mm.

La premiére étude avec l'utilisation de la biologwléculaire technique OSNA est
publiée par Osak¢74). Il compare, sur des cas exclusivement de CCI$, admie de 338
GAS analysés par histologie (coupes congélées 2wiloration HE) avec 285 analysés par la
méthode OSNA. Il observe plus de métastases paalyse moléculaire que la technique
histologique classique avec 4,2% de GAS positifsca®@SNA et 0,3% avec l'histologie
définitive, soit dix fois moins (p=0,0018). Sur lek3 patientes avec envahissement
ganglionnaire, seulement une a un envahissememgenometastases.

Dans notre étude, 'histologie a permis le diagicode 2,8% de métastases ce qui est
concordant avec les séries les plus importantesecAla méthode OSNA, le taux
d’envahissement ganglionnaire retrouvé est de 18&a est proche de dix fois le taux
d’envahissement diagnostiqué par I'histologie, candans la série d’Osako. Il a s’agit
exclusivement de micrométastases et de positifs Ipage d’inhibition, aucun cas de
macromeétastase. Celles-ci concernent, pour la &@jodes cas de CCIS a risque
d’envahissement ganglionnaire. Il semble que ldogie moléculaire OSNA soit plus
performante que I'histologie dans la détection dgastases pour les carcinomes in situ.
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Type Auteur Année Nb de Risque Remarques

histologique patientes  d’envahissement
axillaire global
Lara(72) 2003 102 13% IHC
Wilkie (70) 2005 559 5% 1,5% avec HE et 3,5% avec IHC
Intra(71) 2008 854 1,9% Pas d’'HC
CCIs Ansari(69) 2008 3166 3, 7% 7,4% quand diagnostic connu en pré-opératoire
Boler (73) 2012 63 5% Pour tumeurs grade intermédiaire a haut > 30mm
Osako(74) 2012 623 4,2% 10 fois plus que I'histologie
Notre étude 2012 38 18% Pour tumeurs grade intermédiaire & haut dont 70%>

30mm, 10 fois plus que I'histologie

Tableau 11 :Envahissement axillaire pour le carcinome in situ
CCIS : carcinome canalaire in situ, FDR : facteairidque

4-2-2 Cas du carcinome tubuleux

Le travail d’Alvarenga et son équipe a permis détmaen évidence la présence de la
CK19 dans les carcinomes tubuleux (43). Par coresgégla technique OSNA est applicable
dans le cas de ces tumeurs. Notre étude retrauemvahissement ganglionnaire dans 28%
des cas avec ce type histologique. Et en comparaasec I'histologie traditionnelle, la
biologie moléculaire serait significativement plpsrformante (33% contre 0%, p<0,05).
Mais de taux d’envahissement ganglionnaire retropa¥ la procédure OSNA est
particulierement élevé.

Le carcinome tubuleux est un type histologique @iésa un meilleur pronostic que le
type histologique canalaire. Rakha a publié urclerportant sur la comparaison entre des
patientes présentant un carcinome canalaire deedrg@12) et des patientes atteintes d’'un
carcinome tubuleux (102) sur une analyse rétrosme¢?5). Le carcinome tubuleux était
associé a une meilleure survie sans récidive (p04).et une meilleure survie spécifique du
cancer du sein (p =0 .003). Dans cette étude, audes patientes n'a développé de métastase
a distance ou sont décédées sans une récidivadtumtype histologique.

Selon les publications, le risque de métastasdigieas en cas de carcinome tubuleux
s'éleve de 7 a 33% (76)(77)(78)(79)(80)(81). Touss crésultats sont relativement
hétérogenes. Les séries les plus importantes wetnbua taille tumorale comme facteur de
risque d’envahissement ganglionnaire (76)(80) awecisque plus élevé pour les tumeurs de
plus de 1lcm. L'étude de Papadatos en 2001 est wgia-analyse associée a une série
rétrospective australienne (31 patientes) avecotal 680 patientes (76). L'auteur retrouve
une fréquence globale des métastases ganglionmkar&6%. Aucune des tumeurs de moins

de 10mm (n = 16) n'est accompagnée de métastasegiaymaires par rapport aux 16%
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citées (p = 0,018). La méta-analyse des 680 patienmontre une fréquence globale de
métastases ganglionnaires de 13,8% (95 pour ceéetvatle de confiance 9,3 a 18,3).
Dans la série rétrospective de Javid portant sdr @ddtientes, une exploration axillaire est
réalisée dans 80% (89 patientes sur 111) (80). Nmifentes (8,1%) présentent un
envahissement ganglionnaire. Celui-ci est assod#taille tumorale (p = .003). Toutes les
tumeurs avec envahissement ganglionnaire sontisupgs a 1 cm. Dans I'étude de Cabral,
les dossiers de 44 patientes sont étudiés. 32npadi®nt eu une exploration axillaire et 4
d’entre elles étaient métastatiques (13%) (77).riSgue d’envahissement ganglionnaire
atteint 33% si la taille dépasse 1,5cm (p=0,01) @etions n'ont pas été confirmées par
I'étude de Leikola (81). Il retrouve un risque ghblole 27% dans sa série rétrospective de 33
patientes sans aucun facteur de risque retrouvailleamoyenne associée a I'envahissement
axillaire était de 9-10mm. Il en est de méme pogitutie rétrospective italienne de Livi
portant sur 307 patientes. Un envahissement ganglice a été retrouvé dans 15% des cas
(n=46). Aucun lien avec la taille n'a été mis endénce ; 15 cas d’envahissement pour des
tumeurs de moins de 1cm, 19 pour des tumeurs &atet 20cm et 12 quand la tumeur était
supérieure a 2cm.

