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A notre Maitre et Présidente du jury,

Madame le Professeur Emmanuelle URO-COSTE

Professeur des Universités - Praticien Hospitalier

Anatomie Pathologique et Histologie-Cytologie

Tu nous fais I'honneur et le plaisir de présider ce jury de thése.

Nous avons eu la chance de bénéficier de tes enseignements et de ta bienveillance tout au long
de notre internat. Nous te témoignons toute notre gratitude et notre profond respect. Nous te
remercions de nous permettre de continuer notre formation et notre carriere en ton agréable

compagnie.



Aux membres du jury,

Monsieur le Professeur Pierre BROUSSET

Professeur des Universités - Praticien Hospitalier

Anatomie Pathologique et Histologie-Cytologie

Vous nous faites I'honneur de siéger a ce jury et nous vous sommes tres reconnaissant de juger
notre travail. Votre enthousiasme et votre soutien ont été d'une grande aide tout au long de
notre formation. Nous admirons votre rigueur scientifique et votre éclectisme culturel. Vous
nous faites 'honneur de nous accueillir dans votre service incessamment et nous espérons nous
montrer digne de la confiance que vous nous accordez.

Je vous prie d’agréer 'expression de notre profond respect et de notre sincére reconnaissance.



Aux membres du jury,

Monsieur le Professeur Henri ROCHE

Professeur des Universités - Praticien spécialiste de Centre de Lutte Contre le Cancer

Oncologie médicale

Vous nous faites I'honneur de siéger a ce jury et nous vous sommes tres reconnaissant de juger
notre travail. Nous n’avons pas eu '’honneur de travailler a vos cotés, au contact des patients,
mais nous connaissons et admirons vos qualités professionnelles. A nos yeux, vous étes un

modeéle d’humilité et de rigueur. Soyez assuré de notre plus grand respect.



Aux membres du jury,

Madame le Docteur Camille LAURENT

Maitre de Conférences des Universités - Praticien Hospitalier

Anatomie Pathologique et Histologie-Cytologie

Tu me fais I'honneur de siéger a mon jury de these.

Ta fagcon de méler a merveille 'hématopathologie, la recherche et la vie de famille en bondissant
de succes en succes force le respect. Tu fus une responsable de Master 2 confiante et disponible.
Grace a toi, mon entrée dans le monde de la recherche restera une belle et douce expérience.

Je te remercie de m’avoir associé a tes récents travaux de recherche.

Je suis ravi de pouvoir travailler a tes cotés.



Aux membres du jury,

Monsieur le Docteur Philippe ROCHAIX

Praticien spécialiste de Centre de Lutte Contre le Cancer

Anatomie Pathologique et Histologie-Cytologie

Tu me fais I'honneur de siéger a mon jury de these.

J'ai trouvé en toi, savant fou génial et sportif invétéré, un pére spirituel a la hauteur de mes
attentes. Avec toi, la pathologie est un jeu ou I'on croise des fusées sur les lames et des crofitons
a la macro. A tes cOtés, je ne me sens pas a I'abri de changer le monde ou, du moins, d’en discuter
autour d’un café.

Je te remercie pour la confiance que tu me portes.

Tu as toute mon admiration et ma reconnaissance.

Je suis impatient de rejoindre officiellement I’équipe et de travailler a tes cotés.



A ma directrice de these,

Madame le Docteur Magali LACROIX-TRIKI

Praticien spécialiste de Centre de Lutte Contre le Cancer

Anatomie Pathologique et Histologie-Cytologie

Tu m’as fait 'honneur de me proposer ce travail de thése et de le diriger. Je t'en remercie
sincérement et espere étre digne de la confiance dont tu m’honores. Ce travail associant la
pathologie mammaire, I'imagerie et I'informatique était taillé a ma mesure.

Tu m’as pris sous ton aile a I'Institut Claudius Regaud et nous avons commencé a travailler
ensemble. Tu m’as appris la pathologie mammaire dans la joie et la bonne humeur et tu m’as
permis de publier mon premier article. Tu as pensé a moi le jour ou tu as décidé de migrer a
I'Institut Gustave Roussy. Pour toutes ces raisons, je te suis éternellement reconnaissant et
souhaite que nous puissions collaborer de nombreuses années.

Encore une fois, je te remercie pour ta confiance et ta bienveillance. Souvent, je leve les yeux au

mur et lis : « Life is a beautiful sport ».



Pour leur aide précieuse au cours de ce travail, je remercie :

Frangois-Xavier, ton savoir encyclopédique sur les scanners de lames, tes compétences et ta
rigueur m’ont été d'un grand secours. C’est toi qui as déniché les fichiers XML cachés et tu
mérites un hommage ! Tu menes ta barque avec une main de velours dans un gant de fer. [l y a
quelque chose de mystérieux en toi. Tu es a I'image de la plateforme. On frissonne un peu avant
d’entrer dans la salle sombre et glaciale des scanners, mais une fois la porte poussée et un peu

d’'intérét porté, alors tout s’éclaire et se réchauffe, et I'on se sent bien !

Evelyne et Gabrielle, merci beaucoup pour toutes ces manips de FISH. Si ce travail a abouti, c’est
amplement grace a vous. Votre empire s’étend puisqu'’il atteint maintenant la salle des scanners,
pour le plus grand bonheur de tous. Nous allons maintenant continuer le job avec les CEP2 et

CEP15.

Stéphanie, tu as fait mes extractions d’ADN a une période ou le staff de bio mol n’avait pas une

minute a perdre. Je t'en remercie beaucoup.

Cathy, merci pour ton accueil et ta journée et demi sacrifiée pour ma manip de qPCR. Tu as été

tres patiente et aidante. C’était un plaisir !

Laurence, merci pour ton aide précieuse et ton éternelle bonne humeur. Tu as fait mes blocs
techniques et également un TMA technique qui n’apparait méme pas dans cette these (je n’ai pas

eu le temps de jouer avec les épaisseurs de coupes).

Enfin, je remercie la société Dako qui a gracieusement fourni les kits et les sondes de FISH pour
ce travail. Merci Moncef pour ta gentillesse et ton ceil pétillant. Tu es le Edwy Plenel de la

société !



Je remercie mes collegues du service d’anapath de I'lUC :

En premier lieu, les sénopathologistes, Raphaélle, Eliane, Véro, Philippe et Sophie (et Claire et
Max aussi, mais attendez votre tour !), qui m’avez libéré de la routine a la fin du mois d’aofit pour
que je puisse rendre ce travail dans les délais. Et parce qu’il n’y a pas que la these, je vous

remercie également pour votre soutien et votre confiance au quotidien.

Bien s{r une spéciale dédicace a Eliane qui part loin loin loin, au pays de la poudre a canon et du
petit livre rouge. Prends tout ce qu’il y a de bon dans cette expérience et reviens-nous plus

débridée que jamais !

Je remercie bien siir 'ensemble des médecins du premier ET du deuxiéme étage, pour la
qualité de votre enseignement et pour les bons moments passés ensemble, qui ne seront pas les
derniers puisque j’ai décidé de rester! Une pensée émue pour Cathy dont le souvenir nous

stimule tous les jours.

A mes chefs passés :
Virginie et Florence. Vous étes des merveilles de gentillesse.
Flo c’est un plaisir de travailler avec toi.

Emilie, quelle péche ! Ton entrain est communicatif. Tu es une ogresse de travail (et de chocolat

noir). Je tadmire énormément. Je suis content de continuer a travailler en ta joyeuse compagnie.

Fabrice, ton niveau est impressionnant. En anapath bien siir | En escalade, c’est un peu différent.

Quand est-ce qu’on grimpe ?

Caroline, je t'ai vraiment découverte a Marseille. En quelques semaines, tu étais transformée.

J'étais tres content d’assister a cette métamorphose. Je te souhaite plein de bonheur au soleil.

Et enfin un grand merci a tous ceux que j’ai connus internes ou qui le sont encore (la liste

est longue) :
Mes copains de la promo 2010 :

Max, je crois que l'on s’est bien trouvés ici a Toulouse, nous, les deux gars de la-haut. Je ne



saurais dire combien de fois tu as oublié quelque chose chez moi pour justifier de revenir a
I'apéro le lendemain. C’est moins fréquent maintenant. A croire qu’Olivia t'a rendu moins

distrait ! Continue Olivia, il est presque parfait ! J’ai hate de témoigner de votre union solennelle !

Romain, je t'ai découvert en deux fois. Le premier Romain, c’était le marlou qui écumait toutes
les soirées (et certains disent que tu ne regretterais pas un certain week-end ski!). Pour
connaitre le deuxiéme Romain, il fallait gratter un peu et travailler a tes c6tés. J'aime ta rigueur
dans le travail, ton efficacité (tu es 'homme qui a vidé la case « uro ») et surtout ta sensibilité !
Vous formez un chouette couple avec Inés et c’est toujours un plaisir de se voir : en soirée ou
dans les pentes pyrénéennes ou Audoises. Ne nous perdons pas de vue quand vous allez partir je

ne sais ou !

Plus récemment Thibaut, c’est en partie a cause de moi que tu as fait ton internat en
Champagne ! Je m’en excuse. En tout cas, c’est un plaisir de travailler avec toi. Et, ce qui ne gache

rien, Anne et toi avez un golit certain pour les prénoms de petit gar¢on !
Mes co-internes d’avant I'lUC

Nos relations étaient plus intimistes que maintenant et je vous connais mieux que les nouvelles

générations.

Youri, tu es la personne qui m’a fait découvrir I'anapath et m’a formé a la macro. Mon premier
semestre en ta compagnie reste un trés bon souvenir. Je sais que tout va bien pour toi

aujourd’hui et j’en suis ravi. Tes éclats de rire me manquent !

Romulus, je suis tres heureux de t'avoir rencontré pendant mon internat. J'aime ta joie de vivre
et ton humour. La soirée béninoise restera gravée dans ma mémoire, ainsi que la queue de beeuf

épicée délicieuse dans un boui-boui prés de la gare, ou je n’aurais jamais mis les pieds tout seul.

Claire, nous n’avons été co-internes que tardivement mais j’ai 'impression de bien te connaitre
finalement. Tu réussis tout ce que tu entreprends, au travail comme dans la vie personnelle (je
pense a ton magnifique petit Arthur), avec une pudeur tout a fait charmante. Je t'admire et je

suis heureux de travailler avec toi.

Audrey, quel plaisir de t'avoir comme collegue. Tu es d'une douceur et d'une gentillesse tres
apaisantes. Tu aimes (quasiment) tout le monde, ce qui est une vraie force. Je suis content de

t’avoir comme collegue de I'autre c6té du mur (on pourrait percer un hublot).

Julie, quelle reconversion! Je n’avais pas mis beaucoup de points quand je t'avais écartée des

«vrais internes » lors de ton premier semestre parmi nous. Cela ne nous a pas empéché de



devenir copains ensuite. Tu es tres agréable et charmante. C’est une chance de te connaitre.

Gwendo, quel accent ! Tu parles extrémement bien le Jane Birkin. Ton humour n’a d’égal que ton

sérieux. Je pense que nous allons passer de bonnes années ensemble.

Aurore, je suis content de te voir revenir parmi nous bientét. Toujours partante pour rendre un

service. C'est tres stimulant de travailler avec toi.

Laureline, tu nous as lachement abandonnés pour les macules, papules, pustules, bulles, crofites,
ulcéres et autres joyeusetés ragoiitantes. Cependant, c’est toujours un plaisir de te croiser au

détour d'une soirée et d’apprécier les nouvelles évolutions de la mode féminine.

Anne-Cha, quelle femme tu es ! Discréte et consciencieuse, mais avec beaucoup d’humour et de
grands éclats de rire communicatifs. Je garde bien au fond de mon cceur ce semestre a Purpan

avec toi, quand tu me ridiculisais au jeu de bagarre !

Sarah, copine de Purpan aussi. Tu vis ton boulot a 100 a I'heure, mais qui ne t'a jamais vue en

soirée ne te connais pas tout a fait. Eclate-toi en M2 avec Camille. Et souffle un peu !

Laure, ma montalbanaise préférée (attendez votre tour les autres !). Quelle gouaille tu as ! J'ai
mis un peu de temps a comprendre ton langage. Je sais pas outséksé kta appris a causer comme
¢a! Nous avons partagé de trés bons moments a Purpan et tu me fais toujours rire avec ton

franc-parler. Ne change rien !

Gauthier, tu n’es pas dans le groupe du dessous parce que nous avons passé un semestre
ensemble a Purpan. J'ai I'impression que tu te plais aujourd’hui a arracher des dents. Cependant,
tes origines te rappellent parfois dans les couloirs de 'anapath, et c’est un plaisir de te voir a

cette occasion.

Je remercie aussi tous les jeunes, c’est agréable de travailler ensemble méme si nos relations ne sont

pas aussi privilégiées a 13 internes qu’a 2 ou 3.

Charlotte (reconversion réussie, c’est un plaisir de t'avoir parmi nous), Seb (tu me fais bien
marrer), Quentin (toujours prét pour un projet, jaime ton engagement et ton humour), Cécile
(on se connait peu mais j'aime ton sérieux et ta sincérité), Claire (tu as 'air heureuse de ton sort,
C’est agréable de travailler avec toi), Alix (je t'apprécie beaucoup, je vois en toi une future
anapath consciencieuse et volontaire), Gabrielle (nous avons deux points communs, nous
sommes tous les deux passés en médecine légale, et nous ne resterons pas au milieu des
cadavres, vivement ton retour), Justine et Lisa (nous aurons le temps de nous connaitre un peu

mieux, vous serez les bienvenues a mon microscope).



Les indécis

Marine et Pierre-Olivier. Pour vous rassurer, je vous dirais qu’il n'y a qu'un bon choix : celui que
vous ferez ! Marine, tu étais ma premiere interne en tant qu'interne séniorisé. J’espere t’avoir

donné le golit de la pathologie mammaire.

Les gens de passage

Lise (seulement de passage, qui I'eut cru ? Ce ne fut pas le coup de foudre attendu. Peu importe,
tu as été d’'une efficacité incroyable pour notre article. Il ne me reste qu’a le soumettre), Nicolas
(bientot radiologue, j'étais content de te rencontrer), Nouritza (laisse parler 'artiste qui est en
toi, tu es une pianiste impressionnante), Ephraim (sympathique et arrangeant, je suis content de

t’avoir connu).

Merci a tous les techniciens pour votre travail et votre sympathie

Vous nous étes indispensables et c’est un plaisir de travailler ensemble, en pensant aux patients.
Bien sir, je fus plus proche de certains d’entre vous : les techniciens de macro (j’aime la macro),
les techniciens d'immuno (notamment de Purpan, le quatuor Valérie, Laurence, Gabrielle, Michel
avec qui j'ai fait mes premiéres armes dans ce domaine), les techniciens du ChiBOp et ceux de

Claudius Regaud (eh oui, je fais la bise a Chantal, ne soit pas si jaloux Ben !).

Merci aux cadres Myriam et Béatrice qui gérent tout ce petit monde et tout le matos. Ce n’est

pas une mince affaire !
Merci a toutes les secrétaires pour leur gentillesse et leur efficacité.

Merci aux ingénieurs de tout poil pour leur travail acharné, en bio mol, en qualité et en

informatique.

Merci a nos ARC et chefs de projets, notamment Nadia (merci pour ces longues discussions
culturelles dans la salle de réunion de Purpan, tu mériterais vraiment que je te rende ton livre)

et Samira.

Je remercie les cliniciens et chirurgiens avec qui je suis en contact : Henri Roché et Florence
Dalenc en téte pour les oncologues et Héléne (tu vas nous manquer), Eva et Charlotte pour les

chirurgiens.



Merci a ceux que j'ai rencontrés ailleurs
L’équipe de Tarbes

Secrétaires, techniciennes, médecins, j’ai passé 'un de mes meilleurs semestres en votre
compagnie, tant pour votre accueil, votre gentillesse et vos compétences que pour la montagne

toute proche. J'aime a vous revoir par-ci par-la.
Les services de médecine légale

De Toulouse, d’abord, ou j'ai passé mon deuxiéme semestre. J'ai adoré ce métier et votre
compagnie. ]'ai adoré mon co-interne pendant ce stage (mais je viendrai a toi plus tard, Fred) et
j'ai beaucoup appris aupres de Norbert, Fabrice et des autres, dans une ambiance chaleureuse.
Jaime la réflexion médico-légale. Et avec un peu de recul, jaurais aussi aimé étre juge

d’instruction. Mais on ne peut pas tout faire. C’est ainsi.

De Marseille. Je suis nostalgique de votre ville et de cette période de ma vie. Victor était petit. Je
passais au pied de Notre-Dame-de-la-Garde matin et soir sous un ciel bleu magnifique. Et je
passais d’excellentes journées en stage ou j'ai rencontré des gens que je n’oublierai jamais.
Marie-Do, bien s{ir, mais aussi les deux Pierre (Massiani, pour la matinée tir au fusil a pompe et a
la 22 ; et Perich parce que tu es une personne extraordinaire, sensible, cultivée et drdle, tout cela
dans une carapace simple et parfois grotesque, tu m’évoques le Neveu de Rameau), Jacques
(pince-sans-rire professionnel, jaime ton humour et ton savoir), Lucile (quand toutes les
qualités sont réunies en une seule personne), Marc-Antoine (super mec) Caroline (cf supra), et
tous les autres. Je remercie aussi mes deux géniales co-internes Clémence et Céline. Qu’est-ce
qu'on a ri! Je vous aime beaucoup toutes les deux et j’ai plaisir a vous revoir. J’avoue ici ne pas
avoir eu le coup de foudre pour l'anapath médico-légale. Ce qui a grandement facilit¢é ma
réflexion le 19 janvier 2015, quand Magali et Philippe m’ont annoncé par téléphone qu'’il y aurait

besoin de moi a I'lUC (ce qui n’était pas gagné). Ce jour restera gravé dans ma mémoire.
Les équipes de recherche :

L’équipe de Salvatore. Salva et Sabina, je vous adore (« ce projet a moi me plait », Salva !). Merci
pour votre chaleureux accueil dans votre laboratoire pour mon M2. Pauline, voisine de bureau

pendant le M2. J’aime travailler et papoter avec toi.

L’équipe de Jean-Sébastien, pour notre travail sur POLQ. Valérie bien sfir, nous allons y arriver
avec ces anticorps! Merci pour votre accueil et votre gentillesse. Une pensée émue pour

Christophe Cazaux, un homme admirable que j’aurai eu la chance de connaitre un petit peu.



Tant qu’on y est, j'en profite pour remercier mes copains du M2 : David (mais je reviendrai a toi
plus tard), Sarah (plein de treés bons souvenirs en ta compagnie, au boulot comme en dehors),
Michael et Pierre-Paul (des bieres, de I'immuno, de la viro et encore des biéres!) et tous les

autres, que je croise parfois a I'IUC.

Un grand merci a tous mes (autres) copains, sans qui la vie serait moins facile
Les copains de Toulouse

Fred et Nath, il faut absolument que l'on se voit. Nous avons les mémes valeurs et c’est toujours

agréable de passer un moment ensemble.

Cédric, quelle dignité ! Toujours aux soirées et presque toujours impeccable. Ensemble, nous

avons frolé I'escarre en DU d’évaluation du dommage corporel. Et ¢a, ¢a crée des liens !

David et Emilie, vous étes un modéle de joie de vivre et vous formez un beau couple. David, nous
avions déja bien accroché a l'internat, mais le M2 a fini de nous rapprocher. J'aime ton style
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I. INTRODUCTION

A. GENERALITES SUR LES CANCERS DU SEIN

A.1 EPIDEMIOLOGIE

Avec environ 54 000 nouveaux cas et prés de 12 000 déces en France en 2015, le cancer du sein
est la premiere cause de mortalité féminine par cancer en France (estimations INCa). L'incidence
de ce cancer a augmenté entre 1980 et 2005 et tend aujourd’hui a diminuer [1]. La mortalité

associée au cancer du sein diminue également depuis la fin des années 1990.

Figure 1 : Sources : Estimation nationale de l'incidence et de la mortalité par cancer en France entre 1980 et
2012. Partie 1 - Tumeurs solides. Traitement: INCa 2013. TSM: Taux standardisé monde pour

100 000 personnes/an.

Plusieurs facteurs de risque environnementaux et comportementaux sont impliqués dans la
survenue d'un cancer du sein: I'exposition aux hormones stéroides (naturelle ou liée a un
traitement substitutif de la ménopause), une parité faible ou nulle, I'absence d’allaitement et

I'accroissement de 1'dge au premier enfant.

A.2 HISTOLOGIE DU SEIN ET GRANDES LIGNES DE LA PATHOLOGIE CANCEREUSE

La glande mammaire correspond a une glande apocrine hyperspécialisée. Au niveau du
mamelon s’abouchent les pores d’'une quinzaine de canaux galactophores de gros calibre. Ces
canaux se ramifient dans la profondeur du sein, jusqu’a aboutir a 'unité terminale ductulo-
lobulaire (UTDL). Au niveau des lobules, les acini sont bordés par une double assise cellulaire :
une assise cellulaire épithéliale glandulaire interne, ou luminale, et une assise externe composée
de cellules myoépithéliales aux propriétés contractiles. Les cellules myoépithéliales synthétisent

la membrane basale qui sépare la glande du stroma fibro-adipeux environnant. En dehors de la
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période de lactation, les structures épithéliales sont inactives et ne représentent qu'une infime

partie de la masse du sein, qui est alors constituée pour I'essentiel de tissu adipeux et conjonctif.

Une grande majorité des cancers du sein sont des adénocarcinomes qui se développent au
dépend des cellules épithéliales glandulaires (cellules luminales), le plus souvent au niveau de
I'UTDL. Lorsque la prolifération carcinomateuse se développe a l'intérieur des structures
canalaires sans franchir la membrane basale, on parle de carcinome in situ. Si la prolifération
franchit la membrane basale et envahit le stroma sous-jacent, on parle de carcinome infiltrant.
Le carcinome infiltrant peut disséminer au-dela du parenchyme mammaire au cours du
processus métastatique [2-5]. Ce processus comprend la dissémination métastatique par voie
lymphatique aux ganglions lymphatiques homolatéraux et la dissémination par voie sanguine a
des organes a distance (foie, poumon, os et systeme nerveux central le plus souvent). Ce sont les
métastases a distance qui sont responsables du décés des patientes atteintes de cancer du sein.
Cing pour cent des patientes sont métastatiques au moment du diagnostic. Parmi les patientes
présentant une maladie localisée au moment du diagnostic, environ un tiers va développer des

métastases a distance malgré le traitement adjuvant [6].

A.3  APPROCHE THERAPEUTIQUE

Le traitement du cancer du sein comprend deux axes principaux :

e Le traitement locorégional dont le premier temps est I'acte chirurgical. Cet acte chirurgical
peut étre radical (mastectomie) ou conservateur (tumorectomie) et est associé a un geste
axillaire homolatéral (procédure du ganglion sentinelle et/ou curage axillaire). Le traitement
par radiothérapie cloture le traitement locorégional selon des indications précises. La
radiothérapie est obligatoire en cas de geste chirurgical conservateur. Outre I'éradication des
cellules tumorales présentes dans le sein, le traitement locorégional a pour objectif de réduire
le risque de rechute locale ou locorégionale.

o Le traitement systémique (chimiothérapie et/ou hormonothérapie), dit « adjuvant » lorsqu'’il
est administré apres le geste chirurgical, ou « néoadjuvant » lorsqu’il est administré en
premier lieu, avant l'intervention chirurgicale. Le traitement néoadjuvant est envisageable
dans certaines situations cliniques : cancer du sein inflammatoire, cancer localement avancé,
tumeur volumineuse dans 'optique d’un geste chirurgical conservateur [7]. Le traitement
systémique adjuvant est prescrit en fonction des caractéristiques cliniques et biologiques de
la tumeur (facteurs pronostiques et prédictifs). Son objectif principal est la prévention du
risque métastatique. La décision thérapeutique s’appuie sur les recommandations et
référentiels régionaux, nationaux et internationaux émanant de groupes de travail ou de

conférences de consensus tels que Saint Gallen ou Saint Paul de Vence [8].



A.4  CLASSIFICATION MORPHOLOGIQUE

La derniére classification des tumeurs du sein par 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
identifie vingt-deux types histologiques différents (Tableau 1), soulignant la grande
hétérogénéité des cancers du sein [9]. Cette classification repose sur la description
morphologique des tumeurs. Bien qu’ils soient détaillés dans chaque chapitre de I'OMS, les
profils immunohistochimique et moléculaire des différents types histologiques ne constituent

jamais un diagnostic per se.

Le type histologique de cancer du sein le plus fréquent est le carcinome infiltrant de type non
spécifique, encore appelé carcinome canalaire infiltrant. Il représenterait jusqu’'a 80% des
diagnostics de cancer du sein [9-11]. Comme son nom l'indique, et malgré sa fréquence, son
diagnostic est un diagnostic d’exclusion qui ne doit étre retenu qu’apreés avoir dédouané tous les
sous-types spéciaux de cancers du sein. Par définition, ce type histologique renferme une grande
variété de tumeur tres hétérogénes entre elles, tant sur le plan morphologique que sur leurs

profils immunohistochimique et moléculaire.