Notre taux d’envahissement ganglionnaire est Is plavé des séries présentées, bien
gue proche de la série de Leikola et de celle deraCgour les tumeurs de grande taille
(81)(77). Chez trois patientes sur quatre de nétuele, il s’agissait de tumeurs de plus de
lcm, facteur de risque souvent établi dans lardittée. Méme si notre petite population
posséde pour la plupart un facteur de risque digesament axillaire, il se pose la question
d’une surévaluation de détection de métastase @&NA. La validité de la technique OSNA
dans les carcinomes tubuleux infiltrants nécessithys études complémentaires avec des

effectifs plus importants.

Type Auteur Année Nb de Risque Remarques
histologique patientes  d’envahissement
axillaire global
Papadato§76) 2001 680 6,6% Méta-analyse
Cabral(77) 2003 44 13% mais 33% si taille > 15mm
Tubuleux  Sullivan(78) 2005 73 7% 3/5 pour des tumeurs < 1cm
Livi (79) 2005 307 15%
Leikola (81) 2006 33 27% Pas de facteur de risque retrouvé
Javid(80) 2009 111 8,1% Dont 100% pour tumeurs > 1cm
Notre étude 2012 14 28% 3/4 tumeurs > 1cm et 1 de 7mm

Tableau 12 :Envahissement axillaire pour le carcinome tubuleux
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4-3 Caractéristigues ganglionnaires

1- Hétérogénéité des méthodes diagnostiques

La mise en évidence de micrométastases, c’esteaddimétastases de taille comprise
entre 2mm et 0,2mm, est de pratique complexe geclide rendant les conclusions des
études et leurs comparaisons difficiles (33). Hatefa publication de Salhab en 2011 sur les
méthodes diagnostigues des micrométastases et pleuostic fait état d’'une grande
inhomogénéité des pratiques et donc d’'une difficdfinterprétation et de comparaison des
résultats. En effet, en per-opératoire, les mictastases sont diagnostiquées dans 22% des
cas avec la cytologie par empreinte, taux passdffalorsqu’il s'agit de coupes congelées.
De plus, en analyse définitive, le taux de diagoassdt tres variable suivant les épaisseurs de
coupe réalisées comme il est observé dans l'étuala \(82). La mise en évidence des
micrométastases est aussi corrélée a l'utilisaéeentuelle d'immunohistochimie. En effet,
dans la série multicentrigue d’Houvenaeghel, sar7@0 observations de micrométastases,
312 soit 44,6% ont été diagnostiguées seulementuimhistochimie (83). Cette étude
rétrospective a porté sur les dossiers de micrastases de 16 centres. Dans 53,4% des cas, le
diagnostic a été porté par I'analyse opératoiret d80% des cas par I'analyse de coupe en
congélation. L'analyse définitive a été pratiquéedes coupes sériées et colorati®Btt a
permis le diagnostic de 55,4% des micrométastdseseste ayant nécessité pour leur
diagnostic 'immunohistochimie.

Notre étude démontre une efficacité semblable deidbbgie moléculaire méthode
OSNA avec l'histologie traditionnelle de coloratibl&.E et IHC sur coupes sériées de 250um
dans la détection des micrométastases. Il a étéemigvidence dans 10% des cas un
envahissement par micrométastases avec la biolog&culaire et dans 6,4% avec
I'histologie (p=0,64). Cette procédure innovantenpet donc le diagnostic de ces métastases

de petit volume de maniére fiable en per-opératinee une technique automatisée.
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2- Pronostic lié aux micrométastases

Le diagnostic de ces métastases de petit voluntégeqte un enjeu important du fait
du pronostic associé. En effet, en 2011, Lupe rtsmpipe ont publié une importante série de
9616 patientes suivie sur dix ans (84). Cellesrésentaient des cancers du sein a des stades
précoces pT1-2, dont 490 avaient un envahissenaggfignnaire par micrométastases, 1149
macromeétastases et 7977 étaient indemnes de teahisgement métastatique. Il a été
observé un risque de récidive locale a 6,1% posirpigtients sans atteinte ganglionnaire
(pNO), 6,8% pour les atteintes par micrométastgsimic) et 8,7% pour les atteintes avec
macromeétastases (pNmac). En ce qui concerne led@augcidive régionale, celui-ci s’élevait
a 3,1%, 6,2% et 10,3% respectivement pour les pNBnic et les pNmac. Enfin, pour le
risque global de récidive loco-régionale, 8%, 11,6845,2% sont retrouvés pour les pNO,
pNmic et pNmac. Tous ces résultats sont signifeadt prouvent donc un pronostic plus

sombre pour les patientes avec atteinte micronadtasé comparées a celles pNO.

Concernant la survie globale et sans récidive,rdssltats similaires sont retrouvés
dans la large étude danoise de 2007 (85). Cebepurté sur 6959 patientes de moins de 75
ans atteintes de cancer du sein classé de T1NMOFR,1, MO selon la classification TNM. Sur
un suivi moyen de 10 ans et deux mois, les paseay@ant un envahissement axillaire par
micrométastases (420) avaient significativement soevie sans récidive diminuée par
rapport aux patientes indemnes d’envahissementigangire (4767 patientes) (risque relatif
=1.20, 95% CI: 1.01-1.43). Cortesi et son équipeanssi recemment étudié le pronostic lié
aux micrométastases sur 2078 patientes avec uin rsoyen de 48 mois (86). La survie
globale et la survie sans récidive étaient de 9%2%0% pour les pNO, 100% et 100% pour
les pNOi+ (atteinte avec cellules isolées), 9699%2% pour les pNmic et enfin 96,1% et
92,4% pour les pNmac. Ces résultats suggerentagsirVie globale et la survie sans récidive
sont donc similaires que les patients soient maigses en micro ou macrométastases. Il est
cependant important de rester prudent sur les gsiocis avec une durée moyenne de suivi

relativement peu importante.

L’identification de ces patients métastatiques @arométastases par une technique
d’analyse fiable est donc primordiale. En effeterbigu’il s’agisse d’'un envahissement
ganglionnaire de petit volume, leur pronostic eétd cette atteinte et I'adaptation des

traitements adjuvants est nécessaire.
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Dans notre étude, en considérant la populationadgolle 927 patientes, il est mis en
evidence un envahissement métastatique dans legecuaxillaire dans 22,6% aprés
macrométastase, 8% apres micrométastase, 6% ppgitft par levée d’inhibition et aucune
métastase apres les cellules tumorales isoléesillade la métastase initiale est corrélée a
I'atteinte du curage complémentaire de maniere ifstgtive (p=0,001). De nombreux
auteurs, depuis quelques années, étudient les t@astiques de I'envahissement des
ganglions non sentinelles dans le curage complé&inerdprés mise en évidence d’'un GAS
métastatique. Les plus grandes séries sont rasSesntéins le tableau 13.

En effet, Viale en 2005 reprend une série de j2#tkents et retrouve un taux global
de métastases sur GNS de 39,4% quand le GAS ésiiif §87). Respectivement ce taux est
de 50,3%, 21,4% et 14,7% selon qu'il s’agit d’'unacne, micrométastase ou de cellules
isolées. D’aprés son étude, le type et la tailldadenétastase initiale sont des facteurs de
risque d’atteinte du curage complémentaire. Lesepist positifs en cellules isolées et
micrométastases jusqu’'a 1mm ont 16,2% d’atteintaptémentaire. Ce risque augmente a
30,2% puis a 50,3% s'il s’agissait de micrométastasntre 1 et 2mm et macrométastases
respectivement. Par ailleurs, le nombre de GASn#dtet la présence d’emboles vasculaires
dans la tumeur initiale représentaient aussi detedas de risque. La notion de taille de la
micrométastase est un élément déja souligné paniC=e 2004 (88). Il a réalisé une méta-
analyse de 25 articles concernant I'envahissemeGINS apres micrométastasesajtiporte
une incidence d’envahissement des GNS aprés mitastaée isolée dans GAS a 20%. Ce
taux chute a 9% quand seule l'analyse immunohigtigne met en évidence cette
micrométastase. Cette notion n’a en revanche gasoétfirmée par I'étude multicentrique de
Houvenaeghg83) ni par celle de Menez en 2(0@89). Dans I'étude d’Houvenaeghel, thlle
exacte des micrométastases est indiquée dans 48Ric@00: pour 301 patientes la taille est
supérieure a 0,2 mm (61,7%) et pour 187 patiergemille est <ou = 0,2 mm (38,3%).
Concernant les micrométastases, 43 cas comporterturage positif et 30 cas pour les
cellules isolées. Il n'est pas retrouvé de difféeersignificative entre les deux groupes
(p=0,16). De méme, Menez publim risque similaire de métastases dans les GNSegue
GAS soit positif en cellules isolées ou micrometass (respectivement 19% et 20%) sur une
série de 124 patientél9).

La récente méta-analyse de Van La Parra étudigdggltats de 56 articles lui

permettant d’isoler des facteurs de risque indémetsd de métastase dans le curage
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complémentaire. lls sont représentés par la madestase, le dépassement capsulaire,
I'existence de plus de un GAS positif, un ratio GAS&sitif supérieur & 50%, une tumeur
initiale de plus de 2cm et la présence d’embolsswaireg90).

Boler et son équipe publient cette année des csincls similaires concernant les
facteurs de risque tels que macrométastases essddpant capsulair@®l). Sur une étude
rétrospective de 332 patientes atteintes de canfitrant stades T1-2, 134 présentent un
ganglion sentinelle positif et 116 ont un curagenplEmentaireLes patientes atteintes de
tumeurs au stade T2 (OR = 3,2, IC 95%, 1.74 a bd@8)fe tumeurs avec un envahissement
lymphovasculaire (OR = 8,0; IC a 95%, de 4,44 @27),ou un carcinome infiltrant type
canalaire (OR = 2,92, IC 95%, 1,1 a 8,0) sont plusceptibles d'avoir un GAS positif. Chez
les patientes avec curage axillaire, les taux dibissement des GNS sont de 10%, 11,5% et
50% pour des GAS positifs en cellules tumoraledées (CTI), micrométastases et
macrométastases, respectivement. Mettre en évidate cellules isolées ou des
micrométastases dans le GAS (OR = 0,28, IC 95%, @ a 0.99) sont des facteurs prédictifs
de non envahissement des GNS.