Le second type histologique, et premier sous-type spécial en fréquence, est le carcinome
lobulaire infiltrant. Il représenterait jusqu’a 15% des diagnostics de cancer du sein [9-11]. 1] est
constitué de cellules discohésives le plus souvent de petite taille, peu atypiques, et se disposant
en file indienne. Dans une grande majorité de cas, leur profil immunohistochimique est
récepteur aux cestrogénes a (RE) positif, récepteur a la progestérone (RP) variable, Human

Epidermal growth factor Receptor-2 (HER2) non surexprimé.
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Tableau 1 : Classification des types histologiques de cancer du sein [9]

Type histologique

Carcinome infiltrant de type non spécifique
Sous-types spéciaux

Carcinome lobulaire infiltrant

Carcinome tubuleux

Carcinome cribriforme infiltrant

Carcinomes mucineux

Carcinome avec faits médullaires

Carcinome avec différenciation apocrine

Carcinome avec cellules en bague a chaton

Carcinome micropapillaire infiltrant

Carcinome métaplasique

Carcinome adénoide kystique

Sous-types rares
Carcinome avec faits neuroendocrines
Carcinome sécrétant (juvénile)
Carcinome papillaire infiltrant
Carcinome a cellules acineuses
Carcinome mucoépidermoide
Carcinome polymorphe
Carcinome oncocytique
Carcinome a cellules riches en lipides
Carcinome a cellules claires (riches en glycogéne)
Carcinome sébacé

Tumeurs de type annexes cutanées / glandes salivaires




A.5 CLASSIFICATION MOLECULAIRE

A.5.1 INTRODUCTION

La publication, en 2000, de l'article sur les portraits moléculaires des cancers du sein a
révolutionné notre approche de la pathologie mammaire [12]. En classant les tumeurs en
fonction de profils d'expression des génes, grace a la technique du cDNA array, les auteurs ont
ouvert la voie a une approche completement nouvelle de la diversité des cancers du sein. En
2002, la publication d'une signature d'expression génique prédisant les rechutes métastatiques
dans le cancer du sein, sans envahissement des ganglions axillaires, faisait trembler les
pathologistes qui prédisaient la fin de l'approche morphologique dans les cancers du
sein [13, 14]. En 10 ans, la classification moléculaire a été affinée, d'autres classification ont été
proposées, des tests génomiques ont été développés pour prédire 1'évolution métastatique des
patientes ou la réponse tumorale aux traitements. Cependant, ces nouveaux tests génomiques
peinent a trouver leur place en clinique. En 2011 et 2012, une série d'articles issus des nouvelles
techniques de séquencage massif a ouvert encore plus notre horizon de connaissances sur les
anomalies moléculaires présentes dans les cancers du sein [15-18]. Le cancer du sein considéré
autrefois comme une maladie uniforme se révele étre un ensemble de multiples entités
disparates se distinguant par des anomalies en nombre de copies d'ADN, des réarrangements
intra- et interchromosomiques, des mutations de génes, des profils de méthylation de I'ADN, des

profils transcriptomiques.

Un certain nombre d'informations apportées par ces techniques peuvent étre transposées au
matériel et aux outils que nous utilisons tous les jours, c'est a dire aux tumeurs fixées au formol
et incluses en paraffine et a 'analyse morphologique et immunohistochimique des cancers du
sein. La pathologie mammaire a ainsi pu bénéficier de I'apport de ces différentes techniques
moléculaires et, apreés une breve description de ces approches moléculaires, nous aborderons les
deux principaux grands groupes moléculaires de cancers du sein que sont les tumeurs de type

luminal et les tumeurs n'exprimant pas le RE.
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A.5.2 VUE D'ENSEMBLE DE LA CLASSIFICATION MOLECULAIRE DES CARCINOMES MAMMAIRES

Les techniques a notre disposition a 1'heure actuelle permettent d'acquérir différents types de

données :

e Les données du transcriptome : cDNA array, RNASeq ;
e Les données du génome : CGH array, SNP array, Whole Genome Sequencing, Exome
Sequencing ;

o Les données du protéome : RPPA et immunohistochimie (IHC).

Nous allons passer en revue ces différentes sources d'information puis nous nous baserons sur
la classification immunohistochimique pour décrire les classes de tumeurs rencontrées en

clinique.

a. Données du transcriptome

La classification transcriptomique des cancers mammaires repose sur l'analyse simultanée du
niveau d'expression des ARN messagers de milliers de génes dans une méme tumeur et le
regroupement des différentes tumeurs mammaires en fonction de leur profil d'expression
génique [19]. Cette classification des tumeurs repose sur des analyses bio-informatiques tres
sophistiquées. Les différentes publications des chercheurs de l'université de Stanford se basent
sur une méthode bio-informatique de classification hiérarchique non supervisée appelée
classification intrinséque car cet outil permet de regrouper les tumeurs en fonction de génes
dont le niveau d'expression varie le moins pour deux échantillons d'une méme tumeur par
rapport a deux échantillons de deux tumeurs différentes [12, 20-22]. Grace a cet outil, la

classification de Pérou et Sorlie reconnatit cinq grands groupes de tumeurs mammaires :

e Tumeurs de phénotype Luminal A,
e Tumeurs de phénotype Luminal B,
e Tumeurs de phénotype HER2 enrichi,
e Tumeurs de phénotype Basal-like,

e Tumeurs de phénotype Normal Breast-like.

Ces cinq classes peuvent étre regroupées en deux catégories de cancers du sein : les cancers du
sein exprimant le gene ESR1, codant pour le RE, appelés le phénotype Luminal comprenant les
Luminal A et B et représentant 80% des cancers du sein ; et les cancers n’exprimant pas le RE,
représentant 20% des cancers du sein et regroupant les HER2 enrichi, Basal et Normal Breast-
like. Par la suite ; les auteurs ont démontré que cette classification avait une valeur pronostique

sur leur set de tumeurs mais également sur des sets de tumeurs indépendants ; les tumeurs de
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phénotype Luminal A ayant un meilleur pronostic que les tumeurs de phénotype Luminal B,
Basal et HER2 enrichi [21, 22]. La classification intrinseque sous-entend que les différentes
catégories de tumeurs individualisées : Luminal A, Luminal B, HER2 enrichi, Basal et Normal
Breast-like dériveraient de types cellulaires normaux différents.

Telle quelle, la classification intrinséque n’est pas applicable a toutes les tumeurs mammaires en
routine car il faut avoir a sa disposition du matériel tumoral congelé et des ARN non dégradés.
Une classification intrinséque simplifiée a été élaborée, dénommée PAM50, non plus basée sur
I'expression de 1900 génes, comme précédemment, mais sur seulement 50 génes [23]. Le niveau
d’expression de ces génes peut étre analysé par une technique de RT-PCR quantitative a partir
d’ARN extraits de tumeurs fixées au formol et incluses en paraffine. En gagnant en simplicité
d’utilisation, cette technique a cependant perdu en précision de classement. Néanmoins, elle est
devenue la technique de référence pour le classement intrinséque des tumeurs du sein. Cette

technique est disponible a I'Institut Universitaire du Cancer - Oncopole de Toulouse depuis peu.

Les tumeurs de phénotype Luminal

La signature d’expression intrinséque Luminale est caractérisée par une expression élevée
d’ESR1 et des genes dont le niveau de transcription est dépendant d’ESR1 : GATA3, FOXA1, XBP1
et MYB [23]. Les tumeurs Luminales sont ensuite subdivisées en deux catégories A et B. On verra
plus loin que cette subdivision est basée principalement sur le niveau d’expression de genes liés
a la prolifération cellulaire. Il n’y a pas de frontiére nette sur le plan transcriptomique entre les
tumeurs de phénotype Luminal A et de phénotype Luminal B. Le niveau d’expression des génes
liés a la prolifération est une variable continue présentant un mode de distribution gaussien. Ce
qui fait que tout seuil appliqué pour différencier Luminal A et Luminal B est un seuil arbitraire.
On peut se demander des lors si les tumeurs Luminal A et B ne pourraient pas dériver d'un
méme type cellulaire mais présentant des altérations génétiques plus importantes dans les

Luminal B que dans les Luminal A.

Les tumeurs de phénotype HERZ enrichi

La classification intrinseque individualise la catégorie HER2 enrichi dans la classe des tumeurs
RE négatives. Mais nous savons en pratique clinique qu’approximativement 50% des tumeurs
surexprimant HER2 sont RE négatives et 50% sont RE positives. Les tumeurs RE+ et

surexprimant HER2 sont en fait retrouvées dans la catégorie des tumeurs Luminal B [24].

Les tumeurs de phénotype Basal
Elles sous-expriment le RE et les genes dépendant d’ESRI ainsi que HER2. Par contre elles
surexpriment des cytokératines (CK) de haut poids moléculaire tels que les CK5, CK14 et CK17.

Ce type de Kkératine est généralement exprimé par des cellules basales des épithéliums
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pavimenteux malpighiens tels que le revétement épidermique et les cellules myoépithéliales des
acini. Des travaux récents ont montré que les cancers de phénotype Basal ont comme cellules

originelles des cellules luminales progénitrices [25-27].

La catégorie Normal Breast-like

Cette classe de tumeur initialement décrite par Pérou et Sorlie correspond en réalité a un
artefact lié a la technique d’analyse transcriptomique. Cette classe de tumeurs est définie par un
profil d’expression des genes intrinséques tres similaire a celui observé pour le sein normal, d’ou
le terme Normal Breast-like. Pour analyser le transcriptome d’une tumeur, on doit broyer
d’abord cette tumeur pour en extraire les ARN messagers. Il s’agit d’ARN provenant de cellules
carcinomateuses infiltrantes, mais aussi de cellules de carcinome in situ, de cellules stromales et
de cellules provenant de structures normales du sein environnant. Le broyage tumoral se fait a
I'aveugle si I'on ne controle pas la proportion relative des différents compartiments cellulaires
précédemment énumérés, par exemple en analysant une section tissulaire du fragment a partir
duquel on va extraire les ARN messagers. Le plus souvent, les cellules carcinomateuses
infiltrantes sont majoritaires et le profil transcriptomique obtenu sera le reflet de ce
compartiment de cellules tumorales. Mais dans un certain nombre de cas, les cellules
carcinomateuses seront minoritaires par rapport aux cellules stromales et bénignes, et le profil

transcriptomique obtenu sera similaire a celui obtenu a partir de tissu mammaire normal.

Méthode de classification alternative

Farmer et coll. ont publié postérieurement aux travaux de Pérou et Sorlie, une autre méthode de
classification hiérarchique non supervisée n’individualisant que trois classes de tumeurs
dénommées Luminal, Basal et Apocrine Moléculaire et appelée classification de Farmer [28].
Dans cette classification, toutes les tumeurs RE positives sont de phénotype Luminal. Parmi les
tumeurs RE négatives et récepteur aux androgénes (RA) positives, nous distinguons les tumeurs
n’exprimant ni les RE ni les RA qui se rangent dans la catégorie des tumeurs de phénotype Basal
et les tumeurs RE négatives et RA positives que nous avons dénommeées Apocrine Moléculaire
car elles présentent, dans une certaine mesure, le méme phénotype que les cellules apocrines
normales. Dans cette derniére catégorie, il existe un sous-type de tumeurs surexprimant HER2 et

un sous-type ne surexprimant pas HER2 (Figure 2).
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Figure 2 : Classification moléculaire des cancers du sein

Classification moléculaire et sous-types histologiques
Toutes les études transcriptomiques ont analysé essentiellement les carcinomes canalaires
infiltrants de type non spécifique car ce sont les plus fréquents. Qu’en est-il des autres types

histologiques de cancer du sein ?

Weigelt et coll. ont montré par une méthode de classification hiérarchique non supervisée que
les différents types histologiques spécifiques des tumeurs du sein pouvaient également avoir un

profil transcriptomique distinctif [29] :

e Tumeurs de phénotype Luminal: carcinomes lobulaires infiltrants dans leur variante
classique, carcinomes tubuleux, mucineux, neuroendocrines et micropapillaires.
e Tumeurs de phénotype Basal: carcinomes médullaires, métaplasiques, adénoides
kystiques et sécrétoires.
e Tumeurs de phénotype Moléculaire Apocrine: carcinomes lobulaires infiltrants dans
leur variante pléomorphe et carcinomes apocrines.
Ainsi, une bonne analyse morphologique des tumeurs permet déja de les catégoriser sur le plan

moléculaire.

b. Classification immunohistochimique

Les classifications moléculaires sont potentiellement intéressantes si elles peuvent étre utilisées

en pratique clinique de routine. Or la manipulation des ARN a partir de fragments tissulaires
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congelés et l'interprétation des données bio-informatiques ne sont pas a la portée de tout le
monde. Cependant on peut, dans une certaine mesure, transposer ces classifications
transcriptomiques en une classification morphologique et immunohistochimique applicable sur
des fragments tissulaires fixés au formol et inclus en paraffine. La conférence de consensus de
Saint Gallen de 2013 a entériné cette idée en proposant de classer les tumeurs en fonction de
criteres  immunohistochimiques avec un traitement adapté a chaque classe
immunohistochimique (Figure 3) [8]. Cette transposition n’est cependant valable qu’a un certain
nombre de conditions résumées de la facon suivante: i) disposer d'un matériel tumoral
correctement fixé au formol et conditionné de maniére adéquate ; ii) étre en mesure de bien
classer les tumeurs sur le plan morphologique et de connaitre les différents types histologiques
de tumeurs mammaires; iii) disposer d'une technique immunohistochimique optimale,

standardisée et reproductible soumise a des contréles de qualité interne et externe.

RE + RE -
HER2 — HER2 — HER2 + HER2 + HER2 —
Ki67 faible Ki67 fort
RA + RA + RA -
Ki67 fort Ki67 faible
j’ v
Luminal A Luminal B Luminal B Moléculaire | | Moléculaire ‘ CCl basal ‘ ‘ CAK ‘
HER2 — HER2+ apocrine apocrine
HER2 + HER2 -
v
Hormonothérapie Hormonothérapie Hormonothérapie Chimiothérapie Chimiothérapie Chimiothérapie Pasde
Chimiothérapie Chimiothérapie Trastuzumab + abiratérone ? + anti-PARP ? traitement
Trastuzumab systémigue

Figure 3 : Classification immunophénotypique des cancers du sein et traitements systémiques
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c. Données du génome

Anomalies en nombre de copies d’ADN

Parallélement a I'étude du niveau d’expression des génes, des méthodes d’analyse des anomalies
en nombre de copies au niveau d’'un gene ou d'un segment chromosomique du génome ont été
développées. 1l s’agit des techniques de CGH array et de SNP array. Quand il existe une
augmentation légére du nombre de copies dans un endroit du génome on parlera de « gain » ou
de « duplication » et en cas d’augmentation importante on parlera d’ « amplification ». En cas de
diminution du nombre de copies on parlera de « délétion». Chaque fois qu’il y a une
modification en gain ou en perte, les endroits du génome ou démarrent et ou se terminent ces

modifications s’appellent « points de cassure ».
D’aprés les travaux de Chin et de Hicks, on distingue trois types de cancer du sein [30, 31] :

e Les cancers du sein « simplex » ou a profil 1q/16q. Il s’agit de tumeurs peu remaniées sur
le plan génétique, présentant un profil CGH ou SNP array relativement plat avec de
grands segments d’ADN délétés ou dupliqués. On y observe un gain ou une duplication
pratiquement constante du bras long du chromosome 1 (1q) et une perte du bras long du
chromosome 16 (16q).

e Les cancers du sein « en tempéte de feu » ou a profil amplificateur. Il s’agit de tumeurs
caractérisées par une amplification de petites régions du génome, isolées ou
concomitantes.

e Les cancers du sein « en dents de scie ». Il s’agit de tumeurs caractérisées par de tres
nombreuses altérations du nombre de copies d’ADN, de faible amplitude, réparties sur

I'ensemble du génome, traduisant une instabilité chromosomique.

Données intégrées des anomalies en nombre de copies d’ADN et du transcriptome

Grace a lintégration des données du génome et du transcriptome, Curtis et coll. ont pu
individualiser 10 classes moléculaires différentes de cancers du sein ayant des pronostics
différents [32]. Parmi ces 10 classes moléculaires, deux sont de tres bon pronostic. La premiére
concerne essentiellement des tumeurs de phénotype Luminal A caractérisées par un profil CGH
plat de type simplex, 1q/16q (carcinomes infiltrants de type non spécifique de grade I,
carcinomes tubuleux). La deuxiéme concerne des carcinomes infiltrants de n'importe quel sous-
type moléculaire mais avec un infiltrat inflammatoire important, donnant une signature
transcriptomique de type immune et un profil CGH plat. Parmi les autres classes moléculaires,
six sont de pronostic intermédiaire et deux de mauvais pronostic. Parmi les deux derniéres

classes on retrouve la classe des tumeurs HER2 amplifié et surexprimé qu’elles soient
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Luminal B HER2+ ou HER2 enrichi, et une classe de tumeurs Luminal A ou B caractérisées par
une amplification de deux régions situées en 11q. Parmi les génes candidats dans ces régions

amplifiées on retrouve CCND1 codant pour la cycline D1 et EMSY, un inhibiteur de BRCAZ2.

Mutations ponctuelles

En 2012, le consortium nord-américain TCGA a analysé 510 tumeurs du sein par une technique
de séquencage nouvelle génération et a identifié 35 génes significativement mutés dans les
cancers du sein [33].

Le profil mutationnel des tumeurs du sein varie selon le sous-type moléculaire. Les mutations
sont plus variées et diverses dans les cancers du sein de phénotype Luminal que dans les cancers
de phénotype HER2 enrichi ou Basal. Cependant, le taux de mutations par mégabase est plus
faible dans les tumeurs Luminal A (0,84) que dans les tumeurs Luminal B (1,38), HER2
enrichi (2,05) et Basal (1,68). Les deux genes les plus fréquemment mutés dans le cancer du sein
sont TP53 (37%) et PIK3CA (36%). Les proportions de ces mutations varient selon le sous-type
moléculaire. Par exemple TP53 est muté dans 12% des Luminal A, 29% des Luminal B, 72% des
HER2 enrichi et 80% des Basal [33]. L’étude de Ciriello et coll. a récemment comparé le profil
mutationnel de 127 carcinomes lobulaires infiltrants a celui de 201 carcinomes infiltrants de
type non spécifique de phénotype Luminal A [34]. Les caracteres distinctifs entre ces deux types
histologiques incluaient une tres grande fréquence de mutation du géne CDHI dans les
carcinomes lobulaires infiltrants par rapport aux carcinomes infiltrants de type non spécifique.
Quatre-vingt-quinze pour cent des carcinomes lobulaires infiltrants sont caractérisés par une
altération de I'E-cadhérine associant une mutation tronquante au niveau du géne CDHI a une
délétion hétérozygote en 16q. FOXA1 est plus souvent muté dans les carcinomes lobulaires
infiltrants (8% vs 2%) alors que GATA3 est plus souvent muté dans les carcinomes infiltrants de
type non spécifique (5% vs 20%). Par ailleurs, les altérations inactivantes de PTEN sont plus
fréquentes dans les carcinomes lobulaires infiltrants (14%) que dans les carcinomes infiltrants
de type non spécifique de phénotype Luminal A (3%). On note également une activation tres
fréquente d’AKT dans les carcinomes lobulaires infiltrants passant soit par une mutation de

PIK3CA (48%) ou une inactivation de PTEN (14%).
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A.6  FACTEURS PRONOSTIQUES ET PREDICTIFS DANS LES CANCERS DU SEIN

Il existe de nombreux facteurs pronostiques et prédictifs dans le cancer du sein, souvent
redondants entre eux, et a des stades plus ou moins avancés de validation clinique. Ces facteurs
peuvent étre cliniques, morphologiques, biologiques ou moléculaires. L’évaluation des facteurs
pronostiques a pour but d’approcher au plus preés les caractéristiques tumorales intrinséques en
termes de croissance tumorale, de capacité d’invasion et de potentiel métastatique. Le role des
facteurs prédictifs est de prédire la capacité de réponse d’'une tumeur a un traitement donné.

Certains facteurs sont a la fois pronostiques et prédictifs.

La conférence de consensus du Collége des Pathologistes Américains a publié une classification
des marqueurs pronostiques dans le cancer du sein composée de trois catégories [35]. La
catégorie 1 regroupe les facteurs pronostiques importants utilisés pour les décisions
thérapeutiques. La catégorie 2 regroupe les facteurs pronostiques étudiés sur le plan clinique et
biologique, mais nécessitant une validation dans des cohortes cliniques statistiquement
pertinentes. La catégorie 3 regroupe tous les autres facteurs pronostiques potentiellement utiles
mais non suffisamment étudiés. De facon consensuelle, les 3 facteurs pronostiques les plus
importants a 'heure actuelle restent I'envahissement ganglionnaire, la taille tumorale et le grade
histologique [6]. Par ailleurs, pour la population sans envahissement ganglionnaire, la
conférence de consensus internationale de St-Gallen définit un sous-groupe de patientes a trés
faible risque (i.e. avec un risque de rechute <10% a 10 ans) lorsque tous les critéres suivants
sont remplis: (1) tumeur de moins de 2cm, (2) grade I histologique, (3) absence d’embole
vasculaire carcinomateux péri-tumoral, (4) statut HER2 négatif, (4) age > 35 ans [36]. Nous
allons détailler succinctement quelques facteurs pronostiques cliniques, puis les facteurs
pronostiques histologiques des deux premieres catégories selon la conférence de consensus du

College des Pathologistes Américains (Tableau 2).

Tableau 2 : Catégories 1 et 2 des facteurs pronostiques dans le cancer du sein selon la conférence de

consensus du Collége des Pathologistes Américains (adapté de [35])

Catégorie 1 Catégorie 2
e Stade TNM (Tumor Node Metastasis) e Emboles vasculaires carcinomateux péri-
e Statut ganglionnaire axillaire tumoraux
e Taille histologique de la tumeur e Statut de 'oncogéne HER2
e Grade histopronostique e Marqueurs de prolifération
e Type histologique o Ki67
e Compte mitotique e Statut p53

e Statut des récepteurs hormonaux
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A.6.1 L’AGE

L’age jeune est un facteur pronostique péjoratif tant en termes de récidive locale qu’en termes
de récidive métastatique. Ainsi, apres traitement chirurgical conservateur d'un cancer du sein,
les femmes dgées de moins de 35 ans ont 4 fois plus de risque de récidive locale que les femmes
de plus de 55 ans [36, 37]. De méme, le risque de déceés lié au cancer est maximal chez les
femmes de moins de 30 ans [38]. 1l faut par ailleurs souligner que le cancer du sein chez la
femme jeune est souvent lié a un contexte de prédisposition génétique héréditaire (mutation des
génes de prédisposition BRCA1 ou BRCAZ2). Ces patientes font l'objet d'une enquéte
oncogénétique. Les formes héréditaires liées a une mutation BRCA1 sont le plus souvent des

formes agressives n’exprimant ni le RE, ni le RP, ni HER2.

A.6.2 LESTADE TNM

Le stade TNM (Tableau 3) est défini par trois critéres: la taille tumorale (T = Tumeur),
I'envahissement ganglionnaire lymphatique (N = Nceuds lymphatiques) et la présence de
métastases a distance (M = Métastases). Ce systéme de stadification international, qui est
régulierement révisé en fonction des connaissances et de 1'évolution des techniques de prise en

charge, comporte 2 volets :

*= un systeme de stadification purement clinique (TNM), basé sur la détermination clinique de
la taille tumorale, de I'envahissement ganglionnaire et des métastases a distance (recherche
de métastases a distance par le bilan radiologique d’extension). Ce stade clinique est le

premier a étre établi, et permet au clinicien de choisir la stratégie thérapeutique initiale.

» un systéme de stadification pathologique (pTNM, derniére mise a jour UICC 2009), effectué
au décours de la chirurgie et basé sur une appréciation histologique de la taille et de
I'envahissement ganglionnaire. Le stade histopathologique permet d’orienter le traitement

adjuvant et fournit des informations pronostiques.