Trois publications concernant OSNA étudient le tdienvahissement des GNS dans
les curages complémentaires. Comme il est préstantgé le tableau 14, Sagara et Tamaki
mettent en évidence un taux global de GNS posji®s GAS positifs respectivement de
35% et 33,7%¢63)(66) La proportion de GNS positifs pour les macrontétes est de 56%
et 44%, 35% et 17,6% pour les micrométastases qiesil4% et 50% pour les positifs par
levée d’inhibition. Pour les macrométastases, aes sont relativement comparables avec
ceux présentés dans le tableau 16 ou le GAS estsénpar les techniques histologiques
classiques. Concernant les micrométastases, flestdifficile de comparer compte tenu du
fait de la grande hétérogenéité des résultats. riCieyme, ceux présentés dans I'étude de Godey
et notre étude sont comparables entre eux maisleenibférieurs aux précedents. En effet,
de maniére globale, nous avons mis en évidence dl&&&inte dans le curage lorsque de la
GAS était positif. Ce taux passe a 29% quand dis'de macrométastases et 10% pour les
micrométastases. Cela est d0 aux différences delgtams étudiées. Dans la publication de
Tamaki, il existe pres de 73% de tumeurs TO-1, 28942 et 0,5% de T3. Dans notre série,
pres de 97% des tumeurs sont classées T0-1 et w®iB% sont T2. Il existe donc un risque
d’envahissement ganglionnaire moindre dans notrie spie dans celle de Tamaki. Ces
mémes constations sont réalisables pour I'étudeatkey(67).

Certains de ces auteurs ont ensuite évalué s'dtakiune corrélation entre le taux

d’expression de la CK19, c'est-a-dire le type ddastdse, et I'envahissement des GNS.

54



Tamaki met en évidence une corrélation signifi@atentre I'importance de la métastase
initiale et la présence de GNS positifs dans leager De méme, Godey retrouve un risque
significativement plus élevé d'avoir un curage fibdiorsque le GAS est envahi en
macrométastase. Dans notre série, le taux d'expreste la CK19 n'est pas corrélée
statistiquement a la présence de métastase damgmigiions non sentinelles (p=0,08). Ce
taux est cependant proche de la significativitééetessitera des études complémentaires avec
des effectifs plus importants afin de valider ceibtenée.

La proportion de GNS envahis ne semble pas difféeton la méthode d’analyse du
GAS choisie que ce soit par I'histologie ou OSNAe plus, le type de GAS en tant que
facteur de risque de GNS positif est un élémergians en évidence dans les publications de

biologie moléculaire.

Nb de patients | Taux de Taux de GAS | Taux de GAS | Taux de
GAS+/GNS+ | macro/GNS+ micro/GNS+ GAS

2004 Méta-analyse 20% (9% IHC)
2005 1228 39,4% 50,3% 21,4% 14,7%
2005 124 46% 20% 19%
2006 700 14%
2011 Méta-analyse 40-60%  51% 17%
2012 116 32% 50% 11,5% 10%
2012 618 14% 20,6% 6,4% 0%

Tableau 13 :Corrélation entre I'envahissement du GAS et deS@Mec I'histologie classique.
Nb : nombre, GNS : ganglions non sentinelles, GA&nglions sentinelles, macro : macrométastaseépmic
micrométastase, Cl : cellules isolées.

Année | Nb de Taux de Taux de GAS | Taux de GAS | Taux de GAS
patientes | GAS+/GNS+ macro/GNS+ | micro/GNS+ | I+/GNS+
248

2011 35% 56% 35% 14%
Tamaki 2012 413 33,7% 44% 17,6% 50%
2012 258 19,6% 35% (p<0,05)  12,5% 6,6%
2012 309 18%(TS p=0,08) 29% 10% 5,8%

Tableau 14 :Corrélation entre I'importance de I'expression@i€19 et I'envahissement des GNS avec OSNA.
GNS : ganglions non sentinelles, GAS : gangliomdiselles, TS : tendance significative.
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Dans notre étude, sur les 250 patientes avec t&taxillaire, il s’agit dans 84% des
cas d'une atteinte unique du ganglion sentinelke.clurage axillaire est métastatique dans
16% des cas avec dans 66% des cas l'atteinte delanx ganglions. Le nombre de ganglions
envahis a un intérét limité dans le choix des draénts adjuvants. La lymphadénectomie
étant un geste chirurgical pourvoyeur de morbidpéssieurs études se penchent sur I'impact
de la réalisation seule d’'un ganglion sentinellema&n présence d’'une métastase.

Shangani réalise en 2009 une méta-analyse surditgun curage axillaire pour les
stades précoces de cancer du sein sans adénagatigjee (92). Il rapporte les résultats de 4
études dont trois sont prospectives et randomisemss les essais rapportent un taux plus
élevé de récidive axillaire (1,5% -3%, la médiamesdivi 5-15 ans) en l'absence de curage
axillaire ou de radiothérapie. La survie globale @milaire avec et sans lymphadénectomie
axillaire dans 3 des 4 essais. Les résultats deéla-analyse ne trouvent aucune différence
significative sur la survie globale (odds ratio [[OR55; intervalle de confiance a 95% [IC],
0,74 a 3,24); métastases a distance (OR 0.91; 95%.65-1.29), ou récidive controlatérale
(OR 1.11; 95% CI, 0.68-1.83) lorsqu'il est réaligé curage axillaire. En revanche, un taux
significativement plus faible de récidive axillaest observé aprés lymphadénectomie (OR =
0,28, IC 95%, 0,11 au 0,73, p <0.01).