Le caractere pronostique du stade TNM est désormais clairement établi [35, 38-40]. Ainsi, la
survie a 5 ans de patientes présentant un stade M1 (avec métastases a distance) est inférieure a

30% [38, 39].
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Tableau 3 : Classification (p) TNM des tumeurs du sein (UICC 2009)

pT
pTx Détermination de taille de la tumeur primitive impossible
pTO Pas de signe de tumeur primitive
pTis Carcinome in situ
pTis (CCIS) Carcinome canalaire in situ
pTis (CLIS) Carcinome lobulaire in situ
pTis (Paget) Maladie de Paget du mamelon sans tumeur décelable
pT1 Tumeur < 2cm dans sa plus grande dimension
pT1mic Micro-invasion < 0.1cm
pTla 0.1cm < Tumeur < 0.5cm
pT1b 0.5cm < Tumeur < 1cm
pTlc 1cm < Tumeur < 2cm
pT2 2cm < Tumeur < 5cm
pT3 Tumeur > 5cm
T4 Tumeur de toute taille avec extension a la paroi thoracique et/ou a la peau
T4a Extension a la paroi thoracique
T4b Extension a la peau
T4c Extension a la paroi thoracique et a la peau
T4d Cancer du sein inflammatoire (entité clinique spécifique)
pN

pNx Atteinte ganglionnaire impossible a préciser

pNO Absence d’envahissement ganglionnaire
pNO (i+) Présence de cellules tumorales isolées de taille < 0.2mm
pNO (mol+) Absence de signe histologique d’envahissement mais test

moléculaire (RT-PCR) positif
pN1mi Micro-métastase(s) de taille > 0.2mm et < 2mm
pN1 Envahissement ganglionnaire modéré

pN1la 1 a 3 ganglions axillaires envahis
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pN1b Ganglions sentinelles mammaires internes envahis
(diagnostic histologique)

pNlc Critéres associés pNla et pN1b
pN2 Envahissement ganglionnaire important
pN2a 4 a 9 ganglions axillaires métastatiques
pN2b Métastases ganglionnaires mammaires internes cliniques

sans envahissement axillaire
pN3 Envahissement ganglionnaire massif

pN3a > 10 ganglions axillaires envahis ou métastase ganglionnaire
sous claviculaire

pN3b Métastases mammaires internes et axillaires
pN3c Métastase ganglionnaire sus-claviculaire
M
MO Absence de métastase a distance
M1 Métastase(s) a distance

p: caractéristique déterminée exclusivement par le pathologiste ; T : Tumeur ; N: Nceuds lymphatiques ;

M : Métastases.

A.6.3 L’ENVAHISSEMENT GANGLIONNAIRE AXILLAIRE

L’envahissement ganglionnaire axillaire peut étre évalué soit sur piéce de curage axillaire, soit
par la technique du ganglion sentinelle (premier relais ganglionnaire lymphatique de drainage
de la tumeur). Il s’agit a 'heure actuelle du facteur pronostique le plus important dans la
prédiction de la rechute métastatique et de la survie liée au cancer du sein [35, 38].
L’envahissement des ganglions axillaires est associé a un pronostique défavorable : la survie
globale a 5 ans passe de plus de 85% pour les patientes sans métastase ganglionnaire
(patientes « N -») a 75% pour les patientes avec envahissement ganglionnaire (patientes « N +»)
dans les cohortes SEER et EUROCARE [38]. Le nombre de ganglions atteints est corrélé au risque
de rechute métastatique a distance. Les séries anciennes rapportent des taux de rechute de 25%
pour les patientes N-, de 65% pour les patientes N+ avec 1 a 3 ganglions atteints, et de 86% pour

les patientes N+ avec plus de 4 ganglions envahis [41].
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A.6.4 LA TAILLE TUMORALE

La taille tumorale mesurée par le pathologiste lors de I'examen macroscopique et microscopique
de la piece opératoire est corrélée a 'envahissement des ganglions axillaires : 20% des tumeurs
de moins de 1 cm sont associées a la présence de métastases ganglionnaires contre 70% pour les
tumeurs de plus de 5 cm. La survie globale a 5 ans passe de 91% pour les tumeurs de moins de
2 cm, a 63% pour les tumeurs de plus de 5 cm [41]. De facon plus spécifique, une étude sur plus
de 2800 patientes présentant une tumeur de moins de 2 cm montre que les patientes ayant une

tumeur < 5 mm ont une survie sans métastase a distance de 100% a 9 ans [42].

A.6.5 LE GRADE HISTOLOGIQUE

Le grade histologique (Tableau 4) est déterminé sur les caractéristiques morphologiques de la
tumeur. Si plusieurs systemes existent, le grade histologique de Scarff Bloom et Richardson
modifié par Elston et Ellis (grade de Nottingham) est le plus largement utilisé a I'heure actuelle
[43]. 11 constitue un facteur pronostique important et indépendant pour la rechute métastatique
et la survie liée au cancer, tant dans le groupe des patientes N- que N+. Dans la série de
2 219 patientes publiée par I'équipe de Elston et Ellis en 2008, la survie liée au cancer a 10 ans
était de plus de 90% pour les tumeurs de grade I, autour de 90% pour les tumeurs de grade II et
de 70% pour les tumeurs de grade IIl [6]. Le grade histologique apporte une information
pronostique supplémentaire : a titre d’exemple, dans cette méme série, les patientes N+ avec une
tumeur de grade Il ont un meilleur pronostic que les patientes N- avec une tumeur de

grade III [6].

Il est important de souligner que le point le plus important dans le grade histologique est la
détermination de I'activité mitotique, reflétant la prolifération tumorale. Ce point, a lui seul, est
aussi corrélé a la survie sans rechute ou a la survie globale, mais les seuils utilisés pour séparer
les patientes a haut et bas risque de rechute restent largement critiqués compte tenu d’un
manque de standardisation. Néanmoins, il est désormais clairement établi que la prolifération
tumorale occupe une place primordiale dans la détermination du pronostic évolutif des

patientes atteintes de cancer du sein.
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Enfin, 'équipe de Nottingham a proposé d’inclure le grade histologique dans une combinaison
des 3 facteurs pronostiques les plus importants (statut ganglionnaire, taille tumorale et grade
histologique), permettant la prise de décision thérapeutique : il s’agit de I'Index Pronostique de

Nottingham (NPI)/44]. Il se calcule selon la formule suivante :
NPI=0.2 T (cm) + grade (I a III) + score ganglionnaire (1 a 3)

Cet index pronostique a été validé sur plusieurs séries indépendantes et est utilisé en pratique

courante au Royaume Uni [6].
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Tableau 4 : Grade histopronostique de Scarff Bloom Richardson modifié par Elston et Ellis (grade de

Nottingham) [43]

Différenciation architecturale

Proportion de formation de structures tubulo-glandulaires

dans la tumeur

Score 1 Bien différencié (> 75% de la tumeur)
Score 2 Moyennement différencié (10 a 75%)
Score 3 Peu différencié (< 10% de la tumeur)

Pléomorphisme nucléaire

Atypies nucléaires

Score 1 Noyaux réguliers entre eux de taille < a 2 fois

la taille de noyaux de cellules normales

Score 2 Criteres intermédiaires

Score 3 Noyaux irréguliers avec anisocaryose ou de

taille > a 3 fois celle de noyaux normausx,

avec nucléoles proéminents

Mitoses

Compte mitotique sur 10 champs au fort grossissement

rapporté au diamétre du champ (ici : 0,57 mm de diamétre)

Score 1 0 3 9 mitoses
Score 2 10 a 18 mitoses
Score 3 > 18 mitoses

Grade histopronostique

Score total obtenu en additionnant les 3 items

I
I1
I11

3a5 Pronostic favorable
6et7 Pronostic intermédiaire
8et9 Pronostic défavorable
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A.6.6 INDEX DE PROLIFERATION

La prolifération tumorale joue un role central dans la caractérisation des cancers du sein et
I'évaluation de leur pronostic. En pratique courante, la prolifération cellulaire est évaluée par

deux approches :

e Le compte mitotique sur 10 champs de surface tumorale a fort grossissement, rapporté en
nombre de mitoses/mm?, qui fait partie du grade histologique. Le compte doit étre
effectué au niveau des zones les plus mitotiques. La technique du compte mitotique est
standardisée selon les recommandations de Elston et Ellis [43] et la reproductibilité du

compte mitotique est bonne.

e L'immunomarquage des cellules en cycle avec I'anticorps anti-Ki67 est tres largement
utilisé actuellement. Ki67 est une protéine nucléaire et nucléolaire codée par le gene
MKI67 sur le chromosome 10q25. Elle est impliquée dans les phases précoces de la
synthese des ARN ribosomaux dépendante de la polymérase I et est exprimée dans les
phases G1, S, G2 et M du cycle cellulaire [45]. Son expression est détectée en IHC, le plus
souvent avec le clone MIB1. L'interprétation des immunomarquages Ki67 en pourcentage
de cellules tumorales marquées fait I'objet de multiples travaux, notamment dans le but de
standardiser les techniques et méthodes de lecture [46, 47]. Les recommandations les plus
récentes issues d'un groupe de travail international sur le Ki67 établissent clairement que
la mesure du Ki67 par IHC est actuellement la méthode de choix pour évaluer la
prolifération tumorale en pratique courante [46]. L'index Ki67 est corrélé au type
histologique, au compte mitotique [48] et au grade histologique [49]. Le seuil de positivité
au-dela duquel on considere une tumeur comme hautement proliférante est de 20% en
France [24, 46-52]. L'index de prolifération évalué par 'immunomarquage anti-Ki67 est un
facteur pronostique indépendant de niveau de preuve Ib selon les résultats de vastes

méta-analyses incluant plus de 10 000 patientes [47, 53, 54].

A.6.7 LE TYPE HISTOLOGIQUE

Certains types histologiques, comme les carcinomes infiltrants de type tubuleux, mucineux,
adénoide Kkystique ou cribriforme, sont classiquement décrits comme associés a un bon
pronostic. Les carcinomes lobulaires infiltrants ont globalement le méme pronostic que les

carcinomes canalaires infiltrants [11].
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A.6.8 LES EMBOLES VASCULAIRES CARCINOMATEUX PERI-TUMORAUX

Il s’agit de l'intravasation de cellules carcinomateuses dans les structures vasculaires (le plus
souvent lymphatiques, mais aussi sanguines) situées autour de la tumeur. Ces images sont
systématiquement recherchées a I'examen microscopique, car leur présence est un facteur de
mauvais pronostic indépendant, tant dans la population de patientes N- (prédiction de la rechute

métastatique et de la survie) que de patientes N+ (prédiction de la rechute locale) [55].

A.6.9 LES RECEPTEURS HORMONAUX

L’expression par la tumeur des récepteurs hormonaux (RH), ie. du RE et du RP, est
systématiquement recherchée par technique immunohistochimique devant tout diagnostic de
cancer infiltrant du sein. Parmi 'ensemble des cancers du sein, 75 a 80% expriment les RE et
60 a 70% expriment les RP, 20% environ des tumeurs étant négatives pour les deux
récepteurs [8, 56]. Cette recherche systématique repose cependant plus sur l'utilisation de ce
marqueur en tant que facteur prédictif de réponse a I'hormonothérapie qu’en tant que facteur
pronostique. En effet, la valeur pronostique du statut des RH, méme si elle est reconnue de facon
consensuelle, est de moindre importance en comparaison a sa valeur prédictive. Néanmoins, il
est clairement établi que la co-expression de ces deux RH (RE et RP) est un facteur de bon
pronostic, et ce d’autant plus que le niveau d’expression est élevé [56, 57]. A I'opposé, une
absence totale d’expression de ces deux récepteurs est corrélée a un pronostic défavorable [58].
Par ailleurs, une expression dissociée des récepteurs (profil phénotypique tumoral RE+ RP-) est
également de moins bon pronostic, comme le montre une étude sur plus de 13 000 patientes
publiée en 2005: les tumeurs RE+/RP- sont plus proliférantes, plus souvent aneuploides,
expriment trois fois plus I'EGFR et surexpriment plus souvent HER2 que les tumeurs
RE+/RP+ [57]. Les récentes classifications moléculaires des cancers du sein et les outils

moléculaires pronostiques viennent fortement appuyer ces données.

La détermination du statut des RH s’effectue par technique immunohistochimique sur coupes
histologiques de tumeurs fixées et incluses en paraffine. Cette technique largement répandue,
automatisée et désormais mieux standardisée, permet de visualiser 'expression de I'antigéne au
niveau des cellules tumorales et de préciser sa localisation (nucléaire). Le résultat est apprécié
par le pathologiste de fagon semi-quantitative, par évaluation du pourcentage de cellules
marquées et de I'intensité du marquage (faible, modérée, forte). Le seuil de positivité retenu en
Europe est de 10% de cellules tumorales marquées (quelle que soit I'intensité du marquage),
tout carcinome infiltrant présentant au moins 10% de cellules marquées étant considéré comme
positif et pouvant de ce fait justifier d'une hormonothérapie adjuvante. Dans certains pays

comme les Etats-Unis, le seuil fixé est plus bas, utilisant un systeme de scoring différent
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combinant le pourcentage de cellules positives et lintensité du marquage (score
d’Allred) [59, 60]. Malgré cette persistante controverse sur le seuil de positivité retenu,
I'ensemble des équipes s’accorde désormais sur l'importance d'une démarche qualité
extrémement rigoureuse pour la détermination immunohistochimique du statut des RH,
strictement appliquée par une grande majorité des laboratoires selon les recommandations

nationales et internationales [59].

Sur le plan prédictif, les RH sont corrélés, en premier lieu, a la réponse a 'hormonothérapie :
environ 60% des tumeurs exprimant le RE répondent initialement aux traitements hormonaux
et en particulier au tamoxiféne [61], contre moins de 10% de réponse en I'absence d’expression

des RH.

Par ailleurs, des analyses plus fines ont montré que le niveau d’expression des RH (RE et RP)
constitue également un facteur prédictif de réponse au tamoxiféne : chez 398 patientes recevant
du tamoxiféne en premiére ligne métastatique, il a été observé 62% de réponse objective chez
les patientes dont la tumeur exprime les RE a des taux tres élevés contre 42% de réponse chez
celles dont le niveau d’expression des RE est faible [62]. Dans la méme étude, il apparait que le
taux de réponse est également corrélé au niveau d’expression des RP, témoin de la fonctionnalité
des RE : les taux de réponse observés sont de 61%, 53% et 43% lorsque les tumeurs expriment
le RP respectivement a des taux fort, modéré ou faible. Par ailleurs, les tumeurs RE+ / RP-
présentent une moindre sensibilité au traitement par tamoxiféne que les tumeurs RE+ / RP+: le
pourcentage de réponse objective en situation métastatique est de 27% pour les tumeurs

RE+ / RP- versus 77% pour les tumeurs RE+ / RP+ [57, 63].

A.6.10 L’ONCOGENE HERZ2

Un chapitre particulier sera dédié a I'oncogene HERZ et a la protéine HER2. Cependant, notons
ici que 1'évaluation du statut HER2 dans les cancers du sein avait, historiquement, un intérét
uniquement pronostique. Les tumeurs surexprimant HERZ2 étaient associées a un pronostic
défavorable de par leurs rechutes précoces et leur évolution métastatique rapide [42, 64, 65].
Ainsi, dans I'étude du registre finlandais, la survie sans récidive métastatique a 9 ans passe de
89% en I'absence de surexpression a 73% en présence d'une surexpression de HER2 pour les
tumeurs pT1INOMO (p=0.0003) [42]. De méme, dans une étude de 2 026 patientes N-, Chia et al
montrent que la survie sans rechute est significativement supérieure pour les patientes
présentant une tumeur HER2- par rapport aux patientes avec une tumeur HER2+ (survie sans
rechute de 75.5% vs 65.9% respectivement, p=0,01 ; survie sans métastase de 81.8% vs 71.2%

respectivement, p=0.004) [64]. Néanmoins, a l'heure actuelle et depuis les années 2000,

I'évaluation du statut HER2 est surtout pratiquée pour sa valeur prédictive tres importante. En
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effet, sur le plan prédictif, la détermination du statut HER2 dans le cancer du sein est devenue un
enjeu primordial depuis I'avénement du trastuzumab (Herceptin ®), anticorps de souris
humanisé ciblant spécifiquement les cellules surexprimant HER2. Initialement réservée au stade
métastatique, cette thérapie ciblée anti-HER2 est désormais prescrite aux patientes présentant
un cancer du sein HER2+ en phase adjuvante, en association a la chimiothérapie, suite aux
résultats spectaculaires de 3 grands essais cliniques (HERA, NSABP B31, Intergroup N9831)

avec 50% d’amélioration de la survie sans récidive [66, 67].

A.6.11 LE SOUS-TYPE MOLECULAIRE

Les tumeurs de phénotype Luminal A sont des tumeurs de meilleur pronostic que toutes les
autres catégories moléculaires de cancer du sein et en particulier des tumeurs de phénotype
Luminal B [12, 20-22, 24]. On sait que l'association entre le statut RE et la mortalité dans le
cancer du sein est liée au temps avec des hazard ratios entre les tumeurs RE+ et les tumeurs RE-
inférieurs a 1 dans les premiéres années apreés le diagnostic de cancer du sein et devenant
supérieurs a 1 aprés 7 a 10 ans [68, 69]. La mortalité des patientes présentant un cancer du sein
RE+ est relativement constante dans le temps alors qu’elle est initialement élevée dans les six
premieres années et diminue de maniére importante apres pour les tumeurs RE-, en particulier
les triples négatives. Dans leur méta-analyse publiée en 2008 compilant les profils
transcriptomiques de neuf jeux de données et regroupant plus de 2 100 patientes, Desmedt et
coll. ont montré que les processus biologiques impliqués dans I'évolution clinique des cancers du
sein étaient différents selon le sous-type moléculaire [70]. Dans les cancers de phénotype
Luminal, c’est I'activation des genes liés a la prolifération cellulaire qui explique les différences
pronostiques observées. L’application pratique de ce concept en pathologie mammaire de
routine est la détermination systématique du grade histologique, du compte mitotique et de

I'index de prolifération Ki67 pour tout carcinome infiltrant du sein.
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B. HERZ2

B.1 BIOLOGIE DE HER2

En 1985, plusieurs équipes ont isolé indépendamment le méme oncogene. Elles 'ont appelé
simultanément HERZ (pour Human Epidermal growth factor Receptor 2) et c-erbB2 a cause de
ses similitudes avec le gene du récepteur de I'Epidermal Growth Factor (R-EGF) et avec
I'oncogéne v-erbB du virus de l'érythroblastose aviaire [71-73]. HERZ est aussi ’homologue
humain du gene NEU, isolé de cellules de neuroglioblastomes induits chez le rat par I'éthyl-
nitroso-urée. La dénomination internationale officielle du gene HERZ est ERBBZ2. Le géne HERZ
est situé au niveau du bras long du chromosome 17 (17q11.2-q12). Il est composé de 30 528
paires de bases et comporte 27 exons de 4 477 paires de bases au total. Il est naturellement

présent en deux exemplaires par noyau.

Le produit de l'oncogene HERZ est une glycoprotéine transmembranaire de la famille des
récepteurs de type I des facteurs de croissance. Elle est composée de 1 255 acides aminés et pése
185 kDa. Elle comprend trois domaines distincts. Le domaine extracellulaire se compose lui-
méme de quatre régions. Les deux zones riches en résidus cystéine (sous-domaines II et IV)
contribuent a 'agencement spatial de la protéine. Les sous-domaines I et Il correspondent aux
sites de fixation du ligand. C’'est aussi au niveau du domaine extracellulaire que se situent les
sites de glycosylation de la protéine. Le domaine transmembranaire, tres hydrophobe, permet
I'ancrage du récepteur dans la membrane plasmique. Le domaine intracellulaire comprend le
domaine a activité tyrosine kinase ou se trouvent le site de fixation de I'ATP indispensable a
I'activité catalytique, et un domaine C terminal ot sont groupés des sites d’autophosphorylation

(résidus tyrosine) participant a la signalisation intracellulaire (Figure 4).
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Figure 4 : Structure primaire et tertiaire de la protéine HER2

La famille des récepteurs de type 1 des facteurs de croissance comporte quatre membres :
HER1/EGFR, HER2, HER3 et HER4 [74, 75]. Pour trois d'entre eux, les ligands sont connus. Il
s'agit du TGFa, de I'EGF, de I'heparin binding EGF-like growth factor, des neurégulines (1-4), de
I'amphiréguline, de 1'épiréguline et de la bétacelluline. Seul HER2 n’a pas de ligand identifié a ce
jour. Quand un de ces ligands se fixe sur son récepteur, il provoque sa dimérisation, la
stimulation de son activité kinase et l'autophosphorylation de résidus tyrosine. Pour un
récepteur donné, chacun de ses ligands est associé a un profil de phosphorylation particulier ; le
récepteur peut de cette maniere faire la discrimination entre ses ligands. Les phosphotyrosines
servent de sites de reconnaissance pour des protéines intracellulaires a I'origine de l'activation
des voies de signalisation. Ces sites sont propres a chaque récepteur et un site donné interagit
spécifiquement avec une protéine de signalisation intracellulaire [76]. Les deux grandes voies de
signalisation associées aux récepteurs de la famille HER sont les voies Ras/Raf/MAPK et

PI3K/Akt/mTOR qui régulent la prolifération et la survie cellulaire, respectivement.

Les dimeéres induits par la fixation d'un ligand sont constitués de deux récepteurs identiques
(homodimeéres) ou différents (hétérodimeéres). Deux des dix combinaisons possibles présentent
une particularité. Les homodimeres de HER3 ne sont pas fonctionnels puisque leur kinase est
déficiente. Les homodimeres de HER2 ne sont induits par aucun ligand. L'absence de ligand
spécifique de HER2 n'est pourtant pas un obstacle a son activation : elle est provoquée par les
ligands de HER1/EGFR, HER3 et HER4, via la formation d'hétérodimeéres. En fait, HER2 est un
corécepteur commun a tous ces ligands qui possédent un site de basse affinité pour HER2 en
plus du site de haute affinité pour leur(s) récepteur(s) spécifique(s). HER2 présente la

particularité d'une conformation propice a la dimérisation en 1'absence de ligand, ce qui en fait le
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partenaire préféré des autres récepteurs HER. Méme si HER3 est son partenaire privilégié,
HER1/EGFR et HER4 forment également des hétérodimeéres préférentiellement avec HER2 et
cette propriété est accrue par la surexpression de HER2 [77]. Les signaux extracellulaires
transmis par le biais de ces hétérodimeres sont beaucoup plus puissants essentiellement pour
deux raisons [78]. HER2 diminue la vitesse de dissociation du ligand, ce qui prolonge la durée du
signal. De plus, la présence de HER2 au sein d'un hétérodimere ralentit son internalisation et
favorise son recyclage a la surface de la cellule au lieu de sa dégradation. Dans les cellules ou il

est exprimé a un niveau faible, les hétérodimeres contenant HER2 sont peu nombreux. Les

signaux qu'ils transmettent sont faibles, controlables, et la croissance cellulaire est normale.

Apres cette introduction biologique, nous allons aborder la physiopathologie en décrivant
notamment les phénomeénes aboutissant a la surexpression protéique de HER2, notamment via

I'amplification du gene HERZ.

B.2  AMPLIFICATION DU GENE HERZ

Dans certains cancers, il existe une activation anormale de I'oncogene HERZ sous-tendue par
différents mécanismes : mutation activatrice ou amplification du gene HERZ2, qui se traduit ou

non par une surexpression protéique détectable par IHC.

Les mutations activatrices concernent environ 20% de I'ensemble des altérations de HERZ mises
en évidence au sein des tumeurs chez 1'homme [79, 80]. Deux grands types de mutations
activatrices de HERZ ont été mis en évidence en cancérologie humaine, concernant soit le
domaine extracellulaire du récepteur, soit le domaine tyrosine kinase. Ces mutations sont
mutuellement exclusives. Leur caractere oncogénique a été prouvé in vitro et in vivo. Les
mutations du domaine extracellulaire affectent le sous-domaine II du récepteur, modifie sa
conformation et permet la formation de dimeres HER2 constitutivement actifs [81]. On
rencontre ce type de mutation dans 1 a 2% des cancers du sein et des cancers bronchiques et
dans 40% des carcinomes urothéliaux micropapillaires. Les mutations du domaine tyrosine
kinase affectent préférentiellement les exons 19 et 20 du gene HERZ. Elles se traduisent par un
changement de conformation de la région de la liaison a 'ATP du domaine tyrosine kinase et par
une augmentation de son activité. On rencontre ce type de mutation dans 2 a 4 % des cancers du
sein et des cancers bronchiques ainsi que dans certains cancers urothéliaux, ovariens et
gastriques et dans certains glioblastomes et cholangiocarcinomes [82]. Parmi les cancers du sein,
ce sont les carcinomes lobulaires infiltrants qui sont le plus souvent concernés par des
mutations activatrices de HER2 [34, 79, 83, 84]. Dans une majorité des cas, il n'y a pas de

surexpression protéique associée aux mutations activatrices de HERZ2. Cependant, dans certains
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cas, elles sont associées a des amplifications du géne HERZ aboutissant a une surexpression
protéique de la protéine HER2 [79]. D'autres mutations de HERZ ont été mises en évidence, en
particulier au niveau du domaine transmembranaire et de la queue cytoplasmique du récepteur,
mais la récurrence de ces mutations en pratique clinique n'a jamais été montrée, et leur

caractére oncogénique est incertain.