Plus récemment, le College américain des Chirusgi@©mcologues publie ses
conclusions dans I'étude ACOSOG Z0011. Giulianoseh équipe démontrent que la
réalisation d’'un ganglion sentinelle seul sans geigeut offrir un excellent contrdle régional
de la maladie dans les cancers a un stade précaité par chirurgie conservatrice,
radiothérapie et traitement adjuvant systémique. (B8tte étude de phase 3, multicentrique,
randomise des patientes présentant des stades@s€Eb-2 de cancer du sein infiltrant avec
envahissement de 1 a 2 GAS sans adénopathie makpalpiréalable. Avec un suivi moyen de
6,3 ans, il n'existe pas de différence significatsur la récidive locale (1,8% pour le GAS
seul avec 446 patientes versus 3,6% dans le bragecaxillaire avec 445 patientes), ni sur la
récidive régionale (0,9% pour le GAS contre 2,5%rde curage) entre les deux bras. Cette
étude est stoppée prématurément en raison d’ute fedbx de participation. Cependant les
conclusions portant sur 856 patientes suggeérerit q@st pas nécessaire de réaliser un

curage axillaire complémentaire chez les patieates un GAS positif sans atteinte axillaire
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clinique. Ces conclusions ne concernent pas lesegdus de deux GAS sont métastatiques
et en cas de mastectomie.

Des recommandations sont ensuite mises en placdat@° conférence de consensus
de Saint Gallen (94). Il n'est pas préconisé ddis&aun curage axillaire de complément
lorsque les GAS sont positifs en cellules isoléesnicrométastases. Il en est de méme s'il est
retrouvé au maximum 2 macrométastases avec unargikirconservatrice suivie d'une
radiothérapie. Cependant, en terme de risque d#ivé@xillaire, les patientes dont le cancer
est récepteurs hormonaux (RH) positifs ont un esdgl récidive significativement retardé par
rapport aux patientes récepteurs hormonaux négagfpoint de croisement entre ces deux
populations étant précisément a 7 ans comme ilpabtié par Jatoi dans son étude
observationnelle en 2007 (95). Or dans l'essai Z0Qfont le recul est de 6,3 ans, la
proportion de patientes RH positifs est particel@ent importante, de I'ordre de 82%. Il est
donc particulierement important d’attendre les itéssidu suivi a plus long terme avant de

tirer des conclusions impactant les pratiques.

4-4 Conséguences économiques

4-1 Temps d’analyse

Notre étude évalue le temps nécessaire a I'analgse ganglions sentinelles. 40
minutes étaient nécessaires a I'analyse d’'un gamgli5, 50 et 57 pour 2, 3 et 4 ganglions. Ce
délai représente le temps a partir du moment dbAS est prélevé jusqu’a la réception des
résultats.

Cependant, les temps cités par le laboratoire Sysswat inférieurs avec 30 minutes
pour 1 GAS, 40 minutes pour 2 GAS, 45 pour 3 epbQr 4. Mais il s'agit ici du temps
d’analyse pure et non remis dans le contexte caign prenant en compte le temps
d’acheminement au laboratoire.

Quelgues études s'intéressent a ces temps d’andlgsed’abord, celle de Le Frere-
Belda et son équipe qui recense un temps moyemlgsmpure de 33, 40, 48 et 54 minutes
pour respectivement 1, 2, 3 et 4 ganglions (53% €mps sont relativement superposables a
ceux donnés par le laboratoire. Dans la publicatierSagara (63) il est comparé la durée
nécessaire a la procédure OSNA avec celle dedlbigie par coloration HE sur des coupes
congelés de 2mm. Il met en évidence un temps ggtiifement plus long pour OSNA avec
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34-45 minutes versus 22-25 minutes (p<0,0001). dl&urs, Godey et son équipe (67)

recense les temps nécessaires a l'analyse desiayenglt retrouvent respectivement 32,9
minutes ; 36,4 minutes; 41,6 minutes et 48,5utes pour 1; 2; 3 et 4 ganglions. Ces
durées comprennent le temps de transport verbtedtoire. Cette équipe possede une voie
d’acheminement au laboratoire bien établie avetemps nécessaire réduit au maximum.

Les temps d’analyse dans notre étude sont plusrtanis que ceux cités ci-dessus. En
moyenne 8 minutes de plus sont nécessaires poquelganglion. Il faudrait donc définir si
cette différence est due a un probleme d’éloignérdercentre d’analyse par rapport au bloc
opératoire ou si des progres dans la rapidité digxen des étapes sont possibles.

Aucune étude jusqu’alors ne s’est penchée sur tafifitations des temps opératoires
lites a la procédure OSNA et ses conséquencesadit n effet d’'une procédure
significativement plus longue que I'histologie dagie que celle-ci soit par cytologie ou
coloration. Dans notre étude, ces temps d’analyse somparés avec les durées des
différents types d’intervention. Dans un cas sunxdel existe un délai d’attente d’environ
quinze minutes lorsqu’il s’agit d’une chirurgie canvatrice (tumorectomie, zonectomie,
pamectomie et quadrantectomie) ou d’'une oncoplaSedte méme attente est réduite a 10
minutes dans un cas sur trois pour les mastectorfaiesevanche, lorsqu'’il est réalisé une
reconstruction mammaire immédiate dans le mémedghap résultats sont rendus avant la
fin de l'intervention. Les modifications des temgeeratoires concernent donc les chirurgies
les plus fréquentes. Ces éventuels allongementsnaps d’'occupation de salle n’ont pourtant
pas modifié les pratiqgues de programmation opéeadi@puis la mise en place de la technique
dans le centre. Le nombre de chirurgies programmégsas été modifié.

4-2 Impact économique de la procédure

La méthode OSNA est une technique innovante coetelescolt par patient s’éléve a
prés de 420€ (215€ en réactifs et consommablesp@&d€les annuités d’équipement, 20€ en
contrat de maintenance, 50€ en personnels, 70&isndie logistique et structure). Celle-ci est
a comparer avec les colts engendrés par la réatisdtun examen extemporané par
histologie classique. Aucune publication prospectdt multicentrique évaluant le colt de
stratégie d’analyse du statut ganglionnaire dansalecer du sein n’est retrouvée dans la
littérature. Jeruss en 2006 propose un modele darsentre comparant la réalisation d’'un

examen extemporané par empreinte cytologique daealyse histologique définitive. La
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qualité de vie et le colt sont étudiés chez 342emi@s. Il conclue que l'analyse en
extemporanée est plus avantageuse que l'analys®nam@athologique définitive, sans
examen extemporané (96). En 2010, Canavese et gopeépublient une analyse mono
centrique portant sur des codts théoriques de detxtégies avec et sans examen
extemporané (97). 118 patientes présentant desssfBtla-T1b n'ont pas bénéficié d’'une
analyse per-opératoire par coupes congelées etatolo HXE. Un curage axillaire
secondaire est réalisé chez 10,2% d’entre ellest P88 patientes présentant un stade T1c,
une analyse macroscopigue per-opératoire est péstiqChez 12,8% des patientes, un curage
axillaire secondaire est réalisé. L’'absence d’examdemporané a réduit la durée opératoire
de 23 a 34% au prix d’'une réintervention dans 11g@%cas. Dans cette étude, les patientes
présentant un stade T2 avec une tumeur de moifisrden’ont pas été incluses. Cela a donc
diminué le taux de curage axillaire secondairerppport aux pratiques courantes. Holm en
2008 publie une étude rétrospective sur un cemtrupt sur 1209 patientes (98). sont étudiés
le taux de reprise pour curage axillaire, les dsig@eratoires et le colt de la prise en charge
avant (706 patientes) et apres (503 patientespduttion de I'analyse extemporanée par
coloration et immunohistochimie. Le taux de gangléentinelle positif a 'analyse définitive
diminue de 93 & 52% (p <0,0001) pour les métastdsa=xllules tumorales isolées, de 56 a
36,4% (p <0,02) pour les micrométastases, et 18 JH<0,01) pour les macrométastases.
Les interventions chirurgicales sont légerementomgees pour les tumorectomie®is pas
pour les mastectomies apreés l'introduction de Resgaper-opératoire par IHC et coloration.
Enfin, l'analyse des colts montre un gain de clulttad d'environ 40%Cette étude montre un
bénéfice économique a la pratique de I'analysengpdeanée histologique. La publication de
Cutress compare les colts engendrés par I'histwlagec ceux de la biologie moléculaire
méthode GeneSearch™ (60). lls sont estimés enspé&ctif a partir de trois modeles de
traitements (modéle 1: patients avec curage awilanodéle 2 : patients avec ganglion
sentinelle et analyse histopathologique ultérieatemodéle 3 : patients avec ganglion
sentinelle et examen extemporanée avec GeneSeardicdnclue a un codt par patient plus
élevé pour le modele 3. Cependant, cette comparais pas pris en compte les colts
d’analyse histologique extemporanée avec ceux degese chirurgicale secondaire pour
curage.

L’unique publication existant sur les conséquergsomiques de la méthode OSNA
est celle de Guillen-Paredes en 2011 (99). Il s'dgine étude rétrospective monocentrique
portant sur 45 patientes traitées avec analyseomogathologique définitive (groupe 1)
comparées a 35 patientes traitées avec la méth88AQgroupe 2)La durée de la chirurgie
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de la premiére opération dans le groupe 1 estfggtivement plus courte, mais le temps
total est également plus élevé dans ce groupe.ut@ednoyenne d'hospitalisation est plus
longue dans le groupe 1 (P <.001). Le colt moyeséjlur hospitalier est plus élevé dans le
groupe 1 par rapport au groupe 2 (P <.001), avecdiiference moyenne de 199,69 €. Le
colt moyen de la chirurgie est plus élevé dansrdee 1 (P <.001), avec une différence
moyenne de 157,49 €. Le colt moyen par analyse &t Nignificativement plus élevée dans
le groupe 1, avec une différence moyenne de 164,86 €o0t par patient est significativement
plus élevé dans le groupe 1 (p <0.005). Une écomanuyenne de 439,67 € par patient est
réalisée en utilisant la méthode OSNA.

Dans notre étude, il existe un allongement du teogEratoire dans la moitié des
chirurgies courtes d’environ 15 minutes. En revandrest réalisé trente fois moins de curage
axillaire secondaire depuis l'utilisation de lahemue OSNA. Ces libérations de plages
opératoires, c’est autant de nouveaux patientaugnttans la filiere de soins permettant ainsi
de réduire les délais de prise en charge. De [@usp(t engendré par une hospitalisation de
24 a 48 heures (que cette intervention soit reakséambulatoire ou non), pour la réalisation
d’'une lymphadénectomie axillaire, n’est pas néglije. Toutes ces données sont a évaluer
sur le plan médico-économique. Prochainement, |lCSSAGE (Stratégies d’Analyse du
Ganglion sEntinelle) va débuter évaluant le coltl'iepact meédico-économique des
différentes stratégies d’analyse du ganglion sehérdans la prise en charge des patientes
traitées pour un carcinome mammaire infiltrant. t€eaftude va comparer trois stratégies
d’analyse du GAS : I'analyse par la biologie moléme par la méthode OSNA, [l'analyse
anatomopathologique définitive avec coloratioRBHplus ou moins immunohistochimie et
enfin 'analyse extemporanée suivie d’'une analyssa@anopathologique définitive. L’étude
SAGE analysera ces 3 situations de maniere pragpechulticentrique (17 centres) et

observationnelle.
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4-5 Limites de la technique