L'amplification du gene HERZ est le mécanisme majoritaire des altérations de HER2 dans les
tumeurs humaines. Cette amplification concerne le géne HERZ et les génes qui 'entourent sur le
bras long du chromosome 17, tels que STARD3, GRB7, PNMT ou PERLD1 [85, 86]. Si
I'amplification d'HERZ est décrite dans de nombreux types de cancers, elle n'est recherchée en
pratique clinique que dans les cancers du sein et dans les cancers gastriques. L'amplification est
une multiplication localisée, spécifique, du nombre de copies d'un géne ou d'un petit nombre de
genes adjacents (on parle dans ce cas d'amplicon), indépendamment des régions
chromosomiques voisines. Ces amplifications forment, en régle, des amas de copies du géne dans
les noyaux interphasiques. L'amplification génique dans les cancers est probablement initiée au
niveau de cassures double-brin et ne se produirait que dans des cellules ayant déja acquis la
capacité de progresser dans le cycle cellulaire malgré les dommages a I'ADN. Les mécanismes de
I'amplification génique restent largement méconnus. On en décrit trois modes : les doubles
minutes correspondant a des copies de génes extra-chromosomiques ; les répétitions en tandem
au sein d'un chromosome formant des amas homogeénes cytologiquement visibles appelés HSR
(Homogeneously Staining Region) ; et des copies du gene dispersées au sein du génome [87].
Dans le cancer du sein, les répétitions en tandem représenterait environ 70% des phénomenes
d'amplification du géne HERZ, les 30% restant correspondant a des chromosomes double

minutes [88].

L'amplification d'HERZ s'accompagne d'une surexpression de niveau élevé, c'est-a-dire d'une
augmentation du nombre de récepteurs a la surface des cellules tumorales. Celle-ci peut étre
mise en évidence par IHC. Dans les cellules cancéreuses qui surexpriment HER2, les ligands des
récepteurs de type I induisent préférentiellement la formation des hétérodimeres contenant
HER2 dont découlent des signaux mitotiques trés puissants [89]. La stimulation de l'activité
mitotique résulterait d'une activation de la transcription des cyclines D et d'une augmentation
de leur stabilité; mais aussi dans le cas des diméres HER2-HER3, d'une activité accrue du
complexe cycline E/cdk2, principal régulateur de la transition entre les phases G1 et S du cycle
cellulaire [76, 89]. Les cellules qui surexpriment HER2 ont une croissance tumorale accélérée et

une fréquence plus élevée de récidive et d’évolution vers des métastases.

34



En conclusion, I'amplification génique est le mécanisme a l'origine de la surexpression de la
protéine dans les cancers. Une tumeur de statut HER2 positif peut donc étre définie par le fait
soit qu'elle exprime a un niveau élevé la protéine HER2, soit qu'elle présente une amplification

du géne.

B.3  LES CANCERS DU SEIN AVEC AMPLIFICATION DE HERZ

Les tumeurs HERZ amplifiées représentent 10 a 15% de l'ensemble des cancers du sein,
caractérisées par une surexpression de HER2 due a I'amplification du gene HERZ. L'existence
d'une amplification récurrente de I'oncogene HERZ dans les cancers du sein a été découverte par
D.J. Slamon en 1987 [90]. La survenue de l'amplification de HERZ était alors associée a une

évolution défavorable de la maladie.

B.3.1 TAUX DE SUREXPRESSION DE HERZ DANS LES CARCINOMES MAMMAIRES

Dans le tissu mammaire normal ou hyperplasique (y compris dans les hyperplasies atypiques),
I'expression de HER2 est basale (non détectable en [HC). Dans les 1ésions de carcinome in situ, la
surexpression de HER2 est retrouvée dans 3% des 1ésions de bas grade, 20% des lésions de
grade intermédiaire et 70% des lésions de haut grade nucléaire [91]. Cependant, a 1'heure
actuelle, I'évaluation du statut HER2 ne tient pas compte de ces lésions de carcinome in situ et ne
repose que sur I'évaluation du contingent de carcinome infiltrant. Dans les cancers infiltrants, 9
a 30 % des cancers du sein présentent une surexpression de HER2 [42, 64, 92, 93]. Les taux de
surexpression de HER2 sont différents en fonction du stade, de la taille, du grade, du statut
ganglionnaire axillaire et du type histologique du carcinome infiltrant. Le taux de surexpression
moyen (scores 3+ et 2+ amplifiés) des tumeurs T1a-T2 de moins de 3 cm est de 9 a 13% [94-96].
La surexpression 3+ de HER2 en IHC est retrouvée dans 30% des carcinomes micropapillaires,
5% des carcinomes lobulaires, moins de 4% des carcinomes mucineux et 0% pour les

carcinomes tubuleux.

B.3.2 APPROCHE MOLECULAIRE DES CARCINOMES MAMMAIRES HERZ AMPLIFIES

Les carcinomes HER2 amplifiés ont fait I'objet, ces 10 dernieres années, de nombreuses analyses
génomiques, phénotypiques et transcriptomiques. Il parait maintenant clair que plusieurs types
de carcinomes HER2 amplifiés existent, définis par le statut des RE, le type d'altérations
génomiques associées ou la nature du stroma. L'amplification de HERZ est associée dans environ
50% des cas a l'absence d'expression des RE. Les carcinomes HERZ amplifiés et RE- présentent

une expression forte de nombreux génes de prolifération ; ils sont pour la plupart de grade III et
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ont un taux de mutation du gene TP53 de I'ordre de 75% [21, 22]. Ils sont également caractérisés
par une nette surexpression en ARN de HERZ et d'autres récepteurs a activité tyrosine kinase
tels que FGFR et EGFR. Dans les analyses non supervisées des données transcriptomiques, les
carcinomes HER2 amplifiés, avec ou sans expression des RE, forment deux clusters distincts,
mais les carcinomes RE+ sont mélés a ceux de type luminal B [21, 22]. Ces carcinomes de type
luminal B HERZ amplifiés sont caractérisés par des altérations portant sur GATA3, ESR1 ou
BCL2.1l faut également noter que les tumeurs HERZ amplifiées avec RE+ ne présentent une
positivité des RP que dans 25% des cas [94, 97]. Les profils génomiques des carcinomes HER2
amplifiés sont en particulier caractérisés par d'autres régions d'amplification situées, par
exemple, sur la partie plus télomérique du bras long du chromosome 17 ou sur d'autres
chromosomes (8q, 11q, etc.) [86, 98]. Récemment, il a été montré que les carcinomes HER2
amplifiés, qu'ils soient associés ou non a l'expression des RE, appartiennent a l'entité
moléculaire apocrine, caractérisée entre autres, par de nombreuses altérations de nombre des
chromosomes et par l'expression des RA [99]. Les carcinomes HERZ amplifiés forment
également deux groupes de pronostic différent en fonction de la richesse en lymphocytes de leur
stroma. Les tumeurs HERZ amplifiées associées a une signature transcriptomique immune et
dont le stroma présente un fort infiltrat lymphocytaire ont un meilleur pronostic et une

meilleure réponse au traitement néoadjuvant [100].

B.3.3 STABILITE DU TAUX DE HERZ ENTRE LA TUMEUR PRIMITIVE ET LES METASTASES

Entre 1988 et 2012, plus de 30 études ont analysé la stabilité des RH et de HER2 entre les sites
primaires et secondaires. Des variations de statut de HER2 sont rapportées chez 7,7% des
patients en cas de métastases ganglionnaires et viscérales et dans 7,1% des cas si seules les
métastases viscérales sont considérées [101-103]. En pratique, la détermination du statut HER2
est réalisée sur la tumeur primitive pour ajuster le traitement adjuvant (apres la chirurgie). Si
l'indication de traitement anti-HER2 est posée devant une situation clinique métastatique, il est
souhaitable de planifier une biopsie de la 1ésion métastatique, si elle est accessible cliniquement,

afin d'évaluer le statut de HER2 dans les cellules métastatiques ainsi que le statut des RH.

B.3.4 HETEROGENEITE INTRATUMORALE DU STATUT DE HERZ2

La surexpression de HER2 est, la plupart du temps, homogene pour toutes les cellules tumorales.
Néanmoins, certains cas "hétérogenes” montrent la coexistence de deux contingents
intratumoraux, I'un surexprimant HER2 avec une intensité forte et un marquage complet, l'autre
complétement négatif. En accord avec des groupes d'experts [104, 105], les nouvelles

recommandations distinguent deux types d'hétérogénéité intratumorale. L'hétérogénéité zonale
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correspond a une population de cellules amplifiées contigués nettement visible en IHC et
arborant parfois une architecture ou un grade distinct. L'hétérogénéité cellule a cellule
correspond a des cellules amplifiées dispersées en mosaique au sein de cellules non amplifiées.
Certaines équipes prétendent que ce deuxieme type d'hétérogénéité n'existerait pas vraiment et
serait en réalité un artefact dii a la technique d'hybridation in situ, mais cette donnée reste

controversée (Figure 5) [106-109].

Figure 5 : Représentation schématique des différents profils d'amplification du

géne HER2 dans les cancers du sein (adapté de Hanna et coll. 2014)

On ne prendrait en compte, pour le traitement, que la premiére catégorie d'hétérogénéité. Les
cas d'amplification hétérogene de HERZ sont relativement fréquents. IIs représenteraient entre 5
et 25% des cas de cancers du sein avec amplification de HERZ [110-112]. Ils ont une importance
clinique majeure pour au moins deux raisons. Premiérement, I'hétérogénéité tumorale peut
aboutir a des discordances de statut de HER2 entre différents blocs d'une méme tumeur, entre
une biopsie et la piéce opératoire, entre la tumeur primitive et ses métastases, entre les résultats
de différents laboratoires et entre les résultats d'IHC et d'hybridation in situ [108]. A ce titre, les
recommandations insistent sur la nécessité de tester, le cas échéant, les éventuelles métastases

ganglionnaires axillaires ou viscérales avant toute décision de traitement anti-HER2 [105].
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Deuxiemement, sur l'impact de sous-populations tumorales HERZ amplifiées au sein de tumeurs
par ailleurs non amplifiées pour I'évaluation du pronostic et du bénéfice potentiel des thérapies

ciblées anti-HER2. Ce point sera discuté dans le chapitre relatif aux traitements anti-HERZ2.

B.4  THERAPIES CIBLEES ANTI-HER?2

B.4.1 HISTORIQUE

Dés 1988, un an apreés la mise en évidence d'une amplification récurrente de 'oncogéne HERZ
dans les cancers du sein par D.J. Slamon, les immunologistes développent un anticorps de souris
qui se lie a HER2 et l'inactive. D.J. Slamon démontre alors la preuve du concept dans les lignées
cellulaires et les xénogreffes. En 1989, Michael Shepard, immunologiste chez Genentech,
améliore la production et la purification de I'anticorps anti-HER2. Mais le défi, pour que cet
anticorps devienne un médicament, est I'humanisation [113]. Ce procédé est accompli par Paul

Carter en 1990 [114]. Le trastuzumab vient de naitre.

En 1990, D.J. Slamon lance le premier essai clinique du trastuzumab, en association avec le
cisplatine, chez des patientes lourdement prétraitées [115]. Des réponses inattendues et de
longues rémissions sont observées. D'autres essais de phase Il suivent, au Memorial Sloan
Kettering Cancer Center de New York, a I'université de Californie et San Francisco et a 'UCLA, a
Los Angeles. En 1995, Genentech initie un essai de phase III en premiere ligne métastatique, qui
compare une chimiothérapie standard a la méme chimiothérapie associée au trastuzumab. Il
s'agit d'un essai mondial incluant 499 patientes en moins de deux ans dans 150 centres. Les
résultats de cette étude pivotale sont présentés par D.J.Slamon au congrés américain en
oncologie clinique de 1998 : le trastuzumab augmente de facon tres significative le taux de
réponse, la survie sans progression et la survie globale [116]. Les essais adjuvants sont lancés en
2001 (essai pivotal HERA). Au congreés américain en oncologie clinique de 2005, lors d'une
session spéciale, les résultats de trois essais sont présentés (un essai européen : I'essai HERA, et
deux essais américains NSABP-B38 et NCCTG-N9831), suscitant une réaction enthousiaste et un
tonnerre d'applaudissements : le trastuzumab permet de réduire le taux de récidives avec une
amplitude rarement observée dans les essais adjuvants. Ces données sont rapidement publiées
dans le New England Journal of Medicine et, dans un éditorial, Gabriel Hortobagyi évoque des
résultats stupéfiants [117]. Selon lui, il ne s'agit pas d'une évolution dans les traitements, mais
d'une révolution. D'autres cibles et d'autres agents allaient suivre. Il ne se trompait pas : il ne

s'agissait que du premier chapitre d'une belle histoire.

En 2005, les études cliniques ont donc confirmé que le trastuzumab améliorait trés

significativement le pronostic des patientes atteintes d'un cancer du sein HER2+, que ce soit a un
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stade précoce ou avancé. Le trastuzumab représente la clé de volte de la prise en charge des
cancers du sein HER2+. Cependant, malgré ces excellents résultats, certaines patientes
présentent des rechutes apres un traitement adjuvant bien conduit et, de facon presque
inexorable, des métastases finissent par apparaitre dans des délais variables. Malgré ces
progressions et ces rechutes, le récepteur HER2 reste une cible pertinente pour de nouvelles

stratégies.

La derniere décennie a été marquée par l'apparition de nouvelles molécules ciblant le
récepteur HER2 : le lapatinib et le pertuzumab, d'une part, permettent une meilleure inhibition
de la cible selon le concept de double blocage ; et, d'autre part, un ancien concept revisité, un
anticorps drogue-conjugué, le trastuzumab emtansine (T-DM1), libére la chimiothérapie au
niveau des cellules qui surexpriment HER2. Ces nouveaux médicaments ont permis une
amélioration de la survie des patientes souffrant de cancers du sein métastatiques et ont été

enregistrés dans cette indication.

Parallelement au ciblage direct du récepteur HER2, d'autres approches sont développées :
ciblage des voies de signalisation d'aval (PI3K/AKT/mTOR) et des autres voies de signalisation
(RH, VEGF). Enfin, ces dernieres années, I'approche immunologique a connu un regain d'intérét
avec les résultats des inhibiteurs de checkpoints dans les mélanomes et les cancers pulmonaires.
Dans les cancers du sein HER2+, il existe de nombreuses approches, utilisant aussi bien des

vaccins que des associations d'anticorps.

B.4.2 MECANISMES D'ACTION DES THERAPIES CIBLEES ANTI-HERZ

Les thérapies ciblées anti-HER2 sont toujours couplées a une chimiothérapie conventionnelle
dans la prise en charge des cancers du sein HER2+. Nous allons détailler ici les principales

molécules utilisées pour cibler HER2 dans les cancers du sein.

a. Le trastuzumab

Le trastuzumab est un anticorps monoclonal ayant la capacité d'inhiber le récepteur HER2 en
reconnaissant, par son fragment Fab (Fragment antigen binding), un épitope situé sur la portion
extra-membranaire du récepteur, au niveau du domaine IV [118]. Le mode d'action précis du
trastuzumab n'est pas clairement connu mais plusieurs mécanismes sont proposés. L'action du
fragment Fab du trastuzumab, lorsqu'il se fixe sur HERZ, peut partiellement limiter la
dimérisation de HER2 avec un autre partenaire [119]. En conséquence, les voies de signalisation
sous-jacentes au récepteur se trouvent inhibées [120]. 11 a également été rapporté que le
trastuzumab inhibe p27, qui est un inhibiteur des CDK (Cyclin-Dependant Kinases), inhibant

ainsi la progression dans le cycle cellulaire et la croissance tumorale [120]. Un autre mode
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d'action présumé du trastuzumab se fait par l'intermédiaire de la réponse immune anti-
tumorale. En effet, son fragment Fc a la capacité de recruter les cellules effectrices de l'immunité
innée, porteuses d'un récepteur Fcy, afin de déclencher une lyse cellulaire par ADCC (Antibody-
Dependant Cellular Cytotoxicity) [121]. De plus, le trastuzumab forme des complexes avec HER2
qui sont internalisés avant d'étre rapidement dégradés. Les fragments de HER2 sont ensuite
présentés via le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe I aux lymphocytes T
cytotoxiques, qui provoquent alors la lyse de la cellule tumorale. Le trastuzumab aurait
également la capacité de réduire la population de lymphocytes T régulateurs qui ont la capacité
d'inhiber la réponse T cytotoxique [122]. Le trastuzumab aurait également la capacité d'inhiber
la protéolyse du récepteur HER2 afin d'empécher le clivage de la portion extramembranaire du
récepteur et d'éviter ainsi la formation d'une protéine tronquée HER2 constitutionnellement

active.

b. Le pertuzumab

Le pertuzumab est un anticorps monoclonal dirigé contre le domaine de dimérisation de HER2
(domaine II). Le pertuzumab n'est pas utilisé seul. Il est systématiquement utilisé en association
avec une autre thérapie ciblée anti-HER2, et notamment avec le trastuzumab. L'étude de
phase III CLEOPATRA a montré un bénéfice majeur en termes de survie globale en faveur du
double blocage (pertuzumab + trastuzumab) associé au docétaxel en premiére ligne des cancers

du sein métastatiques HER2+ [123, 124].

c. Le lapatinib

Le lapatinib est un inhibiteur réversible de la tyrosine kinase de HER1/EGFR et de HER2. Cette
petite molécule inhibitrice entre en compétition avec I'ATP au niveau du site kinase catalytique
et prévient la phosphorylation des résidus tyrosine et la signalisation d'aval. Il faut ajouter
l'afatinib et le nératinib a cette famille de molécules, qui sont des inhibiteurs de tyrosine kinase
de deuxiéme génération. A l'heure actuelle, parmi ces molécules, seul le lapatinib a une

autorisation de mise sur le marché pour le traitement du cancer du sein HER2+ métastatique.

d. Le T-DM1

Il s'agit de l'association du trastuzumab, anticorps monoclonal, avec une molécule cytotoxique
puissante ciblant les microtubules : le DM1 ou maytansine. Le DM1 est inactivé dans sa forme
conjuguée mais, une fois libéré dans la cellule, il devient hautement cytotoxique. Le trastuzumab
est utilisé comme un cheval de Troie qui apporte la molécule cytotoxique au sein des cellules
cancéreuses HER2+, permettant leur destruction sélective. Il en résulte une thérapie tres efficace

et bien tolérée des cancers du sein HER2+ métastatiques [125, 126].
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C. EVALUATION DU STATUT HER2

C.1 INTRODUCTION SUR LES NOUVELLES RECOMMANDATIONS

Conscients de leur responsabilité dans le diagnostic des cancers du sein HER2+, les pathologistes
de plusieurs pays ont travaillé a standardiser les critéres d’amplification de 'oncogéne HERZ et
de surexpression de la protéine HER2 [105, 127-129]. Nous nous baserons principalement ici sur
les dernieres recommandations du Groupe d'étude des facteurs pronostiques
immunohistochimiques dans le cancer du sein (GEFPICS), elles-mémes inspirées des nouvelles
recommandations ASCO®/CAP [104, 105]. Ces recommandations ont pour objet d’éviter au
maximum les faux négatifs du test HER2 (dus principalement a une mauvaise préparation des
tissus), a 'opposé des recommandations de 2007 qui visaient a pallier le risque de faux positifs
(en partie di a l'interprétation des tests) [130]. Néanmoins, a la lecture des données d’études
avec relecture centralisée du statut de HER2, comme cela a été le cas pour I'étude ALTTO, force
est de constater que le taux de faux positifs retrouvé lors de la relecture centralisée varie
toujours de 6 a 14% [131]. Assurer la qualité et la fiabilité des tests HER2 reste donc, en 2016, un

important défi pour les pathologistes.
Les changements notables des recommandations portent sur :

e La phase pré-analytique (type de prélévements, de fixateur, procédé de fixation et de
préparation des tissus, lames blanches) ;

e La phase analytique (introduction des techniques d’hybridation in situ non
fluorescentes) ;

e Laphase post-analytique (modification des seuils de positivité pour I'IHC et I'hybridation
in situ, modification de la définition du score 2+, algorithmes décisionnels, situations de

« possibles discordances », recommandations pour les comptes rendus des résultats).

Ces recommandations s’adressent également aux oncologues, ainsi qu’aux patients pour leur
information. Le statut « éligible au traitement par anti-HER2 » est défini sur des criteres précis,
dans des situations ou le résultat du test est équivoque, ni clairement positif ni clairement
négatif. Elles insistent enfin sur la nécessité de mettre en place un programme de contréle

qualité des techniques d’analyse au sein des laboratoires effectuent des tests HER2.

C.2 INDICATIONS DE L’EVALUATION DU STATUT HER2

C.2.1 STADE INITIAL DE LA MALADIE

Une premiere détermination du statut HER2 doit étre réalisée pour tous les cancers du sein
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infiltrants au diagnostic, et de préférence sur une microbiopsie, sans restriction concernant I'age
de la patiente ou le type histologique. Lorsque le résultat du test sur microbiopsie est négatif
dans les cas de carcinome infiltrant de grade I, RH positifs et dans certains types histologiques
particuliers (tubuleux, mucineux, cribriforme, adénoide Kkystique, lobulaire classique), il n’est
pas nécessaire de tester a nouveau le statut HER2 sur les piéces opératoires. Il est recommandé
d’effectuer un nouveau test sur piece opératoire si le test effectué sur microbiopsie est négatif
mais qu'il existe une discordance avec le diagnostic anatomopathologique sur la piece
opératoire, ou en cas de doute sur la représentativité ou la qualité de la biopsie, ou en cas de

résultat ambigu aprés deux tests sur la microbiopsie.

Cependant, il faut éviter d'évaluer le statut HER2 sur piece opératoire apres une chimiothérapie
néoadjuvante contenant des taxanes. En effet les taxanes, en inhibant la dépolymérisation des
microtubules, induisent une polyploidie dans certains noyaux par un mécanisme
d'endoreduplication. Ce phénomene aboutit a une multiplication de multiples régions du

génome pouvant en imposer pour une amplification génique en hybridation in situ [132, 133]

C.2.2 STADE METASTATIQUE

Dans la littérature, plusieurs séries ont montré un changement de statut de HER2 entre la
tumeur primitive et les métastases. Cette apparente discordance va jusqu'a 15% des cas testés
[134]. Compte tenu de ces données, beaucoup recommandent de biopsier de facon systématique
au moins une localisation métastatique (lorsque le geste est techniquement possible). Cette
recommandation doit néanmoins étre tempérée par le risque lié au geste biopsique. Par
exemple, 2% d’incidents graves ont été observés dans I'étude prospective francaise SAFIR01,
pourtant réalisée dans des centres spécialisés [135]. L'indication de pratiquer une nouvelle
biopsie lors de la rechute métastatique doit étre discutée au cas par cas en réunion de
concertation pluridisciplinaire et avec la patiente. Cette recommandation impose des contraintes
importantes pour les équipes cliniques, notamment les préleveurs et les pathologistes. Il faut
que la métastase soit accessible a la biopsie, que le geste ne soit pas médicalement contre-
indiqué et que la patiente ait donné son accord. Il est possible aussi de tester une nouvelle fois la
tumeur primitive ou les ganglions métastatiques, surtout si le test a été réalisé plus de 5 ans

auparavant.

C.2.3 FREQUENCE DE POSITIVITE ATTENDUE

Les recommandations ASCO®/CAP 2013 ne suggérent pas de seuil de positivité attendu pour
HER2. Néanmoins, il est rapporté dans la littérature que le taux moyen de positivité de HER2 est

compris entre 11 et 20%, avec des pourcentages plus faibles pour les tumeurs de petite taille. Le
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taux moyen de cas HER2+ en France est de 12,12 + 0,8% selon I’étude HERFrance [136].

C.2.4 PHASE PRE-ANALYTIQUE

Pour assurer la fiabilité des résultats des techniques d’'IHC et d’hybridation in situ, les
laboratoires devraient effectuer un volume minimal annuel de tests établi a 250 pour I'IHC et a
100 pour I'hybridation in situ. Ces seuils sont donnés a titre indicatif et ne sont pas opposables a
I'heure actuelle. L’utilisation de témoins négatifs et positifs pour chaque test, ainsi que la
participation a des programmes d’évaluation externe de la qualité portant sur ces tests sont
vivement recommandés. La préconisation de grands volumes de tests permet de garantir une
expertise technique et analytique suffisante et de travailler dans des conditions rentables
financierement en raison des cofits inhérents a chaque technique (automates, réactifs a délai de

péremption court, utilisation de témoins et mobilisation de personnel technique).