4-5-1 Tumeurs a faible taux d’expression de CK 19

En 2002, Chu publie une importante étude sur l'esgion des cytokératines dans les
tissus humains et néoplasiques. Or, il ne retrquage 'expression de cytokératine 19 dans
approximativement 2% des cancers du sein (41)e@efime proportion est aussi notée dans
I'étude de Castellano (65). Une analyse immunobistoique a été réalisée au préalable chez
les 110 patientes ne mettant pas en évidence de9 Q@ahs 2,8% des cas. L'absence
d’expression de la CK19 est donc source de fauatifé®e plus dans I'étude multicentrique
de Tamaki, un cas similaire de faux négatif esé§66). Par ailleurs, se pose le probléme des
tumeurs du sein basal-like de la femme jeune, gjonsParikh, seraient associées a I'absence
d’expression de CK19 dans 30% des cas (100).

Pour certains auteurs, il est nécessaire de testéumeurs a la recherche de la CK19
avant le choix de réalisation de la procédure OSNAquipe espagnole de Vilardell (101) a
réalisé trois études. Une série prospective surpEientes est réalisée déterminant le taux
d’expression de CK19. Il retrouve 28,9% de typeihahA (Récepteur cestrogene + et/ou
Récepteur progestérone +, Ki67<14 %, Hers2,3% de luminal BRécepteur cestrogene +
et/ou Récepteur progestérone +, Ki67>14 %, Her2;A% de type HER2 positif et 11,7% de
type Triple négatif dont 7,9% de basal-likeK5/6 et EGFR positifs)Au total, six cas (soit
3,04%) de tumeur CK19 négative sont mis en éviddoog cing d’entre eux (6,4%) sont des
types luminal et un triple négatif (4,2%). Chez gedientes, I'analyse des ganglions est
effectuée par histologie. Puis, il est mis en pldeax séries rétrospectives. Une premiére
portant sur 41 tumeurs type triple négatif donbaeal-like. Aucune d’entre elles n’est CK19
négative. Ces deux études ne concluent pas aueriagaru de non expression de la
cytokératine 19 sur les tumeurs basal-like. Enfirest étudié les cas de 211 patientes. 86
d’entre elles sont métastatiques ganglionnairesinet analyse immunohistochimique est
possible dans 68 cas (dans les 18 cas restamstéziel n’était pas suffisant pour I'analyse).
Au total, il est noté un cas de ganglions CK19 tiégai est corrélé a une tumeur initiale
CK19 négatif, soit un taux de 1,4% de faux négatif.

D’autres articles retrouvent des taux de faux negdtis faibles de 0,2 & 0,5%
(50),(52),(62). Cet écart avec les taux d’expressle CK19 précédemment cités dans les

tumeurs suggerent une différence entre les expressilans le sein et dans les voies
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lymphatiques. Il s’agirait en effet d’'une absenedrdnslation de la protéine CK19 et non une
absence de transcription de 'ARN messager.

4-5-2 Résultats positifs par levée d’inhibition

Il s’agissait jusqu’alors de la plus grosse prold@éque posée par la technigue OSNA
dans la prise en charge des patientes. 5,25% de population ont présenté ce type
d’atteinte.

Le probleme posé par ce type de résultat ne surp@mn en per-opératoire puisque,
selon les recommandations actuelles, que le GAS$® mmsitif pour une micro ou une
macromeétastase, un curage axillaire de complénaittikdiqué. En revanche, il se pose au
moment de la décision des traitements adjuvants pmulication de chimiothérapie et
I'indication de radiothérapie des aires ganglioresi En effet, les indications différent selon
l'importance des métastases axillaires. A I'lngtidle Cancérologie de I'Ouest, il s'agit
essentiellement de I'indication d’irradiation ddasesa axillaires qui est pratiquée en cas de
macrométastase seulement.

La société SYSMEX a collecté sur I'été 2011, liesats de 47 patientes avec un tel
résultat pour des analyses complémentaires. Esautildes colonnes de gel de filtration, le
laboratoire espere réduire les effets du factebibant la réaction OSNA. Ces colonnes
Microspin s’integrent facilement au protocole salisngement de la procédure. Trois tailles
de pores sont évaluées pour déterminer la meillmateice. Tous les échantillons sont testés
en parallele avec ou sans colonne et sont anatyséle méme automate en une seule fois
pour garantir la comparabilité des résultats. Alagorocédure standard, 74% des échantillons
sont toujours inhibés, 13% reviennent négatifs38b Positifs. Avec la nouvelle procédure,
aucun des échantillons est inhibé, 89% reviennesittifs contre 11% négatifs. Des essais
sont par ailleurs effectués sur des échantillonsitif et négatifs ne montrant pas
d’intéraction des résultats avec l'utilisation dégrospin. En effet, les taux de concordance
sont respectivement de 90,5% et 94,7%.

La vérification de la faisabilité en routine etsdeerformances de la nouvelle
procédure a débuté depuis juillet 2012 afin d’obtés marquage CE conformément aux

regles européennes en vigueur pour les disposiéficaux.
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4-5-3 ldentification des cellules isolées

La procédure OSNA ne détecte pas le seuil de CKifsgpondant a la présence de
cellules isolées. Cet élément ne semble pas coestitne réelle limite a la technique. En
effet, comme il est présenté précédemment dangephsspublications, le pronostic associé a
la mise en évidence de ces métastases de petiheademble proche de celui des patientes
indemnes d’envahissement ganglionnaire. Comme ewi¢de I'étude de Cortesi et son
équipe qui retrouve sur un suivi moyen de 48 ni®& une survie globale et la survie sans
récidive de 99,2% et 100% pour les pNO et de 100490@% pour les pNOi+ (atteinte avec

cellules isolées).

4-5-4 Conservation des lysats

Les recommandations de TEWGBSP (European Workingu® for Breast Screening
Pathology) insistent sur la nécessité d'une comgenv tissulaire (102). Jusqu’alors,
concernant la biologie moléculaire, il n’existadgspde recommandation ni en France ni en
Europe. Actuellement, les méthodes de conservalgsntissus sont trés différentes selon les
centres. Certaines équipes prélevent une tranch&ale ganglionnaire pour I'analyse
histologique et archivent ce prélevement tissulairec le risque de ne pas diagnostiquer les
micrométastases en per-opératoire du fait du lkifaiéocation tissulaire. D’autres broient la
totalité du ganglion pour I'analyse en biologie éwllaire et c’est alors le lysat qui est stocké
a -80°C (température permettant la conservatioW ARN messager plusieurs années) ou
dans l'azote liquide. Enfin, il est possible delisg une cytologie avec étalement sur lame
des cellules contenues sur le bistouri qui a sepsiéparer les ganglions avant broyage. Cette
derniére technique est cependant peu répanduerabnd; des recommandations établies par
la Société Francaise d’Analyse du Ganglion Seré@nebnt prochainement étre publiées
recommandant la réalisation d'une apposition cygiojee sur le ganglion sentinelle

préalablement sectionné en deux avant la prépardtidysat.
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CONCLUSION

Dans notre étude, la procédure OSNA est une métdtahalyse aussi fiable que
'analyse histologique par coloration et immunobdcstiimie. Elle semble étre plus
performante sur certains types histologiques, |¢SC&k le carcinome tubuleux. La méthode
OSNA rend des résultats semi-quantitatifs en terdps Cela permet donc de connaitre le
statut ganglionnaire précis et définitif de la pate en cours d’intervention et d’adapter le
geste opératoire. Aujourd’hui, il est nécessairecdepléter la chirurgie par un curage
axillaire devant les résultats positifs en macracrométastases et positifs par levée
d’inhibition. Le fait de réaliser la lymphadénectendans le méme temps représente ainsi un
bénéfice pour la patiente par diminution de la rtbt® opératoire. De plus, cela permet de
débuter le traitement adjuvant systéemique plusqu@&ment. Ces résultats sont automatisés et
non opérateurs dépendants ou types d’analyse dépisnd

Cette procédure profite aux patientes mais aussétablissements de soins. Eviter les
reprises chirurgicales conduit a diminuer des cditespitalisation et permet d’accueillir de
nouveaux patients dans la filiere de soins et dendier les délais de prise en charge.

Les études de survie tendent aujourd’hui a remettrguestion I'impact du curage
complémentaire dans certaines situations. En liadesede niveau de preuve suffisant, le
curage axillaire est la recommandation apres toA$ @ositif. Une partie importante de la
population métastatique ganglionnaire ne tirera#t pénéfice de la réalisation d’un curage de
complément en terme de récidive loco-régionaleeesutvie, si un traitement adjuvant est
réalisé. Un essai de phase Il multicentrique ramdé va débuter étudiant la non-infériorité
de la réalisation ou non du curage axillaire enddesvahissement des GAS.
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NOM : BOIFFARD PRENOM : FLOREE

ANALYSE DU GANGLION SENTINELLE DANS LE CANCER DU SE IN PAR LA
BIOLOGIE MOLECULAIRE AVEC LA METHODE OSNA : PERFORM ANCES
DIAGNOSTIQUES ET IMPLICATIONS CLINIQUES
Résultats d’'une étude prospective sur 400 patientes.

Objectif: L'analyse du ganglion sentinelle nécesgiine technique d’analyse fiable. La
procédure OSNA est une méthode innovante rapide-geantitative et automatisée.
L'objectif de cette étude est de comparer ses pmadences diagnostiques avec celles de
I'histologie traditionnelle.

Matériels et méthode : Il s'agit d'une étude prasiye portant sur 400 patientes ayant eu la
réalisation d’'un ganglion sentinelle analysé parmathode OSNA. Les performances
diagnostiques de la méthode pour 309 d’entre allgsété comparées aux performances
diagnostiques de I'histologie traditionnelle de giaientes. Ces derniéres ont été appariées
sur I'age, le type tumoral, sa taille et son grade.

Résultats : Il est retrouvé un taux d’envahissengamtglionnaire global de 27,5% dont
13,5% de macrométastases, 8,75% de micrométasth$e®5% de ganglions positifs par
levée d’inhibition. Concernant I'étude comparatilegest mis en évidence une différence
significative de performance diagnostigue avec dlgse extemporanée par empreinte
cytologique (p<0,001). Il n'est pas mis en évideme différence de performance avec
I'histologie définitive (p=0,21). Il est retrouvdus de métastases avec la méthode OSNA
dans le carcinome canalaire in situ (p=0,038).

Conclusion : Notre étude confirme que la méthodmalyse OSNA est aussi performante que
I'histologie traditionnelle et plus performante qlianalyse extemporanée par empreinte
cytologique. De plus, elle semble intéressante pettains types histologiques.

Mots-clés :
Cancer du sein ; ganglion sentinelle ; analyse outdére ; OSNA
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