La qualité des tests implique les préleveurs - radiologues, chirurgiens, oncologues -, qui doivent
étre informés de I'importance du bon conditionnement des prélevements pour la réussite des
techniques d’IHC et d’hybridation in situ. Notamment, le temps d’ischémie froide ne doit pas
excéder 10 minutes pour les microbiopsies et une heure pour les piéces opératoires. Le fixateur
de référence est le formol neutre tamponné a 10%. Les piéces opératoires doivent étre
tranchées tous les centimetres pour permettre un contact immédiat du formol avec la tumeur. La
durée de fixation doit étre comprise entre 6 et 72h. Ces conditions rendent nécessaire une
optimisation des circuits d’acheminement des échantillons depuis les lieux de prélévement
jusqu’aux laboratoires. En ce qui concerne les automates de déshydratation et d’inclusion, il faut,
pour les programmes du week-end, privilégier un départ différé le dimanche soir. Les
températures d'imprégnation en paraffine des fragments et de séchage des coupes tissulaires ne
doivent pas dépasser 60°C. Enfin, il faut réaliser les techniques sur les coupes fraiches de moins
de deux semaines. Un controle rigoureux de ces étapes pré-analytiques est un prérequis absolu
pour la réalisation de tests fiables [137, 138]. Depuis plusieurs années, des actions de

sensibilisation des différents acteurs impliqués ont été mises en place, avec succes.

C.2.5 GENERALITES SUR LA PHASE ANALYTIQUE

Les deux méthodes recommandées actuellement sont I'I[HC et ’hybridation in situ sur coupes
fixées au formol et incluses en paraffine. Elles présentent une grande spécificité puisqu’elles
permettent une visualisation directe du signal recherché au niveau des cellules carcinomateuses
infiltrantes. Les techniques moléculaires par des tests commerciaux de RT-PCR ou puces

pangénomiques sont réservées aux projets de recherche.

En France, la technique d'IHC est la plus répandue et sert a sélectionner les patientes en
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premiere intention. Seuls les cas équivoques sont actuellement vérifiés par une technique
d’hybridation in situ. Comme I'IHC, les techniques d’hybridation in situ colorimétriques
chromogéniques ou argentiques permettent un bon contréle morphologique du tissu [108], le
statut HER2 devant étre évalué dans le seul contingent infiltrant. Les Kkits et les automates d’I[HC

sont préconisés pour limiter au maximum le risque de variation technique.

C.2.6 CRITERES D'INTERPRETATION DE L'IMMUNOHISTOCHIMIE ET CONDUITE A TENIR

Les scores 0 et 1+ en IHC permettent de conclure a une tumeur HER2 négative pour laquelle il
n'y a pas d'indication a traiter la patiente par thérapie ciblée anti-HER2. Le score 3+ permet de
conclure a une tumeur HER2 positive pour laquelle un traitement anti-HER2 est indiqué. Le
score 2+ rassemble les cas pour lesquels I'THC seule ne permet pas de conclure. Dans ces cas 2+
ou la surexpression de HER2 n'est pas franche, une évaluation du statut HERZ par hybridation in

situ est nécessaire.

Le seuil définissant un score 3+ est maintenant fixé a plus de 10% de cellules tumorales avec un
marquage membranaire complet et intense, au lieu de 30% auparavant [105]. Par ailleurs, pour
le périmetre du score 2+, les nouveaux critéres du GEFPICS explicitent les marquages modérés
et faibles selon qu'ils sont perceptibles ou non au grossissement x4-x5. Le marquage
membranaire est complet modéré, visible au faible grossissement (x4-x5) dans plus de 10% des
cellules. Il peut également s'agir d'un cas hétérogéne avec un marquage complet et intense dans
10% ou moins des cellules tumorales. Le marquage membranaire incomplet basolatéral tel
qu'on peut l'observer, par exemple, dans les carcinomes micropapillaires correspond a un
marquage membranaire en "U" épargnant le pole apical des cellules. Ce marquage, classé 2+ par
les nouvelles recommandations, doit inciter a pratiquer une technique d'hybridation in situ
complémentaire s'il est d'intensité modérée ou forte. Ces criteres sont rassemblés dans le

Tableau 5.
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Tableau 5 Criteres de positivité du statut HER2 par immunohistochimie (actualisé selon les

recommandations ASCO®/CAP 2013 et GEFPICS 2014) [104, 105]

Score Marquage Interprétation Indication a un
traitement anti-HER2
0 Absence de cellules marquées négatif non
ou
Marquage membranaire complet ou
incomplet modéré ou faible < 10%
cellules
1+ Marquage membranaire complet ou négatif non
incomplet faible > 10% cellules
2+ Marquage membranaire  complet cas a vérifier Evaluation du statut
modéré >10% cellules HER2 par hybridation
ou in situ avant décision
Marquage membranaire complet fort thérapeutique
< 10% cellules
ou
Marquage membranaire incomplet
basolatéral modéré a fort > 10%
cellules
3+ Marquage membranaire complet fort positif oui
>10% de cellules marquées et

marquage membranaire complet fort

Les nouvelles recommandations définissent également la notion d'immunomarquage non

interprétable permettant de ne pas conclure a un test HER2 :

e Enraison de probléemes techniques ne permettant pas de le classer dans I'une des quatre
catégories précédentes ;

e En cas de marquage des glandes mammaires normales (risque de faux positif) ;

e En cas d'artefacts tissulaires, tels que 1'écrasement lié aux pinces de biopsie ou la

polarisation liée au bistouri électrique (risque de faux positif ou de faux négatif).

45



C.2.7 INTRODUCTION A L’HYBRIDATION IN SITU
a. Généralités

L’hybridation in situ est une technique de biologie moléculaire reposant sur les propriétés de
dénaturation et de réassociation spécifique de 'ADN lors du retour a des conditions de
renaturation. Elle permet I'’énumération et la localisation spatiale de séquences d’ADN
spécifiques dans les noyaux au sein des tissus. Dans la technique de FISH (Hybridation In Situ en
Fluorescence), les sondes utilisées (HER2 et CEP17) marquées par deux fluorochromes
différents s’hybrident spécifiquement au niveau des loci du gene HERZ et du centromere 17 dans
les noyaux. On utilisera également le DAPI, une molécule fluorescente se liant a I'ADN de
maniére aspécifique, pour repérer les noyaux des cellules en fluorescence. D’autres techniques
alternatives validées utilisent des sondes visualisées par lintermédiaire de chromogénes
(Chromogenic ISH) ou d’une réaction argentique (Silver ISH et Dual ISH (DISH)) qui permettent

une lecture au microscope optique. Nous ne détaillerons pas ces techniques alternatives ici.

La technique d’hybridation in situ est trés sensible et permet d’identifier individuellement
chaque copie du gene et du centromere dans les noyaux. Aucune étape complémentaire de
révélation et d’intensification du signal n’est nécessaire. Une cellule diploide normale montrera
deux signaux du géne HERZ et deux signaux du centromeére 17 par noyau. Une cellule présentant
une amplification pourra présenter plus de 10 copies du géne. Lorsque le test est effectué sur du
tissu fixé et inclus en paraffine, comme ce sera le cas dans I'’ensemble de ce travail, la technique
est précédée par une étape de prétraitement protéolytique afin de permettre I'accessibilité des

sondes a I’ADN des noyaux.

La FISH présente des avantages et des inconvénients qui sont énumérés dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : Avantages et inconvénients de la technique d'hybridation in situ en fluorescence

Avantages Inconvénients

e Etape de digestion protéolytique délicate et
variable
e Reproductibilité supérieure a la technique e Investissement en microscopie en fluorescence
d’'immunohistochimie e Morphologie parfois difficile a apprécier avec
e Interprétation quantitative du score sous forme  difficultés a repérer les zones de carcinome invasif
d’une variable continue e Perte du signal avec le temps, la chaleur et
¢ Automatisation de la technique disponible I'exposition a la lumiére

e Colit supérieur a I'immunohistochimie

o Nécessité d'un personnel entrainé et formé

b. Les sondes d’hybridation in situ en fluorescence

Dans ce travail, nous utiliserons deux types de sondes de FISH : une sonde centromérique et une
sonde spécifique de locus. Les sondes centromériques, aussi appelées sondes d’énumération des
centromeéres (Centromere Enumeration Probe en anglais, d’ou l'abréviation CEP17 dans ce
travail) s’hybrident a des séquences répétitives spécifiques situées au niveau des centromeres
de chaque chromosome. Les sondes spécifiques de loci sont de loin les plus employées en
pratique. Elles s’hybrident spécifiquement au géne d’intérét, permettant la localisation et
I’énumération du nombre de copie d’'une région chromosomique particuliére. L’utilisation de
plusieurs sondes marquées par des fluorochromes différents peut servir a repérer des points de
cassure récurrents dans certaines tumeurs, ou a affirmer une amplification d’'un gene, comme ce
sera le cas dans ce travail. Ces sondes spécifiques de loci mesurent entre 100 et 300 kilobases
afin de produire un signal facilement visible. Elles peuvent étre préparées a partir de sources
trés variables : chromosomes bactériens artificiels, chromosomes fungiques artificiels, synthese
chimique. Dans notre travail, nous utiliserons des sondes Dako SureFISH développées in silico
puis synthétisées chimiquement en utilisant une technologie de synthese d’oligonucléotides

haute fidélité.

c. Déroulement de la technique

Seules les grandes étapes similaires a toute technique de FISH sont présentées ici.
Premierement, le tissu a analyser subit une digestion enzymatique par une protéase, ce qui
permet de dégrader les protéines nucléaires et de faciliter 'accés des sondes de FISH au noyau
et I'hybridation subséquente. L’ADN cible et les sondes oligonucléotidiques sont dénaturées par

chauffage au sein d'un tampon d’hybridation (10 min a 82°C dans notre travail), aboutissant a un
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ADN cible et des sondes simple-brin. A partir de cette étape, I'hybridation des sondes
oligonucléotidiques sur '’ADN cible est permise. La température est alors abaissée et maintenue
pendant plusieurs heures a température constante (45°C pendant 2h pour le tampon Dako
IQ-FISH que nous utiliserons dans ce travail) le temps que les sondes oligonucléotidiques
puissent s’hybrider correctement et spécifiquement a 'ADN cible (Figure 6). Cette étape
d’hybridation est suivie d'un lavage stringent qui a pour but de supprimer les sondes
incorrectement hybridées de maniére non spécifique sur 'ADN cible. Une contre-coloration des

noyaux a I'aide du DAPI

(4',6-diamidino-2-phénylindole) est indispensable pour se repérer sur la lame.

Figure 6 : Principe de l'hybridation in situ en fluorescence. A : Sonde, B : Sonde colorée par un
fluorochrome, C : hybridation a I’ADN cible, D : Apparence du chromosome métaphasique ou la sonde

s’est fixée. (Source : Wikipédia)

d. Principes de la fluorescence

Une molécule fluorescente est une molécule capable d’absorber I'énergie lumineuse a une
longueur d’'onde donnée (excitation) et de la restituer rapidement sous forme de lumiére
fluorescente (émission), le plus souvent a une longueur d’onde plus grande. La fluorescence
correspond a I'émission de photons qui se produit lors des transitions électroniques d’une
molécule d’'un état excité vers un état fondamental. Les molécules fluorescentes finissent par se
dégrader a force d’excitations itératives. Cette perte de fluorescence s’appelle la

photodestruction ou fading. Elle est inexorable mais peut étre considérablement ralentie par le
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froid et I'obscurité.

e. Principes du microscope en fluorescence

En pratique, le microscope a fluorescence utilise le fait que la longueur d’onde d’excitation soit
différente de la longueur d’onde d’émission pour repérer les molécules fluorescentes dans les
tissus. On excite le tissu a une longueur d’'onde donnée (excitation) et recueillons la lumiére
émise grace a un filtre ne laissant passer que la longueur d’onde d’émission. Le microscope a
fluorescence comprend plusieurs cubes interchangeables spécifiques de différentes lumiéres

d’excitation. Chaque cube est composé de deux filtres et d'un miroir dichroique :

e un filtre d’excitation qui filtre la source lumineuse (lampe) et ne laisse passer que les
photons d'une longueur d’onde définie,

e un filtre barriére du c6té de 'observateur (capteur ou oculaires),

e un miroir dichroique qui réfléchit certaines longueurs d’onde (comprenant la longueur
d’'onde d’excitation) et est traversé par d’autres (comprenant la longueur d’onde

d’émission) (Figure 7).

Un ajustement précis des filtres et un choix de fluorochromes basé sur leurs spectres
d’excitation et d’émission sont donc des prérequis techniques indispensables pour la qualité et

I'interprétation des résultats de FISH.

Figure 7 : Schéma du filtrage par le cube d'un microscope a fluorescence

(Source : Wikipédia) 49



C.2.8 CRITERES D'INTERPRETATION DE L'HYBRIDATION IN SITU EN FLUORESCENCE

a. Généralités

Avant toute chose, il est indispensable de se référer a la lame en coloration standard et a la lame
d’IHC avec I'anticorps anti-HER2 avant d’interpréter un résultat de FISH. En effet, comme nous
I'avons vu précédemment, I'une des principales difficultés en microscopie en fluorescence est de
repérer les foyers carcinomateux infiltrants et de ne pas les confondre avec des foyers de
carcinome in situ ou tout autre type cellulaire. Il est donc d'une grande aide de revoir la

morphologie du prélevement avant d’entamer la lecture de la FISH proprement dite.

Le comptage doit se faire dans la zone positive en IHC ou dans les zones paraissant amplifiées
sur plus de 20 cellules carcinomateuses contigués pour ne pas tenir compte des cellules
amplifiées isolées. Il est recommandé de commencer par un balayage de la lame a faible

grandissement (x20) en excitation DAPI afin de repérer les foyers de carcinome invasif.
Il faut rejeter le test dans les cas suivants :

e Siles signaux ne sont pas interprétables sur plus de 25% des cellules,
e En présence d’autofluorescence ou si la résolution nucléaire est mauvaise (probleme de
digestion tissulaire),

e S’ilyaun bruit de fond génant la lecture correcte des signaux.

b. Cas classiques

Les critéres présentés dans ce chapitre se réferent aux dernieres recommandations

ASCO®/CAP 2013 et GEFPICS 2014 [104, 105].
L’analyse porte d’abord sur le nombre moyen de copies du gene HERZ.

e Sile nombre de signaux HERZ est supérieur ou égal a 6 en moyenne, le cas est dit positif
(amplifié), quel que soit le nombre de signaux pour la région centromérique du
chromosome 17 (CEP17).

e Sile nombre de signaux HERZ est strictement inférieur a 4 en moyenne, le cas est dit
négatif (non amplifié), quel que soit le nombre de signaux pour la région centromérique
du chromosome 17. En cela, le GEFPICS se démarque de la Société américaine
d’'oncologie clinique. En effet, les auteurs des recommandations de I'’ASCO®/CAP
considerent les cas avec un nombre de signaux HERZ par noyau inférieur a 4 mais un
ratio supérieur ou égal a 2 (cas monosomiques) comme étant positifs. Selon le GEFPICS,
les données cliniques et biologiques sont insuffisantes pour justifier une telle

recommandation.
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e Pour un nombre de copies 4 < HERZ < 6, il faut regarder le ratio HERZ /CEP17 : si le ratio
est supérieur ou égal a 2, le cas est considéré comme positif; sinon, le cas est dit
équivoque. Dans les cas équivoques, il faut réaliser une hybridation in situ sur un autre
bloc tumoral. Si celle-ci confirme le statut équivoque, la patiente est alors considérée
comme éligible a un traitement par anti-HER2. L’indication d’'un tel traitement sera
discutée au cas par cas en réunion de concertation pluridisciplinaire en fonction des

données clinicopathologiques de sa tumeur.

Notons ici que certains noyaux montrent des signaux HERZ sous la forme de doublets séparés
par un intervalle de la taille d'un spot environ (Figure 8A). Ceux-ci témoignent de la présence de
cellules en phase S/G2 ayant déja accompli la synthése de I'’ADN du géne HERZ en vue d'une
mitose. Ceci est fréquent dans un tissu qui proliféere comme le cancer du sein. Chaque doublet ne
doit étre considéré que comme un seul signal. Les doublets sont beaucoup moins visibles pour

les signaux centromériques, compte tenu de la taille des signaux et de leur fort appariement.

Il faut également savoir repérer les amas (ou clusters) de signaux HERZ2 (Figure 8B et 8C). Les
véritables amplifications sont des multiplications localisées dans le génome du gene HERZ ; ainsi
elles apparaissent sous forme d’amas de signaux dans les noyaux. Ces amas peuvent étre petits
et denses mais sont néanmoins systématiquement plus gros qu'une copie normale d’HERZ
(Figure 8B). Compte tenu de la densité des signaux dans les amas, il est parfois difficile de les
énumérer individuellement. Une évaluation doit étre faite a I'ceil, en ayant comme référence le
diametre habituel d'un signal HERZ. Il est recommandé de mentionner l'existence de ces signaux

en amas, qui signent les amplifications, dans le compte rendu.

Figure 8 : Signaux HER2 en doublets (A), petits clusters (B) et gros clusters (C). A: Trois signaux HERZ en
doublets et 3 signaux du centromere 17 dans un noyau ; B : La comparaison avec des signaux HER2 normaux (téte de

fleche) aide au diagnostic.
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c. Cas particuliers

Monosomie du centromeére 17
Elle est caractérisée par des noyaux tumoraux ne comportant qu'une seule copie du

centromeére 17. Dans les cas monosomiques avec 2 a 4 copies de HERZ et 1 seule copie du CEP17,
il ne faut pas appliquer le ratio HER2/CEP17 car la positivité déclarée sera fausse. Les deux
seules situations de monosomie ou l'on peut affirmer une amplification sont les cas ou l'on
détecte un nombre de signaux HERZ supérieur ou égal a 6 en moyenne ou la présence de
clusters, témoins d’'une amplification [108]. En général, on signale une monosomie du
centromeére 17 dans le compte rendu si elle représente au moins 50% des cellules tumorales

infiltrantes.

De maniere anecdotique, il existerait également d’exceptionnelles nullisomies du
chromosome 17. Il n’y aurait alors pas d’hybridation, ni de la sonde CEP17, ni de la sonde HERZ
dans les cellules tumorales et le noyau apparaitrait vide en FISH. Les cellules non tumorales
fourniraient alors le témoin positif de la qualité de la technique en arborant des signaux bien

visibles.

Tumeurs aneuploides
Les surreprésentations du géne HERZ, liées a de multiples copies du chromosome 17, ne

donnent pas lieu a de véritables amplifications. La connaissance du statut du chromosome 17 est
indispensable afin d’interpréter correctement ce phénomene et de ne pas surdiagnostiquer une
amplification. On doit évoquer une aneuploidie si le nombre de copies de HERZ est compris
entre 4 et 6. Cependant, il faut noter qu’il n'existe pas de définition consensuelle de la
polysomie [108]. Peu de données cliniques sont disponibles quant a la réponse clinique au
trastuzumab des tumeurs aneuploides. Aujourd’hui, ces tumeurs sont souvent classées comme

« équivoques ».

Cas hétérogenes
Les recommandations ASCO®/CAP 2013 insistent sur l'interprétation des cas hétérogenes. La

grande nouveauté réside dans le détail de I'interprétation de la technique d’hybridation in situ,
qui doit se faire en référence a la lame d’IHC. Il existe d’authentiques cas hétérogenes pour le
statut de HER2, méme si la reégle en termes d’amplification de HERZ dans les cancers du sein est
plutdt « tout ou rien » [108, 112]. Devant un cas hétérogene, il faut d’abord s’assurer qu'il ne
s’'agit pas d'un artefact technique. En accord avec des groupes d’experts, les nouvelles
recommandations ont introduit la notion d’hétérogénéité zonale correspondant a une
population de cellules amplifiées contigués, nettement visible en IHC, par opposition a des
cellules amplifiées dispersées au sein de cellules non amplifiées (hétérogénéité cellule a cellule).

A T'heure actuelle, on ne prend en compte, pour le traitement, que la premiére catégorie
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d’hétérogénéité. Néanmoins, il convient toujours de tester une éventuelle métastase

ganglionnaire axillaire avant de prendre une décision thérapeutique.

Le GEFPICS recommande, s’il existe deux populations différentes en IHC et en hybridation in
situ, que celles-ci soient décrites dans le compte rendu et que la présence des deux populations
clonales soit rapportée, avec leur score et leur représentation en pourcentage. Ces situations
rares doivent étre discutées au cas par cas en réunion de concertation pluridisciplinaire. Un
traitement peut étre envisagé en présence de cellules amplifiées contigués, sous réserve que
cette population représente au moins 10% des cellules tumorales. Si cette population représente
moins de 10% des cellules tumorales, il s’agit d’'un statut HERZ équivoque qui nécessite de faire
I’hybridation in situ sur un autre bloc ou de tester un contingent métastatique éventuel avant de

prendre une décision thérapeutique en réunion de concertation pluridisciplinaire.

Evaluation du statut HERZ aprés chimiothérapie néoadjuvante
Apres une chimiothérapie néoadjuvante, et en particulier si des taxanes ont été employés, on

peut observer de tres gros noyaux tumoraux, extrémement atypiques. Ces gros noyaux peuvent
renfermer jusqu'a 15 copies du géne HERZ, mais aussi d’autres genes. Ce phénomene, appelé
polyploidisation, affecte tous les chromosomes de ces noyaux de grande taille [132, 133]. C’est un
piege car il s’agit d’'un cas faussement positif. Le doute peut étre levé par le fait que les cellules
tumorales moins atypiques présentent manifestement moins de copies de HERZ car elles ne sont
pas touchées par le phénoméne de polyploidisation. D’autre part, on peut réaliser une FISH avec
une sonde située sur un autre chromosome (MDMZ2, ALK par exemple) et vérifier qu'il existe la

méme quantité de copies de cet autre gene dans les noyaux trés atypiques.

Co-amplification de HERZ et du centromeére 17
Dans certains cas, on peut observer dans les noyaux tumoraux un grand nombre de copies du

géne HERZ ainsi qu'un grand nombre de copies du centromére 17 présentant un aspect
poussiéreux. Dans ces cas, la superposition des signaux bleus (DAPI), rouges (HERZ) et verts
(CEP17) nous permet de mettre en évidence une colocalisation quasi-parfaite des signaux
rouges et verts sous forme d’amas jaunes (Figure 9). Il s’agit alors d’'une probable co-
amplification du gene HERZ et du centromeére 17 due a un amplicon large englobant a la fois le
géne HERZ et la région ciblée par la sonde centromérique CEP17 [139, 140]. Ces cas
correspondent a une véritable amplification du géne HERZ. Il ne faut pas faire l'erreur
d’interpréter le ratio HERZ2/CEP17 qui reste faible (proche de 1) compte tenu du grand nombre
de signaux du CEP17. Comme I'indiquent les recommandations, il faut commencer par évaluer le
nombre de copies du géne HERZ, avant d’interpréter si besoin le ratio HER2/CEP17. Dans les cas
de co-amplification de HER2 et du centromere 17, le nombre de copies de HERZ est largement

supérieur a 6, ce qui classe d’emblée ces cas en « positifs ».

53



Figure 9 : Co-amplification du géne HERZ2 et du centromeére 17

d. Artefacts

Digestion protéolytique excessive ou insuffisante
La digestion protéolytique des coupes tissulaires par la pepsine est probablement I'étape la plus

délicate de la technique d’hybridation in situ. Elle peut varier en efficacité selon les échantillons
et la durée d’application. Les noyaux apparaitront vides ou « mités» en cas de digestion
excessive. Inversement, l'autofluorescence des cytoplasmes et du stroma peuvent recouvrir

partiellement les noyaux en cas de digestion insuffisante (Figure 10).

Figure 10 : Exemple de digestion protéolytique insuffisante.
L'autofluorescence des cytoplasmes et du stroma recouvre

partiellement les noyaux ; le test est néanmoins lisible.
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Bruit de fond
Dans certains cas, on observe un bruit de fond abondant sous forme de granulations

fluorescentes pouvant géner 'interprétation de ’hybridation in situ. Pour distinguer les signaux
du bruit de fond, on peut se rappeler que les signaux ne sont présents que dans les noyaux ; et

qu’ils sont en régle générale d'un calibre supérieur a celui des grains du bruit de fond.

D. PATHOLOGIE DIGITALE EN ANATOMO-PATHOLOGIE

D.1  HISTORIQUE

L’évaluation histologique des maladies constitue une compétence de base des pathologistes
depuis plus de 125 ans [141]. Cependant, au cours de I'histoire, les pathologistes ont étendu leur
répertoire en incluant de nouvelles techniques et de nouvelles technologies pour faciliter
I'acquisition d’'une quantité croissante d’informations provenant des spécimens histologiques.
Ces technologies incluent les colorations spéciales, I'IHC, 'hybridation in situ, et plus récemment
la pathologie digitale et 'analyse d’image. La pathologie digitale regroupe la numérisation,
I'archivage et linterprétation de spécimens pathologiques a partir de fichiers d'images
digitales [142]. Les premiers développements de la pathologie digitale consistaient en une
transmission a distance d’images statiques capturées a I'aide d’'une caméra branchée sur un
microscope. Par la suite, des techniques de télépathologie robotique ont vu le jour. Un
pathologiste pouvait alors contréler a distance la platine d'un microscope afin de visualiser la
lame en temps réel [143]. Plus récemment, la pathologie digitale a évolué vers la création
d’images digitales de sections histologiques entiéres via le développement de scanner de
lames [143, 144]. Méme si les fichiers de lames virtuelles restent trés volumineux a I'heure
actuelle, les principaux avantages de la pathologie digitale sont la facilité de transmission
d'images et de données pathologiques a travers le monde, I'archivage siir, sécurisé et
rapidement requétable de spécimens histologiques et le développement d’outils d’analyse
d’image qualitative et quantitative utilisables en pratique courante. La capacité de numérisation
de lames en fluorescence (immunofluorescence et hybridation in situ) offerte par certains
scanners de lames permet un archivage de ces images qui était totalement inenvisageable
auparavant. En effet la fluorescence émise par les fluorochromes s’estompe progressivement en

quelques semaines ou mois, méme dans des conditions de conservation optimales.

D.2 PATHOLOGIE DIGITALE : UNE ANALOGIE AVEC LA PHOTOGRAPHIE NUMERIQUE

Le scanner de lame 3DHISTECH Pannoramic 250 utilisé dans ce travail se comporte exactement
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comme un microscope a fluorescence automatisé et muni d’'un capteur s’apparentant a un
appareil photo numérique. Il existe une vraie analogie entre la pathologie digitale et la
photographie numérique, qui nécessitent toutes deux une bonne connaissance de toutes les
étapes aboutissant a un bon cliché ou a une lame numérisée de bonne qualité. Ces étapes sont les
suivantes : avant le cliché (ou la numérisation), le cliché (ou la numérisation) a proprement
parlé et apres le cliché (ou la numérisation). Ces étapes sont détaillées et la comparaison

photographie numérique et pathologie digitale est représentée dans la Figure 11.

Avant la numérisation, deux grands facteurs vont jouer un role dans la qualité finale de la lame
numérisée : la qualité du tissu et de la technique et les réglages du matériel. La qualité du tissu et
de la technique font intervenir, d’'une part, les propriétés intrinseques du tissu : la présence de
fibrose (souvent responsable d’autofluorescence), de tissu adipeux, de nécrose par exemple, et
d’autre part sa prise en charge dans le service d’anatomie pathologique : la phase pré-analytique
avec notamment la digestion enzymatique, I’hybridation et le montage de la lame. Les réglages
du matériel font intervenir, pour une grande part, I'ajustement des filtres en fonction des
fluorochromes utilisés, mais également I'exposition, le gain numérique et la mise au point. Ces

derniers éléments peuvent se régler par I'intermédiaire du logiciel de contréle du scanner.

La qualité de I'étape de numérisation proprement dite fait intervenir exactement les mémes
facteurs que ceux de la photographie numérique : la qualité optique (qualité des objectifs) et la

qualité du capteur.

Apres la numérisation, il s’agit enfin de traitement et d’analyse d’image. Les possibilités offertes
par ces approches ne permettent en aucun cas de rattraper de grosses lacunes sur les étapes
antérieures. En d’autres termes, il ne faut pas attendre du traitement d’'une image numérisée la
possibilité de rendre lisible une lame illisible sous le microscope. Les possibilités du traitement
d'image sont multiples pour les lames numérisées: réduction du bruit de fond et de
I'autofluorescence, adaptation du contraste et de la luminosité, standardisation des couleurs.
L’analyse d’'image, quant a elle, représente une tentative de « compréhension » ou de « lecture »
des lames par le logiciel. Il permet notamment la segmentation (segmentation nucléaire dans
notre travail), la reconnaissance et la quantification de certains signaux (les signaux HERZ et
CEP17 dans notre travail), la classification d’objets a partir d’algorithmes qui s’apparentent a des
«regles du jeu» (classification des noyaux dans notre travail) et permet, bien entendu,
d’extraire toutes ces données sous forme chiffrées afin de réaliser des analyses statistiques, de
procéder a des ajustements post-analyse et de soumettre ces données au processus de data-

mining par des approches informatiques plus complexes, supervisées ou non.
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Figure 11 : Comparaison de la photographie numérique et de la pathologie digitale
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D.3 FORMATS DE FICHIERS D’IMAGES NUMERISEES

Une image numérisée de lame entiére peut avoir une taille de plusieurs centaines de milliers de
pixels dans chaque dimension, ce qui pose d'importants problémes d’archivage, de récupération
et de manipulation d’image. Le fichier est souvent si volumineux (plusieurs giga-octets) qu’il ne
peut étre contenu tout entier dans la mémoire vive d’'un ordinateur, empéchant d’emblée son
ouverture et sa modification. Les fabricants de scanners de lames utilisent donc un systéeme de
streaming navigant au sein de ce que l'on appelle une pyramide d’images (Figure 12). Ce
systéme de pyramide d’images ou les couches a fort grossissement sont divisées en dalles
s’apparente a l'application Google Earth. Le logiciel ne charge que les dalles que l'utilisateur
souhaite visualiser, ce qui permet de réduire énormément le volume de données a afficher. Les
fabricants de scanners de lames utilisent généralement des formats de fichiers « propriétaire »
qui contiennent différents formats d'image et des fichiers de structures de métadonnées dans le

but d’optimiser les performances de leur logiciel de visualisation de lames.

Figure 12 : Pyramide d'images. Représentation d'un fichier de lame entiére numérisée sous forme de trois
couches a des grossissements différents. Chaque couche est enregistrée sous forme d'une image individuelle

ou d'un ensemble d'images (dalles) (adapté de [145]).
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D.4 INTRODUCTION AU TRAITEMENT ET A L’ANALYSE D’ IMAGE

Le traitement et I'analyse d’image ne doivent pas étre confondus. Le traitement de l'image
correspond a l'action sur les différentes composantes de l'image: la modification de la
luminosité, du contraste et de la netteté, '’harmonisation des couleurs. L’analyse d’'image, quant
a elle, correspond a la décomposition d’'une image en éléments. Ces éléments peuvent étre
différenciés sur des critéeres de texture, de couleur, de luminosité, de forme, etc. Les résultats
d’analyse d'image sont des images modifiées, mettant en valeur tel ou tel objet, mais surtout de
grandes quantités de données chiffrées concernant les différents éléments issus de la
décomposition de l'image. Pour l'acquisition de certaines informations contenues dans une
image, il est parfois indispensable de coupler le traitement et I'analyse d'image. C'est le cas

notamment dans certains algorithmes de segmentation nucléaire (cf. p60)

L’analyse automatisée d'image histopathologique est basée sur 'usage d'une série d’algorithmes
mathématiques capables de traiter des images, permettre leur segmentation en régions d’intérét
a partir de leurs couleurs et de leurs textures, tout en prenant en compte leur contexte [146].
Actuellement, 'analyse automatisée d’'image en est encore a ses balbutiements. Cependant, de
nombreux outils d’analyse d'image sont déja capables de quantifier un immunomarquage
tissulaire, et notamment 'expression immunohistochimique des RE, RP, HER2 et Ki67 [147]. Peu
de publications concernent l'analyse automatisée d'images de FISH HERZ [148, 149]. Ces
quelques travaux montrent une bonne corrélation entre les résultats manuels et les résultats
obtenus a I'aide des logiciels d’analyse d’'image, mais elles sont basées sur des recommandations
obsolétes. Ces publications n’abordent pas les possibilités d’ajustement manuel des différents
réglages et n’'analysent pas les résultats noyau par noyau en termes de sensibilité et de
spécificité de détection. Il semble pourtant qu’'une telle approche permettrait de mettre en
lumiere les atouts et les faiblesses de ces logiciels dans le but d’affiner les algorithmes de

segmentation et de classification.

L’évolution probable de I'analyse d’'image entre dans le cadre d'un paradigme émergent en
biologie: la phénomique [150]. Alors que l'apport des techniques de génomique et de
transcriptomique semble s’atténuer dans le temps, il semble que la phénomique puisse leur
apporter un second souffle. La phénomique s’attache a étudier la correspondance entre les
caractéristiques phénotypiques des organismes (le phénome) et leur code génétique ou
épigénétique. La précision et le développement croissants des outils d’analyse d’'image en font
une source privilégiée d’augmentation de la capacité de mesure du phénome des tumeurs
humaines. Le phénome est une donnée treés vaste, infinie. Quel peut-étre le phénome d’'une
cellule tumorale, appréciable en analyse d’image? Commengons par ses caractéristiques

physiques : taille, forme, rapport nucléo-cytoplasmique, teinte et texture du cytoplasme, teinte et
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texture de la chromatine, etc. On peut y ajouter des caractéristiques immunophénotypiques, des
données d’hybridation in situ. L’environnement de la cellule fait également partie de son
phénome : localisation dans la tumeur, proximité de cellules immunitaires, caractéristiques du
stroma avoisinant, présence de cytokines etc. Au-dela des données d’'imagerie, le phénome de la
cellule tumorale comprend également sa réponse au traitement ainsi que les caractéristiques
physiques, biologiques et psycho-sociales de son héte. Comme on le voit, la mesure du phénome
et son interprétation ne peut s’envisager qu’a I'ere du traitement des Big Data. Cette approche
est fondamentalement transversale et fait intervenir de nombreux acteurs (biologistes,
mathématiciens, informaticiens, médecins, sociologues) dont les capacités respectives ont toute
leur role dans I’évaluation et I'interprétation du phénome. C’est ainsi que les médecins impliqués
dans ce type d’approche doivent connaitre les outils d’analyse d’image, comprendre leurs forces

et leurs faiblesses et avoir une notion des algorithmes qui les sous-tendent.

D.5 APPROCHE INFORMATIQUE DE L’ANALYSE AUTOMATISEE D'IMAGE DE FISH

Les deux étapes clés de I'analyse automatisée d’image de FISH sont la segmentation nucléaire et

la classification des noyaux.

D.5.1 LA SEGMENTATION NUCLEAIRE

La segmentation nucléaire correspond a la « reconnaissance » des noyaux par le logiciel. Pour
cette étape, le logiciel n’utilisera que les données de fluorescence des noyaux (canal bleu, DAPI),
sans prendre en compte les signaux du gene HERZ et du CEP17. A partir de ces données en
niveau de gris, le logiciel doit définir les contours des noyaux dans le tissu examiné. Les
algorithmes de segmentation des noyaux utilisent différents types d’approches: approches
probabilistes, approches statistiques avec notamment les réseaux de neurones artificiels,
approches morphologiques avec la modélisation de lignes de partage des eaux, etc. Cette étape
est particuliérement délicate étant donnée la fréquence des accolements ou des superpositions
de noyaux et la qualité parfois médiocre et variable de leur marquage. L’algorithme doit étre
capable d’exclure les artefacts de I'analyse. Ce point est décisif étant donné qu’il conditionne

I'étape suivante : la classification des noyaux.

D.5.2 LA CLASSIFICATION DES NOYAUX

Les algorithmes de reconnaissance des signaux vert et orange/rouge sont nettement moins
complexes que ceux de segmentation des noyaux. En effet, il s’agit de signaux punctiformes trés

brillants qui contrastent nettement avec leur environnement. Le logiciel va compter le nombre
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de signaux dans chaque canal a l'intérieur de chaque noyau (dont les limites ont été définies a
I'étape de segmentation nucléaire) et appliquer des régles lui permettant de classer ce noyau

dans un groupe. Cette étape est régie par I'algorithme de classification des noyaux.

Au terme de cette introduction, nous pouvons identifier les éléments suivants :

e Le cancer du sein est une pathologie fréquente dans laquelle la détermination du
statut HER2 est systématique; les nouvelles recommandations de ’ASCO®/CAP ont
considérablement augmenté le nombre de cas 2+ en [HC, induisant une augmentation du
nombre de FISH.

e Lescas 2+ en IHC correspondent souvent a des entités d’interprétation difficile en FISH.

e La FISH HERZ est une technique de lecture difficile, peu répandue (limitée aux centres
experts) et chronophage en termes d’interprétation par le pathologiste ; la lecture au
microscope en fluorescence en chambre noire est par ailleurs assez pénible.

o Le développement des techniques de pathologie digitale est actuellement suffisamment
avancé pour permettre l'acquisition des FISH avec de bons critéres de qualité. Le
développement de I'analyse d’image pour la FISH est donc une progression naturelle
dans ce contexte :

o Possibilité d’amélioration considérable de la lecture de FISH HERZ en routine
avec une meilleure appréciation de ’hétérogénéité intra-tumorale pour HERZ,
qui reste problématique a I’heure actuelle.

o Perspectives d’extrapolation a d’autres pathologies, a d’autres sondes, qui ferait
de I'analyse d’image un outil majeur d’analyse de I'hétérogénéité intra-tumorale

de maniere générale.

C’est dans ce cadre que nous avons mené ce travail de these.
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II. OBJECTIFS DE L’ETUDE

L’objectif principal de cette étude était d’évaluer la concordance de I'évaluation du statut HERZ
en FISH entre l'analyse automatisée de lames numérisées et l'analyse manuelle de lames

numérisées.
Les objectifs secondaires de cette étude étaient :

o Evaluer la validité intrinséque de 'analyse d’'image pour la classification des noyaux.

e Comprendre I'impact de modifications de réglages logiciels sur les résultats d’analyse
d’image.

e Comparer les comptes moyens de signaux HERZ par noyau obtenus en analyse d’image
et en PCR quantitative.

o Comparer les résultats en termes de statut HERZ entre le diagnostic initial sur lame de

DISH et I'analyse d'image.
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[11. MATERIELS ET METHODES

A. SELECTION DES PATIENTS

A.1 COHORTE TECHNIQUE
Les cas de la cohorte technique ont été recueillis a partir de résultats d’hybridation in situ

argentique (DISH) ou d’IHC réalisés a I'Institut Claudius Regaud ou a I'Institut Universitaire du
Cancer - Oncopole de Toulouse entre 2014 et 2016. Le choix des patientes a été réalisé de facon
arbitraire afin de représenter un panel limité a 14 cas comprenant des tumeurs mammaires sans
amplification de HERZ avec ou sans suspicion de monosomie du chromosome 17 (n=3 et n=1
respectivement), des cas équivoques (n=2), des cas avec amplification faible de HERZ (entre 4 et

6 copies du gene) (n=2) et des cas avec amplification forte de HERZ (n=6).
Les critéres d’inclusion étaient les suivants :

e ¢évaluation du statut HER2 en DISH sur piece opératoire d’'un carcinome infiltrant du sein
antérieur a 2016,
e tumeur de plus de 5 mm de diametre (afin de pouvoir réaliser un punch biopsique sur la

zone tumorale sans difficulté).
Les critéres d’exclusion étaient les suivants :

e absence de carcinome infiltrant,
e absence de données cliniques,

e absence de matériel disponible ou analysable.

A.2 COHORTE DE VALIDATION

Les cas de la cohorte de validation ont été recueillis a partir de résultats d’'IHC avec I'anticorps
anti-HER2 et de DISH réalisées a I'Institut Universitaire du cancer - Oncopole de Toulouse au
cours de I'année 2015 sur des biopsies mammaires. Le choix des patients a été réalisé de facon
arbitraire afin de constituer un panel de 30 cas composé de tous les scores
immunohistochimiques envisageables : 5 cas de score HER2 0+, 5 cas de score HER2 1+, 15 cas
de score HER2 2+ composés de cas présentant ou non une amplification de HERZ en DISH et

5 cas de score HER2 3+.
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Les critéres d’'inclusion étaient les suivants :

e ¢évaluation du statut HER2 en IHC et, en cas de cas 2+, en DISH sur biopsie d'un

carcinome infiltrant du sein au cours de I'année 2015.
Les critéres d’exclusion étaient les suivants :

e absence de carcinome infiltrant ou carcinome infiltrant trés peu représenté sur biopsie,
e absence de données cliniques,

e absence de matériel disponible ou analysable.

B. RECUEIL DES DONNEES CLINIQUES ET BIOLOGIQUES

Les données cliniques ont été recueillies a 1'aide du logiciel DPI Oncopole (Dossier Patient
Informatisé). Les données histopathologiques ont été recueillies a I'aide du logiciel de gestion de

laboratoire Diamic Infologic-Santé.

Pour chaque tumeur de la cohorte technique et de la cohorte de validation, les données

suivantes ont été recueillies :

e Date de naissance

e Date du prélévement

e Latéralité

e Taille tumorale

e Score immunohistochimique de I'expression de HER2

e Pourcentage d’expression de HER2

e Nombre de copies du géne HERZ2 en hybridation in situ

e Nombre de copies du centromere 17 en hybridation in situ
e Ratio du Nombre de copies du gene HERZ et du nombre de copies du centromeére 17
e Présence ou absence de clusters du gene HERZ

e Type histologique de la tumeur

e Grade histologique selon Elston et Ellis

e Nombre de mitoses / mm?

e Présence ou absence de carcinome in situ associé

e Pourcentage d’expression des RH

e TNM

Pour les cas de la cohorte de validation (biopsies mammaires), les données suivantes

64



supplémentaires ont été recueillies

o Identifiant de la piéce opératoire si prise en charge chirurgicale ultérieure

e Justification en cas de prise en charge non chirurgicale

e Traitement ou non par chimiothérapie néoadjuvante

e Score immunohistochimique de I'expression de HER2 sur piéce opératoire

e Pourcentage d’expression de HER2 sur piéce opératoire

e Nombre de copies du gene HERZ en hybridation in situ sur piece opératoire

e Nombre de copies du centromere 17 en hybridation in situ sur piéce opératoire

e Ratio du nombre de copies du géne HERZ et du nombre de copies du centromere 17 sur

piece opératoire

C. COHORTE TECHNIQUE — REALISATION DES BLOCS

Un bloc tumoral a été sélectionné pour chacun des 14 patients de la cohorte technique, en
fonction de 'abondance du matériel. La cohorte technique a été complétée par deux cytoblocs de
lignées cellulaires surexprimant HER2 (SKBR-3 et ZR75.30) et un bloc de tissu controle
correspondant a du tissu amygdalien. Une lame en coloration standard hématoxyline-éosine a
été réalisée sur chacun de ces blocs afin de cercler une zone tumorale infiltrante suffisamment
étendue pour réaliser un prélevement de 1,5 mm de diameétre. Ces zones ont été reportées sur
les blocs. Par la suite, une carotte de tissu de 1,5 mm a été prélevée sur chaque bloc dans la zone
cerclée et incluse au sein d'un bloc vierge (une carotte par bloc) a I'aide du tissue microarrayer
TMA Grand Master 3DHISTECH (Figure 13A). Cette étape aboutissait a la réalisation de 17 blocs
comprenant chacun une carotte de tissu tumoral de 1,5 mm de diametre (Figure 13B). Pour

mémoire, les blocs originaux ont été utilisés pour la cohorte de validation (biopsies).

Figure 13 : Réalisation des blocs de la cohorte technique. A : utilisation du TMA Grand Master

3DHISTECH ; B : blocs de la cohorte technique (en haut) et blocs originaux (en bas).
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D. IMMUNOHISTOCHIMIE

L’étude immunohistochimique a été réalisée sur des coupes de 3 um d’épaisseur a partir des
blocs de la cohorte technique (avant utilisation pour la technique de réaction de polymérisation
en chaine (PCR) quantitative) et des blocs originaux de la cohorte de validation. L’anticorps
diagnostique utilisé était I'anticorps Ventana® anti-HER2 /neu, clone 4B5 (Roche diagnotics). Il
s’agissait d'un anticorps monoclonal de lapin prédilué. Les immunomarquages ont été réalisés
de maniére automatisée sur automate Ventana® Benchmark Ultra. Le protocole
d'immunomarquage comprenait entre autres une étape de démasquage antigénique a pH
basique (pH = 8,4). La fixation de I'anticorps primaire a la membrane était visualisée avec le kit
de révélation Ventana® ultraView. L’activité peroxydase était révélée en présence d’eau
oxygénée et de DAB (3,3’-diaminobenzidine). Les lames étaient contre-colorées a I'hématoxyline

de Mayer.

Les résultats ont été interprétés selon les recommandations ASCO®/CAP 2013 et

GEFPICS 2014 [104, 105, 150].

E. HYBRIDATION IN SITU EN FLUORESCENCE (FISH)

L'hybridation in situ a été réalisée sur des coupes tissulaires de 3 um d'épaisseur a partir des
blocs de la cohorte technique (avant utilisation pour la technique de PCR quantitative) et des
blocs originaux de la cohorte de validation. Les sondes fluorescentes utilisées étaient les sondes
Dako SureFISH Chr17 CEP 436 kb P5 green et 17q12 HER2 191 kb orange red. Les spectres
d'excitation et d'émission (ex/em) de ces sondes sont 495/517 nm pour la sonde green et
547/565 nm pour la sonde orange red. Les filtres adéquats sont le filtre FITC pour la sonde
green et le filtre Cy3 pour la sonde orange red. Pour chaque lame, 0,5 pL de chacune des sondes
étaient dilués dans 9 pL tampon Dako IQ FISH pour un volume total de 10 pL. Les spectres
d’excitation et d’émission du DAPI, de lisothiocyanate de fluorescéine (FITC) et de la

cyanine 3 (Cy3) sont représentés sur la Figure 14.
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Figure 14 : Spectres d'excitation (pointillés) et d'émission (traits pleins) du DAPI, de la

fluorescéine (FITC) et de la cyanine 3 (Cy3)

Le protocole d'hybridation in situ recommandé par le fabricant (Dako) et utilisé pour ce travail

était le suivant :

o Déparaffinage et réhydratation

Xyléne 2 x5 min
Ethanol 100% 2 x 2 min
Ethanol 70% 2 x 2 min
Tampon de lavage 2 min

e Prétraitement au bain-marie

Immerger les lames dans la solution de prétraitement 10 mina 97°C
Sortir le bac et le laisser refroidir 15 min a T° ambiante
Rincer les lames dans le tampon de lavage 2 x 3 min

e Digestion enzymatique par la pepsine préte a l'emploi

Appliquer la pepsine froide pour recouvrir 1'échantillon (5 a 8 gouttes / lame)
Placer immédiatement les lames sur I'Hybridizer (Dako) avec couvercle ouvert a 37°C
Incuber les lames sur I'Hybridizer (Dako) 5mina37°C

Eliminer la pepsine et placer les lames dans le tampon de lavage 2 x 3 min
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e Déshydratation

Déshydrater les coupes en les immergeant dans des bains
d'alcool a 70%, 90% et 100% 2 min chaque bain
Laisser sécher les lames en position verticale 15 - 30 min

e Application de la sonde

Appliquer la sonde diluée au centre de la coupe 10 pL par lame
Appliquer immédiatement la lamelle pour permettre a la sonde de s'étaler

e Dénaturation et hybridation automatiques avec 1'Hybridizer

Dénaturation 10 min a 82°C
Hybridation 120 min a 45°C

e [avage stringent

Préparer 2 bacs de tampon de lavage stringent dilué

Placer 1 bac avec couvercle dans le bain-marie pour préchauffer  63°C

Garder le deuxiéme bac a température ambiante

Retirer la colle et les lamelles des lames de la chambre d'hybridation

Placer les lames dans le bac de tampon de lavage stringent a T® ambiante
Transférer les lames dans le bac de tampon de lavage stringent

au bain-marie 10 min a 63°C
Rincer dans le tampon de lavage 2 x 3 min

e Déshydratation

Déshydrater les coupes en les immergeant dans des bains
d'alcool a 70%, 90% et 100% 2 min chaque bain
Laisser sécher les lames en position verticale 15 - 30 min

e Montage des lames

Appliquer le milieu de montage contenant le DAPI 15 pL par lame

Stocker les lames 2a8°C

Notons ici que les lames de DISH réalisées pour les diagnostics initiaux avaient été réalisées de

maniere automatique avec le kit INFORM HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail (Roche diagnostic)

sur automate Ventana® Benchmark Ultra selon les recommandations du fabricant.
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F. LECTURE ET INTERPRETATION DES LAMES DE FISH

La lecture et I'interprétation des lames de FISH de la cohorte de validation ont été réalisées selon
deux modalités différentes. Les lames numérisées ont été examinées via le logiciel 3DHISTECH
Case Viewer 2.0 permettant une superposition des trois canaux DAPI, FITC, Cy3. Chaque cas de
FISH a aussi été analysé de maniére automatisée via le logiciel 3DHISTECH QuantCenter 2.0 avec

les réglages optimum selon les résultats obtenus sur la cohorte technique (cf partie IV. B. p89).

Selon les recommandations du GEFPICS, I’évaluation du statut HERZ devait se faire dans la zone
positive en IHC ou dans les zones paraissant amplifiées sur plus de 20 cellules carcinomateuses
contigués pour ne pas tenir compte des cellules amplifiées isolées. Les noyaux chevauchants

devaient étre évités.

G. PCR QUANTITATIVE

G.1 EXTRACTION D'ADN

L'extraction d'ADN a été réalisée a partir des blocs de paraffine de la cohorte technique avec le
kit Promega Maxwell® 16 FFPE Tissue LEV DNA Purification kit. Une vingtaine de coupes de
10 um d'épaisseur étaient débitées et utilisées pour 'extraction. Une coupe de 3 um d'épaisseur
était étalée en fin de bloc pour controle morphologique en coloration standard. Le dosage des
ADN extraits était réalisé par technique fluorométrique avec 1 uL d'échantillon a tester, le test

Invitrogen™ Qubit™ et le dispositif ThermoFisher Scientific Qubit™ 3.0 Fluorometer.

G.2 PROTOCOLE DE PCR QUANTITATIVE

Nous avons utilisé le protocole précédemment décrit par Jacquemier ] et coll. utilisant 10
couples d'amorces réparties comme suit : 2 pour HERZ (exon 8 et 26), 5 pour la détection d'une
polysomie du chromosome 17 (TAOK1 en 17q11.2, UTP6 en 17q 11.2, MRM1 en 17q12, MKS1 en
17q22 et SSTR2 en 17q24), et 3 pour contrdle de la diploidie (TSN en 2q14, LAP3 en 4p15 et
ADAMTS16 en 5p15) [151]. Les séquences des couples d'amorces sont détaillées dans le
Tableau 7.
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Tableau 7 : Couples d'amorces utilisés pour la PCR quantitative

Géne

Localisation Taille

Séquence 5' vers 3'

ERBB2

TAOK1

UTP6

MRM1

MKS1

SSTR2

TSN

LAP3

17g21.1

17g21.1

17q11.2

17q11.2

17912

17922

17q24

2q14

4p15

ADAMTS16 5p15

84

80

75

88

68

59

63

70

62

69

rcrcrcrCcrcrcrCcHCcrH CcrC

ACGGACGTGGGATCCTGCA
CTTCTCACACCGCTGTGTTCCAT
ACATGACCCCAGCCCTCTACA
GGGCAACGTAGCCATCAGTCT
CAGGCCAGGTGAAACTTGCTGA
ACGGCGTTCCCACAAAGGAA
CCTTGGTAGACCTGAGAACTGTGGA
TTTAGCTACAAATGCCTCTGCTGACT
TTTGGGGCTGTGCTGCGTT
CTGTTTCTCCGGCTGGTGATGA
CCTGTGTACTCTGAAGGTGGATAGCA
CCGTGAAGTCAGGCTTTACTGTGAT
GGTCAAGGTGAGCGGCACAGAT
AGCCGGGATTTGTCCTGCTTACT
CAGCGTGACTGCTGGAGACTACT
ACCGGAATCCAGCTCATTGAT
TGATGCTGAGGGGAGGCTCATA
TCGGGTTAAACGTGTGTGCGTA
TGGTCTCTGCCTACGAGGTTGA
GCCGCTGATGGTGCATGAT

Chaque échantillon était analysé en duplicat dans un volume de réaction de 10 uL. Chaque puits

contenait :

e 5L de SYBR Premix Ex Taq™ (Tli RNaseH Plus), ROX Plus Takara,

e 0,25 pL d'amorce sens,

e 0,25 pL d'amorce antisens,
e 2 uL d'échantillon d'ADN,
o 2,5 uL d’eau distillée stérile.

La PCR quantitative était réalisée en 40 cycles sur le thermocycleur ThermoFisher Scientific

StepOne Plus™ Real-Time PCR System selon le schéma présenté en Figure 15.
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Figure 15 : Caractéristiques du cycle de PCR utilisé pour I'analyse en PCR quantitative

Les résultats (courbes de fusion et courbes d’amplification) étaient analysés avec le logiciel
StepOne Software v2.2.2. Les seuils d’amplification utiles pour ’évaluation du Ct (Cycle
threshold) étaient le plus souvent satisfaisants en mode automatique et conservés pour l'analyse.
Les Ct de chaque réaction étaient consignés dans le tableur Excel utilisé par Jacquemier et coll.
permettant un calcul automatique du nombre de copies du centromére 17 et de HERZ avec pour
référence les génes témoins de diploidie. Pour étre comparables avec la FISH, les données de
gPCR étaient exprimées par le nombre médian de copies des cinq genes utilisés comme contréle
du centromere 17 et de la polysomie du chromosome 17, et le nombre médian de copies du géne

HERZ2. Ces deux nombres étaient alors utilisés pour calculer le ratio HERZ /centromerel7.

H. NUMERISATION DES LAMES ET ANALYSE D’ IMAGE

H.1 SCANNER DE LAME ET LOGICIEL DE CONTROLE DU SCANNER

Le scanner de lame utilisé pour 'ensemble des numérisations de ce travail était le 3DHISTECH
Pannoramic 250. Le mode « fond clair automatique » était utilisé pour la numérisation des lames
en coloration standard et des lames d'IHC. Le mode « fluorescence manuel » était utilisé pour la
numérisation des lames de FISH de la cohorte technique et de la cohorte de validation. Le
systeme de gestion utilisé était la plateforme Imag’IN IUC. Le contrdle du scanner s’effectuait

avec le logiciel Pannoramic Scanner.

H.2  CHOIX DES FILTRES
Un profil de filtres a été créé pour ce travail, comprenant les filtres SR DA+FI+TR+Cy5 pour le

DAPI, ZS 38HE GFP SFree pour le FITC et ZS 43HE Cy3 SFree pour la Cy3. Les bandes passantes
des différents filtres et les longueurs d’onde d’excitation/émission des fluorochromes sont

consignées dans le Tableau 8.
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Tableau 8 : Profil de filtres utilisé pour la numérisation de I'ensemble des lames de FISH

Filtre Type Couleur Bande passante Fluorochrome  Longueur d’onde
(Ex/Em) (nm) (Ex/Em) (nm)
ZS 38HE GFP SFree 1-Band  Vert 472-490 / 500-550  FITC Dako 495 /520
ZS 43HE Cy3 SFree 1-Band  Orange 538-562 /570-640 Cy3 Dako 547 / 565
Bleu 381-393 / 420-460  DAPI 360 / 460

SR DA+FI+TR+Cy5-B  4-Band

H.3 ScaANMAP

Des ScanMap, correspondant a une prévisualisation grossiere du tissu via uniquement le canal
bleu (DAPI), ont été réalisées pour I'ensemble des lames de la cohorte de validation afin de
repérer les zones de carcinome infiltrant en référence a la lame en coloration standard et a la
lame d’IHC. Ces zones ont été cerclées afin que la numérisation définitive soit centrée sur ces
foyers infiltrants. Le cerclage des zones d’intérét a été réalisé grace au logiciel 3DHISTECH Case

Viewer 2.0.

H.4 REGLAGES DE MISE AU POINT ET D’EXPOSITION

Les réglages de mise au point et d’exposition étaient effectués lame par lame dans l'onglet
« Hardware » du logiciel de contréle du scanner pour I'ensemble des lames de FISH de ce travail.
Ces réglages étaient réalisés canal par canal (filtre par filtre), notamment pour le temps
d’exposition. Les valeurs classiques de temps d’exposition étaient de 2 a 20 ms pour le canal bleu
avec un gain digital de 1 a 2; 40 a 100 ms pour le canal orange avec un gain digital de 4 a 5 ; et
60 a 110 ms pour le canal vert avec un gain digital de 4 a 5. La fréquence d’ajustement du focus

(sur le canal bleu) était d’'un réglage toutes les deux dalles acquises.

H.5 AUTRES REGLAGES
L’acquisition des images en fluorescence se faisait en 9 niveaux d’acquisition autour du point de

focus (évalué sur le canal bleu) séparés de 0,4 pum pour les trois canaux (Figure 16). L’acquisition
des trois canaux était réalisée pour chaque dalle avant de passer a la suivante. Aprés acquisition,
chaque série de 9 images était compilée pour ne former qu’'une seule image fusionnée : il s’agit
du mode « focus étendu ». Le canal utilisé pour I'ajustement des dalles étaient le canal bleu

(DAPI).
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Figure 16 : Schéma représentant I'acquisition en 9 niveaux, soit 4 niveaux de part et

d'autre du plan focal

H.6 ANALYSE D'IMAGE

Toutes les analyses d’image ont été réalisées grace au logiciel 3DHISTECH QuantCenter 2.0,
module FISHQuant. Les profils utilisés correspondaient aux algorithmes développés pour ce
travail (cf p. 74). Chacune des zones analysées correspondait a une annotation tracée dans le

logiciel 3DHISTECH Case Viewer 2.0.

H.6.1 COHORTE TECHNIQUE

L’échantillon « D10 » de la cohorte technique a été utilisé comme témoin positif et témoin négatif
des analyses automatisées de FISH étant donné qu’il comportait un foyer de carcinome infiltrant
avec amplification forte du géne HERZ (cerclé comme « controle positif ») et un foyer de glandes
mammaires non tumorales adjacent (cerclé comme « contréle négatif»). La tumeur de
I'échantillon « D10 » était de grade III selon Elston et Ellis, avec un grade nucléaire de 3. Sur ces
controles positif et négatif ont été réalisées de multiples analyses avec différents réglages de
taille des noyaux. Des tailles de noyaux entre 5 et 11 um ont été testées sur chacun de ces
témoins et avec les trois algorithmes. Afin d’évaluer la qualité de la segmentation et du
classement des noyaux en termes de sensibilité et de spécificité, chacun de ces noyaux a été revu
manuellement et corrigé si besoin. Les erreurs de segmentation manifestes étaient reclassées

systématiquement en « artefact » si ce n’était pas le cas.
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Tous les échantillons de la cohorte technique ont été analysés avec le réglage optimal en terme
de taille des noyaux et d’algorithme de classification des noyaux afin d’obtenir notamment la
surface moyenne des signaux HERZ par noyau et le rapport moyen de la surface des signaux
HER?Z sur la surface du noyau. Ces résultats étaient par la suite comparés aux résultats de PCR
quantitative dans le but d’évaluer la corrélation entre la surface des signaux HERZ et le nombre

de copies du gene HERZ en PCR quantitative.

H.6.2 COHORTE DE VALIDATION

L’ensemble des cas de la cohorte de validation ont été analysés avec les trois algorithmes de
classification des noyaux, avec un réglage de taille des noyaux basé sur la taille de noyau

optimale obtenue sur I’échantillon D10 de la cohorte technique.

I. DEVELOPPEMENT DES ALGORITHMES

Le développement des algorithmes de classification des noyaux était réalisé a partir des fichiers
_ActualProbes fish.xml et ProbeRepository.xml présents dans le répertoire
C:\ProgramData\3DHISTECH\IA\XML. Le langage utilisé est le XML (Extensible Markup
Language, langage de balisage extensible), avec pour interface les logiciels NotePad++ v6.9.1 sur

Windows et TextWrangler sur Mac.

J. ANALYSE STATISTIQUE

Afin d’évaluer la normalité de distribution des échantillons utilisés pour comparer les
caractéristiques des noyaux vrais positifs et faux positifs d’'une part et vrais négatifs et faux
négatifs d’autre part, le test de Shapiro-Wilk a été réalisé avec un intervalle de confiance de 95%.
Si le p était inférieur a 0,05, I'hypothése nulle était rejetée et les données étaient considérées
comme non issues d’'une population normalement distribuée. Afin d’évaluer des variances des
échantillons utilisés pour comparer les caractéristiques des noyaux vrais positifs et faux positifs
d’une part et vrais négatifs et faux négatifs d’autre part, le test d’égalité des variances ou test de
Fisher a été réalisé avec un intervalle de confiance de 95%. Si le p était inférieur a 0,05,
I’hypothése nulle était rejetée et les variances des deux groupes étaient considérées comme
différentes. Les tests d’'indépendances des proportions ont été réalisés par un test du x* avec un
intervalle de confiance de 95%. Afin de comparer les moyennes des différentes caractéristiques
des noyaux vrais positifs et faux positifs d'une part et vrais négatifs et faux négatifs d’autre part,
le test Wilcoxon non apparié a été réalisé avec un intervalle de confiance de 95%. Pour mesurer

la corrélation entre la surface moyenne des signaux HERZ par noyau et le nombre de copies de

74



HERZ par noyau en PCR quantitative, une analyse de régression linéaire a été effectuée avec un
intervalle de confiance de 95%. Pour mesurer le degré de concordance entre les différentes
techniques de lecture, le coefficient Kappa de Cohen (k) a été estimé avec un intervalle de
confiance de 95%. L’interprétation des résultats était basée sur I'échelle proposée par Landis et
Koch [152]: un k entre 0,8 et 1 représente une concordance presque parfaite, un k entre 0,6 et
0,8 représente une concordance une concordance forte et un k entre 0 et 0,6 représente une
concordance faible a modérée. Les résultats étaient considérés comme statistiquement

significatifs lorsque p < 0,05.

Les analyses statistiques ont été réalisées avec les logiciels Excel 2010 pour Windows, R-3.3.1

pour Windows et GraphPad Prism 5.
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IV. RESULTATS

A. DEVELOPPEMENT DES ALGORITHMES DE CLASSIFICATION DES

NOYAUX

L’algorithme de classification des noyaux est requis apres I'étape de segmentation nucléaire et
correspond aux « régles » que 'on dicte au logiciel afin de classer les noyaux dans différentes
catégories en fonction du nombre et du type de signaux observés. Nous avons développé trois

algorithmes basés sur trois approches différentes :

e Un algorithme se basant stricto sensu sur les derniéres recommandations du
GEFPICS [104], appelé « FXF » (Figure 17),

e Un algorithme correspondant a une adaptation du précédent algorithme permettant de
surseoir a certaines anomalies et prenant en compte différents cas particuliers, appelé
« adapt » (Figure 18),

o Un algorithme basé sur une approche cytogénétique selon les habitudes du service de
cytogénétique de l'Institut de Cancérologie Gustave Roussy a Villejuif, appelé « cyto»

(Figure 19).

76



Figure 17 : Algorithme "FXF"
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Figure 18 : Algorithme "adapt”
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Figure 19 : Algorithme "cyto"”

79



A1 ALGORITHME « FXF »
Cet algorithme se base sur les recommandations actuelles en termes d’évaluation du statut HERZ

en hybridation in situ. Il n’a fait I'objet d’aucun ajustement. Le fichier créé est nommé
«ProfilIQHER2 FXF.xml» et se situe dans le répertoire
C:\ProgramData\3DHISTECH\IA\XML. La définition des regles se situe entre les balises

<Probe et </Probe>.

A.1.1 CLUSTER « NEGATIVE »

<Cluster
Name="Negative"
Color="FF008000">
<Expression><![CDATA[ (Gene > 0 && Control > 0) && (Gene < 4)]]></Expression>

</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés négatifs selon les critéres suivants :
e Au moins une copie de HERZ et une copie du CEP17
e Moins de 4 copies de HERZ

Ces noyaux seront colorés en vert.

A.1.2 CLUSTER « AMPLIFICATION »

<Cluster
Name="Amplification"

Color="FFFF0000">

<Expression><! [CDATA[ (Gene > 0 && Control > 0) && ((Gene >= 6) || ((Gene >= 4
&& Gene < 6) && (Gene/Control >= 2)))]]></Expression>
</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés amplifiés selon les critéres suivants :
¢ Au moins une copie de HERZ et une copie du CEP17
e 6 copies ou plus de HERZ ou 4 a 6 copies de HERZ avec un ratio HER2 /CEP17 supérieur
ou égal a 2.

Ces noyaux seront colorés en rouge.
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A.1.3 CLUSTER « AMBIGUOUS »

<Cluster

Name="Ambiguous"

Color="FFFFA500">

<Expression><! [CDATA[ (Gene > 0 && Control > 0) && ((Gene >= 4 && Gene < 6) &&
(Gene/Control < 2))]]1></Expression>

</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés équivoques selon les critéres suivants :
e Au moins une copie de HERZ et une copie du CEP17
o Entre 4 et 6 copies de HERZ
e Ratio HER2/CEP17 inférieur a 2.

Ces noyaux seront colorés en orange.

A.1.4 CLUSTER « EMPTY NUCLEI »

<Cluster
Name="Empty Nuclei"
Color="FF808080">
<Expression><! [CDATA [Gene+Control==0]]></Expression>

</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés vides selon les critéres suivants :
e Aucun signal HERZ ni CEP17

Ces noyaux seront colorés en gris.

A.1.5 CLUSTER « OTHER/ARTEFACT »

<Cluster
Name="Other/Artefact"
Color="FFFFFFFF">
<Expression><! [CDATA[true] ]></Expression>

</Cluster>
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Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés comme artéfactuels selon les critéres
suivants :

e Noyau qui ne correspond a aucune autre catégorie

Ces noyaux seront colorés en blanc.

A.2  ALGORITHME « ADAPT »
Cet algorithme est une adaptation de l'algorithme FXF prenant en compte l'existence de

différents niveaux d’amplification et de cas particuliers tels que les monosomies du
chromosome 17, les tumeurs aneuploides et les co-amplifications du centromeére 17. Le fichier
créé est nommé «ProfilIQHER2 adapt CF.xml» et se situe dans le répertoire
C:\ProgramData\3DHISTECH\IA\XML. La définition des régles se situe entre les balises

<Probe et </Probe>.

A.2.1 CLUSTER « NEGATIVE »

<Cluster

Name="Negative"

Color="FF008000">

<Expression><! [CDATA[ (Gene > 1 && Gene < 4) && (Control > 0 && Control <
4)]]></Expression>

</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés négatifs selon les critéres suivants :
e 2 ou 3 copiesde HERZ
e 1,2 ou 3 copies du CEP17 (certaines monosomies du chromosome 17 se retrouvent dans
cette catégorie)

Ces noyaux seront colorés en vert.

A.2.2 CLUSTER « MONOSOMY »

<Cluster
Name="Monosomy"

Color="FFF5F5DC">

<Expression><! [CDATA[ (Gene==1 && Control == 1) | (Gene==0 && Control
==1) | (Gene==1 && Control==0)]]></Expression>
</Cluster>
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Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés comme présentant une monosomie du
chromosome 17 selon les critéres suivants :

e Une copie de HERZ et une copie du CEP17

e OU une copie du CEP17 et aucune copie de HERZ

e OU une copie de HERZ et aucune copie du CEP17

Ces noyaux seront colorés en beige.

A.2.3 CLUSTER « EQUIVOCAL — POLYSOMY »

<Cluster

Name="Equivocal - Polysomy"

Color="FFFFFFOO0">

<Expression><![CDATA[ (Control > 2 && Control < 6) && (Gene > 3 && Gene <
6)]]1></Expression>

</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés comme équivoques ou présentant une
polysomie du chromosome 17 selon les critéres suivants :

e 3ab5copies du CEP17

e 4 o0ub5 copies de HER2

Ces noyaux seront colorés en jaune.

A.2.4 CLUSTER « AMPLIFICATION — WEAK »

<Cluster
Name="Amplification - weak"

Color="FFFFA500">

<Expression><! [CDATA[ (Control > 0) && ((Gene == 4 && Gene/Control >= 2) | (Gene
== 5 §&& Gene/Control >=2))]]></Expression>
</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés comme présentant une amplification
faible selon les critéres suivants :

e Aumoins une copie du CEP17

e 4 oub5 copies de HERZ et ratio HER2 /CEP17 supérieur ou égal a 2

Ces noyaux seront colorés en orange.
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A.2.5 CLUSTER « AMPLIFICATION — STRONG »

<Cluster
Name="Amplification - strong"

Color="FFFF0000">

<Expression><![CDATA[ (Control > 0 && Control < 4) && ((Gene > 5) &&
(Gene/Control >=2))]]1></Expression>
</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés comme présentant une amplification
forte selon les critéres suivants :

e 1a3copies duCEP17

e Aumoins 6 copies de HERZ avec un ratio HERZ /CEP17 supérieur ou égal a 2

Ces noyaux seront colorés en rouge.

A.2.6 CLUSTER « CEP 17 COAMPLIFICATION — OVERLAPPING »

<Cluster
Name="CEP 17 coamplification - Overlapping"

Color="FFFFB6C1">

<Expression><! [CDATA[ (Gene > 0 && Control > 0) && ((Gene >= 0) &&
(Gene/Control < 2))]]1></Expression>
</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés comme présentant une co-
amplification de HER2 et du centromeére 17 ou correspondant a des artefacts de
superposition de noyaux selon les critéres suivants :

e Aumoins une copie de HERZ et une copie du CEP17

e Aumoins 6 copies de HERZ avec un ratio HER2 /CEP17 inférieur a 2

Ces noyaux seront colorés en rouge.

A.2.7 CLUSTER « OTHER.ARTEFACT »

<Cluster
Name="Other/Artefact"
Color="FFFFFFFF">
<Expression><![CDATA[true] ]></Expression>

</Cluster>
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Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés comme artéfactuels selon les critéres
suivants :

e Noyau qui ne correspond a aucune autre catégorie

Ces noyaux seront colorés en blanc.

A.3  ALGORITHME « CYTO »
Cet algorithme correspond a une approche différente de I'interprétation de résultats de FISH :

I'approche des cytogénéticiens. Elle consiste a répertorier 'ensemble des profils de noyaux
existants et a les classer selon le phénomene biologique en cause. Nous avons développé un
algorithme basé sur le modéle utilisé par 'équipe de cytogénétique de I'Institut de Cancérologie
Gustave Roussy a Villejuif (Tableau 9). Une suspicion de monosomie du chromosome 17 est
rapportée dans le compte rendu quand les noyaux monosomiques (présentant soit une copie de
HERZ et une copie du CEP17, soit uniquement une copie de HERZ, soit uniquement une copie du
CEP17) représentent plus de 50% de la population de cellules tumorales infiltrantes. Dans ce
cas, le ratio HERZ2/CEP17 n’est pas calculée. Le fichier créé est nommé
«ProfilIQHER2 cyto CF.xml» et se situe dans le répertoire
C:\ProgramData\3DHISTECH\IA\XML. La définition des regles se situe entre les balises

<Probe et </Probe>.
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Tableau 9 : Exemple de grille de lecture d'une FISH HERZ2 en cytogénétique. N : normal ; G : gain ; P : polysomie ;

A : amplification

CEP17 (vert) 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4 5-6 5-6
2 3-4 5-6 7-8 3 4-5 6-7 8-9 4 5-6 7-8 10-12]| 5-6 8-10

HER2 (rouge)

Nbre de cellules 18 30 14 5 4 2 5 5 2 5 2 3 2 3

Statut du gene N G A A P G A A P G G A P G

A.3.1 CLUSTER « NEGATIVE »

<Cluster
Name="Negative"

Color="FF008000">

<Expression><! [CDATA[ (Gene == 2) && ((Control == 2) | (Control ==
1)) ]11></Expression>
</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés négatifs selon les critéres suivants :
e 2 copies de HER2
e 1 ou 2copiesduCEP17

Ces noyaux seront colorés en vert.

A.3.2 CLUSTER « MONOSOMY »
Sa définition est identique au cluster « Monosomy » de I'algorithme « adapt ».
<Cluster

Name="Monosomy"

Color="FFF5F5DC">

<Expression><! [CDATA[ (Gene== && Control == 1) | (Gene== && Control
==1) | (Gene==1 && Control==0)]]></Expression>
</Cluster>
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Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés comme présentant une monosomie du
chromosome 17 selon les critéres suivants :

e Une copie de HERZ et une copie du CEP17

e OU une copie du CEP17 et aucune copie de HERZ

e OU une copie de HERZ et aucune copie du CEP17

Ces noyaux seront colorés en beige.

A.3.3 CLUSTER « POLYSOMY »

<Cluster
Name="Polysomy"

Color="FFFFFFOO0">

<Expression><! [CDATA[ (Gene > 2 && Gene < 7) && (Control ==
Gene) ] ] ></Expression>
</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés comme présentant une polysomie du
chromosome 17 selon les criteres suivants :

e 3 a6 copies de HER2

o Nombre de copies du CEP17 = nombre de copies de HER2

Ces noyaux seront colorés en jaune.

A.3.4 CLUSTER « GAIN »

<Cluster
Name="Gain"

Color="FFFFA500">

<Expression><! [CDATA[ (Gene > 2) && ((Gene/Control <= 2) && (Gene/Control >
1)) ]1></Expression>
</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés comme présentant un gain du
chromosome 17 selon les critéres suivants :

e 3 copies ou plus de HERZ

e Ratio HERZ2/CEP17 supérieur a 1 et inférieur ou égal a 2

Ces noyaux seront colorés en orange.
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A.3.5 CLUSTER « AMPLIFICATION »

<Cluster
Name="Amplification"
Color="FFFF0000">
<Expression><! [CDATA[ (Gene > 4) && (Gene/Control > 2)]]></Expression>

</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés comme présentant une amplification
selon les criteres suivants :

e 5 copies ou plus de HERZ

e Ratio HERZ/CEP17 supérieur a 2

Ces noyaux seront colorés en rouge.

A.3.6 CLUSTER « OTHER/ARTEFACT »

<Cluster
Name="Other/Artefact"
Color="FFFFFFFF">
<Expression><! [CDATA[true]]></Expression>

</Cluster>

Ce cluster définit les noyaux qui doivent étre considérés comme artéfactuels selon les critéres
suivants :

e Noyau qui ne correspond a aucune autre catégorie

Ces noyaux seront colorés en blanc.

A4 AUTRES CONSIDERATIONS SUR LES ALGORITHMES
Outre ces «regles » de classification des noyaux, ces algorithmes renferment également des

critéres non accessibles via I'interface utilisateur du logiciel. Citons notamment deux réglages :

A.4.1 FILTRE NUCLEAIRE PAR FORME

<Nuclei filter by shape
Filter="False"
Minimum="0"

Maximum="0" />
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Ce réglage est situé au sein du paragraphe NucleiSegmentationParameters. Il pourrait
permettre de donner un seuil concernant la variable « Shape factor » pour la segmentation
nucléaire. Ce réglage n’a pas été modifié pour notre travail mais cette possibilité sera discutée

plus loin.

A.4.2 PARAMETRE DE DISTANCE DE FUSION DES SIGNAUX

<FusionDistanceParameters
AutoFusionDistance="True"

FusionDistance="1" />

Ce réglage est situé au sein du paragraphe ProbeProperties. Il pourrait permettre d’adapter
la distance maximale autorisée entre deux signaux pour qu'ils soient considérés comme une

seule copie du gene. Ce réglage n’a pas été modifié pour notre travail.

B. PARAMETRES DE L'ANALYSE D'IMAGE

B.1  INTERFACE DU LOGICIEL ET VARIABLES D’ENTREE
Apreés le chargement de la lame et 'ouverture du module FISHQuant dans le QuantCenter,

'interface du logiciel se présente comme le montre la Figure 20. Sur la droite de I'écran, si
I'option « Scenario Builder » est activée, nous pouvons visualiser en temps réel un apercu
approximatif des résultats de segmentation nucléaire et de classification des noyaux obtenus

avec les réglages définis.
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Figure 20 : Interface du module FISHQuant du logiciel 3DHITECH QuantCenter

La partie gauche de I'écran comprend de multiples réglages (cadre rouge, Figure 20). Nous
consideérerons ces réglages comme les variables d’entrée de I'analyse d’'image, étant donné qu‘ils
précédent et conditionnent la mise en ceuvre des algorithmes de segmentation et de

classification des noyaux :

e La partie « Channel Assigment » définit les canaux du profil de fluorochromes utilisé et
nous propose de définir le seuil de sensibilité de détection des signaux HERZ et CEP17.
Par défaut, le mode « automatique » est coché. Nous n’avons pas modifié ce parametre
dans notre travail.

e Lapartie « Advanced Settings » définit :

o Le seuil de détection des noyaux (canal DAPI), que nous avons laissé, par
défaut, en automatique dans notre travail.

o Le lissage des contours : il s’agit d’'un index situé entre 1 et 15 permettant un
adoucissement des contours des noyaux segmentés. Nous I'avons fixé a 9 pour
I'ensemble de notre travail.

o La taille des noyaux : cette taille est exprimée en pm, sans plus de précision sur
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la méthode de mesure. Elle donne une approximation de la mesure moyenne des
noyaux apres segmentation. Au cours de notre travail, nous avons modifié ce
parameétre de la valeur 5 a la valeur 11 afin de rendre compte de I'impact de cette
taille sur les résultats obtenus.

o Le contraste minimal des noyaux: cette valeur diminue drastiquement le
nombre de noyaux segmentés quand on l'augmente, et entraine des erreurs de
segmentation quand on le diminue tout en augmentant la part de noyaux
artéfactuels (Figure 21). La valeur « 14 » définie par défaut et conseillée par le
fabricant a été maintenue pour I'ensemble du travail.

o Le réglage manuel de taille des noyaux : ce réglage facultatif permet de définir
les tailles minimale et maximale des noyaux segmentés. Notre expérience montre
un comportement imprévisible de l'algorithme de segmentation lors de
'utilisation de ce réglage (données non présentées). Nous n’avons donc pas

utilisé ce réglage pour notre travail.

Figure 21 : Modification de la segmentation nucléaire en fonction de la valeur de la variable "Min. nuclei
contrast”. Echantillon "D10", algorithme « cyto ». Les noyaux cerclés de blanc sont classés comme artéfactuels. Les

noyaux cerclés de rouge sont classés comme amplifiés.

e La partie « Classification Parameters » permet de définir une alerte quand le nombre de
noyaux artéfactuels dépasse un certain pourcentage, et de définir un nombre d’objet a
compter au-dela duquel I'analyse d’'image est interrompue. Pour notre travail, nous

avons laissé les valeurs par défaut pour ces réglages.

B.2  EXPORTATION DES DONNEES ET VARIABLES DE SORTIE
Les données d’analyse d'image peuvent étre exportées sous trois formes différentes dans le

module FISHQuant :

o Les données générales comprennent le nombre d’objets classés dans chaque catégorie

(selon les regles de I'algorithme de classification des noyaux) et leur pourcentage par
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rapport a 'ensemble des noyaux segmentés.

o Les données par objet comprennent les données détaillées de chaque objet (ou noyau)

segmenté sous forme de multiples variables que nous nommerons « variables de

sortie » :

O

O

La surface de I'objet.

Le périmétre de I'objet.

Le facteur de forme de l'objet : compris entre 0 et 1. Un cercle parfait ayant la
valeur maximale de 1.

Le nombre, la surface moyenne et le diamétre moyen des signaux CEP17 dans
'objet.

Le nombre, la surface moyenne et le diamétre moyen des signaux HER2 dans

l'objet.

Au cours de ce travail, nous avons créé d’autres variables de sortie a partir de calculs sur

les variables de base fournies par le logiciel :

O

@)

La surface totale des signaux HER2 et CEP17 par objet.

Les ratios HER2/CEP17 en termes de nombres de signaux et de surface totale de
ces signaux par objet. Pour pouvoir affirmer l'intérét éventuel du ratio
HER2/CEP17 en terme de surface totale de ces signaux par noyau, nous avons
montré que la taille moyenne des signaux HERZ et CEP17 avait le méme ordre de
grandeur sur plus de 3 000 noyaux segmentés a partir de I’échantillon « D11 »
correspondant au tissu amygdalien (témoin négatif). On mesurait une surface de

0,53 um? pour les signaux CEP17 et 0,54 um? pour les signaux HERZ.

e Les données de répartition des différentes combinaisons de nombres de signaux HERZ

et CEP17 au sein de chaque classe. Ces données de répartition n'ont pas été utilisées

dans notre travail. Ce point sera abordé dans le chapitre discussion.
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C. ETAPE TECHNIQUE

L'étape technique avait pour but de préparer au mieux l'analyse d'image de la cohorte de

validation. Plusieurs objectifs étaient définis :

e Sur un échantillon comportant une zone "témoin positif" et une zone "témoin négatif" :
o Evaluer la validité intrinseque de chaque algorithme
o Evaluer la validité intrinséque des différents réglages de taille des noyaux
o Evaluer les ajustements post-analyse pertinents selon les variables de sortie
e Surl'ensemble de la cohorte technique
o Evaluer le comportement global en termes de classification des noyaux
o Apprécier les artefacts courants de l'analyse d'image de lames de FISH et leur
impact possible sur les résultats d'analyse
o Evaluer le nombre moyen et la surface moyenne des signaux HERZ par noyau
pour chaque cas afin de le comparer au nombre moyen de copies de HERZ en PCR
quantitative, afin de valider 1'évaluation automatisée du nombre de copie de

HERZ par noyau.

C.1  DESCRIPTION DE LA COHORTE TECHNIQUE
La cohorte technique était composée de 14 tumeurs du sein, de deux contrdles positifs sous la

forme de cytoblocs de lignées cellulaires surexprimant HER2 : ZR75.30 et SKBR-3 (cas E13 et
F17 respectivement), et d'un témoin négatif correspondant a du tissu amygdalien. L’ensemble
des prélévements était fixé au formol et inclus en paraffine. Les tumeurs mammaires
provenaient de patientes prises en charge par tumorectomie (n = 8), mastectomie (n = 5) ou
métastasectomie (n=1) a l'Institut Claudius Regaud ou a I'Institut Universitaire du Cancer -
Oncopole de Toulouse entre 2014 et 2016. Les caractéristiques cliniques et biologiques des
patientes de la cohorte technique sont résumées dans le Tableau 10. L’anisocaryose, deuxieme
objet de I'évaluation du grade histologique selon Elston et Ellis, était cotée a 2 dans quatre
tumeurs sur les 13 tumeurs gradables et était cotée a 3 dans les 11 autres tumeurs gradables
(métastasectomie exclue). Les deux cytoblocs de lignées cellulaires ont été créés par le
Dr Magali Lacroix-Triki a I'Institut Claudius Regaud en 2007. Le tissu amygdalien provient d'un
patient opéré au Centre Hospitalo-Universitaire Toulouse - Rangueil en 2016 pour amygdalite

chronique.

C.2  DESCRIPTION DU CAS « D10 » : TEMOIN POSITIF ET NEGATIF
L’échantillon « D10 » présentait deux foyers épithéliaux distincts et bien individualisables : un
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foyer de carcinome infiltrant avec amplification forte de HERZ et un foyer de glandes
mammaires péritumorales, qui, par définition, ne présentait pas d’amplification de HERZ
(Figure 22). La qualité technique de la lame de FISH était bonne (peu de bruit de fond, peu
d’autofluorescence) et toutes les caractéristiques de la phase pré-analytique, du tissu a la lame,

étaient comparables.
Deux zones ont été cerclées :

e Témoin positif : zone de 43 021 um? représentée dans la Figure 22C.

e Témoin négatif : zone de 19 290 pm? représentée dans la Figure 22D.

Figure 22 : Echantillon D10. A : présence de carcinome infiltrant en haut et a gauche (p63 négative) et
d'un foyer de glandes mammaires normales en bas a droite (coloration hématoxyline - éosine) ;
B : immunohistochimie avec 'anticorps anti-HER2 (score 3+ sur les cellules tumorales et aucun marquage
des glandes normales) ; C : zone "témoin positif' en FISH avec clusters HERZ ; D : zone "témoin négatif" en

FISH.
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Tableau 10 : Caractéristiques cliniques et biologiques des cas de la cohorte technique. CLI: Carcinome lobulaire infiltrant classique ; CLIP : Carcinome lobulaire infiltrant

pléomorphe ; NST : Carcinome infiltrant de type non spécifique ; NA : Non Applicable ; NR : Non Renseigné.

Immunohistochimie HER2 Hybridation in situ HER2 (DISH)

Age Taille Intensité de  Cellules marquées Nombre de Nombre de Ratio Signaux HERZ
No (an) (mm) Type (OMS) Grade* marquage** (%) copies de HER2 copies du CEP17 HER2/CEP17  en clusters Conclusion
Al 44 25 NST 111 (3) 2 80 5,6 1,6 3,5 Absence Amplification faible
A2 64 6 NST 11(2) 2 50 1,9 1,09 1,7 Absence Suspicion de monosomie, HER2-
A3 58 7 NST 11(2) 2 30 2 1,45 1,37 Absence Suspicion de monosomie, HER2-
B4 76 6 NST 11(3) 3 100 15 3 5 Gros clusters Amplification
B5 70 12 NST 11(3) 2 30 4,42 3,32 1,33 Absence Equivoque
B6 59 5 NST 111 (3) 2 80 6,7 2,6 2,53 Petits clusters Amplification
C7 64 12 NST 11 (3) 3 90 15 3 5 NR Amplification
c8 71 50 CLIP 11(3) 3 90 4,3 2,5 1,7 Petits clusters Equivoque
c9 37 40 NST 111 (2) 3 70 7,9 1,65 4,78 Gros clusters Amplification
D10 74 10 NST 111 (3) 3 100 NA NA NA NA NA
D12 76 NR NA NA 3 100 6,2 1,96 3,16 Petits clusters Amplification
E14 54 18 NST 11 (3) 2 20 4,6 1,85 2,48 Absence Amplification faible
E15 86 22 Micropapillaire 11 (3) 2 50 31 4 0,775 Absence Suspicion de polysomie, HER2-
F16 80 55 Mixte CLI et NST 11(2) 2 10 1,42 1 1,42 Absence Suspicion de monosomie, HER2-

* ]e chiffre entre parentheses correspond au grade nucléaire

** marquage complet
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C.3  VALIDITE INTRINSEQUE DE L’ANALYSE D'IMAGE POUR LA DETECTION DES NOYAUX
NEGATIFS ET POSITIFS

Le but de cette partie de notre travail était de déterminer la sensibilité et la spécificité de

I'analyse d’image pour la détection des noyaux négatifs et positifs. La relecture manuelle réalisée

apres l'analyse d’'image permettait de classer chaque noyau en vrai positif, vrai négatif, faux

positif ou faux négatif. Les critéres de classement sont détaillés dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Classification des noyaux négatifs et positifs. FN : faux négatif ; FP : faux positif ; VN : vrai négatif ; VP

: vrai positif

Classification

Cluster défini par analyse d’image

Cluster défini manuellement

Noyaux négatifs
VP

VN

FP

FN

Noyaux positifs
VP

VN

FP

FN

Négatif ou Monosomie
Autre que Négatif ou Monosomie
Négatif ou Monosomie

Autre que Négatif ou Monosomie

Amplification
Autre que Amplification
Amplification

Autre que Amplification

Négatif ou Monosomie
Autre que Négatif ou Monosomie
Autre que Négatif ou Monosomie

Négatif ou Monosomie

Amplification
Autre que Amplification
Autre que Amplification

Amplification

C.3.1 RESULTATS DE SEGMENTATION NUCLEAIRE COMMUNS A TOUS LES ALGORITHMES

Comme attendu, 'algorithme de classification des noyaux n’avait pas d’'impact sur le nombre de

noyaux segmentés. Quel que soit I'algorithme utilisé, I'analyse d'image détectait entre 156 et

207 noyaux au total, dans les zones « témoin négatif » et « témoin positif », pour des réglages de

taille des noyaux de 5 et 8 um respectivement. En moyenne, 192 noyaux étaient détectés.
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C.3.2 VALIDITE INTRINSEQUE DE L’ANALYSE D’IMAGE AVEC L’ALGORITHME « FXF »

Les résultats sont résumés dans le Tableau 12. Des discordances en termes de clusters entre
I'analyse d’'image et la relecture manuelle étaient retrouvées dans 16 a 24% des noyaux, pour
des tailles de noyaux de 5 et 6 um et de 10 um respectivement. Des discordances en termes
d’amplification vs absence d’amplification étaient retrouvées dans 5 a 11% des noyaux, pour des
tailles de 6 pm et 9 et 10 pm respectivement. La sensibilité de détection des noyaux négatifs
variait entre 98 et 100%, et la spécificité variait entre 86 et 89%. La sensibilité de détection des

noyaux positifs variait entre 88 et 100%, et la spécificité variait entre 88 et 94%.

Tableau 12 : Validité intrinséque de 1'analyse d'image avec l'algorithme "FXF". Se : sensibilité ; Sp : spécificité ;

VPN : valeur prédictive négative ; VPP : valeur prédictive positive.

Taille des noyaux (um)

5 6 7 8 9 10 11
Nombre de noyaux détectés 156 187 196 207 203 199 199
Nombre de discordances
(clusters) n (%) 25(16) 30(16) 36(18) 38(18) 43(21) 47 (24) 42(21)
Nombre de discordances
(amplification) n (%) 12 (8) 10 (5) 14 (7) 16 (8) 22 (11) 21(11) 18(9)
Détection des noyaux négatifs
Se 98% 98% 98% 98% 100% 100% 100%
Sp 88% 87% 86% 88% 89% 88% 89%
VPP 81% 79% 78% 78% 76% 70% 74%
VPN 99% 99% 99% 99% 100% 100% 100%
Détection des noyaux positifs
Se 88% 96% 93% 100% 92% 95% 97%
Sp 93% 94% 92% 91% 88% 88% 90%
VPP 60% 71% 67% 67% 65% 64% 68%
VPN 98% 99% 99% 100% 98% 99% 99%

C.3.3 VALIDITE INTRINSEQUE DE L’ANALYSE D’IMAGE AVEC L’ALGORITHME « ADAPT »

Les résultats sont résumés dans le Tableau 13. Des discordances en termes de clusters entre
I'analyse d’image et la relecture manuelle étaient retrouvées dans 13 a 21% des noyaux, pour
des tailles de noyaux de 5 pum et 9 pum respectivement. Des discordances en termes
d’amplification vs absence d’amplification étaient retrouvées dans 5 a 9% des noyaux, pour des
tailles de 6 et 9 um respectivement. La sensibilité de détection des noyaux négatifs variait entre
98 et 100%, et la spécificité variait entre 88 et 91%. La sensibilité de détection des noyaux

positifs variait entre 86 et 97%, et la spécificité variait entre 92 et 95%.
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Tableau 13 : Validité intrinséque de I'analyse d'image avec I'algorithme "adapt”. Se : sensibilité ; Sp : spécificité ;

VPN : valeur prédictive négative ; VPP : valeur prédictive positive.

Taille des noyaux (um)

5 6 7 8 9 10 11
Nombre de noyaux détectés 156 187 196 207 203 199 199
Nombre de discordances
(clusters) n (%) 21(13) 30(16) 33(16) 36(17) 42(21) 37(18) 39(20)
Nombre de discordances
(amplification) n (%) 9(6) 10(5) 12(6) 13(6) 18(9) 15(8) 13(7)
Détection des noyaux négatifs
Se 98% 99% 99% 98% 100% 100% 100%
Sp 91% 88% 89% 89% 91% 91% 88%
VPP 89% 83% 85% 81% 83% 82% 76%
VPN 99% 99% 99% 99% 100% 100% 100%
Détection des noyaux positifs
Se 88% 92% 93% 97% 86% 92% 92%
Sp 95% 95% 93% 93% 92% 93% 94%
VPP 68% 73% 69% 72% 71% 74% 77%
VPN 99% 99% 99% 99% 97% 98% 98%

C.3.4 VALIDITE INTRINSEQUE DE L’ANALYSE D’IMAGE AVEC L’ALGORITHME « CYTO »

Les résultats sont résumés dans le Tableau 14. Des discordances en termes de clusters entre

I'analyse d’image et la relecture manuelle étaient retrouvées dans 12 a 20% des noyaux, pour

des tailles de noyaux de 5 et 6 pm et 10 pm respectivement. Des discordances en termes

d’amplification vs absence d’amplification étaient retrouvées dans 4 a 10% des noyaux, pour des

tailles de 5 um et 7 pm respectivement. La sensibilité de détection des noyaux négatifs variait

entre 94 et 100%, et la spécificité variait entre 96 et 99%. La sensibilité de détection des noyaux

positifs variait entre 87 et 100%, et la spécificité variait entre 90 et 96%.
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Tableau 14 : Validité intrinseque de I'analyse d'image avec l'algorithme "cyto". Se : sensibilité ; Sp : spécificité ;

VPN : valeur prédictive négative ; VPP : valeur prédictive positive.

Taille des noyaux (um)

5 6 7 8 9 10 11
Nombre de noyaux détectés 156 187 196 207 203 199 199
Nombre de discordances
(clusters) n (%) 18(12) 22(12) 32(16) 38(18) 37(18) 40(20) 33(17)
Nombre de discordances
(amplification) n (%) 7 (4) 11(6) 19(10) 17(8) 19(9) 17(9) 14(7)
Détection des noyaux négatifs
Se 97% 98% 98% 96% 98% 94% 100%
Sp 97% 96% 96% 98% 99% 98% 98%
VPP 95% 92% 92% 95% 98% 94% 94%
VPN 98% 99% 99% 99% 99% 98% 100%
Détection des noyaux positifs
Se 94% 100%  90% 94% 87% 87% 87%
Sp 96% 93% 90% 91% 91% 93% 93%
VPP 74% 68% 62% 69% 71% 74% 74%
VPN 99% 100%  98% 99% 97% 97% 97%

C.3.5 SYNTHESE DE LA VALIDITE INTRINSEQUE DE L’ANALYSE D'IMAGE

Nous avons comparé les proportions de discordances en termes de clusters et de résultats
« amplification vs absence d’amplification » obtenues avec les différents algorithmes et pour
différentes tailles de noyaux. On ne retrouvait pas de différence significative entre les
proportions de noyaux discordants en termes d’amplification vs absence d’amplification, que ce
soit pour les différents algorithmes (p = 0,24) ou pour les différentes tailles de noyaux (p = 0,11).
On ne retrouvait pas non plus de différence significative entre les proportions de noyaux
discordants en termes de clusters entre les différents algorithmes (p = 0,12). En revanche, on
retrouvait une différence significative entre les proportions de noyaux discordants en termes de
clusters pour les différentes tailles de noyaux (x* = 15,9 ; p = 0,01). L'algorithme « cyto » était
associé a un nombre plus faible de discordances en termes de clusters par rapport aux autres
algorithmes (non significatif). De la méme maniere, les tailles de noyaux 5 et 6 um étaient
significativement associées a un nombre plus faible de discordances de clusters que les autres
tailles de noyaux. Les tailles de noyaux 9 et 10 um étaient associées a plus de discordances de

clusters.
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Les données de sensibilité et de spécificité de I'analyse d’'image pour la reconnaissance des
noyaux négatifs d’'une part, et positifs d’autre part sont synthétisées dans la Figure 23. Les
sensibilités et spécificités de détection des noyaux négatifs et positifs variaient entre 86 et
100%. Le meilleur compromis entre les quatre valeurs correspondait aux résultats obtenus avec
'algorithme « cyto » et des tailles de noyaux de 5 pm et 6 um. La taille de noyaux 6 um apportait
I'avantage d’un plus grand nombre de noyaux détectés pour une proportion de discordances
comparable. Le meilleur compromis retenu pour la suite de notre travail était donc 'utilisation

de I'algorithme « cyto » associé a un réglage de taille des noyaux a 6 pm.

Figure 23 : Synthése des données de validité intrinséque de I'analyse d'image pour la détection des noyaux
positifs et négatifs. Se_neg et Sp_neg : sensibilité et spécificité de détection des noyaux négatifs ; Se_pos et

Sp_pos : sensibilité et spécificité de détection des noyaux positifs.
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C.4  CARACTERISTIQUES DES NOYAUX MAL CLASSES PAR L’ANALYSE D'IMAGE
Afin de définir les ajustements post-analyse d’image les plus pertinents, nous avons étudié les

caractéristiques des noyaux mal classés par I'analyse d’image.

C.4.1 CARACTERISTIQUES DES NOYAUX CLASSES DANS LE CLUSTER « AMPLIFICATION » EN
ANALYSE D’IMAGE

On ne retrouvait pas de différence significative entre les noyaux vrais positifs (classés également
dans le cluster « Amplification » en relecture manuelle) et les noyaux faux positifs (reclassés
dans un cluster autre que « Amplification » en relecture manuelle) pour les variables suivantes :
surface moyenne et totale et diametre moyen des signaux CEP17, ratio surface des signaux
CEP17 /surface du noyau, nombre de signaux HERZ et surface totale des signaux HERZ. En
revanche, on retrouvait des différences significatives entre les noyaux vrais positifs et les noyaux
vrais négatifs pour les variables suivantes : surface du noyau (p = 0,0009), périmetre du noyau
(p <0,0001), nombre de signaux CEP17 (p = 0,003), facteur de forme du noyau (p < 0,0001),
surface et diamétre moyens des signaux HERZ (p = 0,001), ratio surface des signaux
HERZ2 /surface du noyau (p = 0,01), ratios HERZ2/CEP17 en termes de nombre et de surface des
signaux HERZ et CEP17 (p < 0,0001). Les différences les plus significatives sont représentées
dans la Figure 24.

Figure 24 : Comparaison des noyaux vrais positifs et faux positifs du cluster "Amplification". *** : p < 0,0001 ;

VP : vrais positifs ; FP : faux positifs.

Nous avons défini un seuil pour la variable « Forme » permettant d’exclure un maximum de
noyaux faux positifs tout en conservant une bonne sensibilité des noyaux vrais positifs. La
courbe ROC obtenue est présentée dans la Figure 25. L’aire sous la courbe était de 0,89. Un seuil
fixé a 0,8 permettait d’obtenir une sensibilité et une spécificité de détection des noyaux positifs

de 83%.
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Figure 25 : Courbe ROC de la validité intrinséque de la variable "Forme" pour la
détection des noyaux positifs. Le trait pointillé représente 'abscisse et I'ordonnée du

point seuil = 0,8. Se : sensibilité ; Sp : spécificité.

C.4.2 CARACTERISTIQUES DES NOYAUX CLASSES DANS LES CLUSTERS « NEGATIVE » ET
« MONOSOMIE » EN ANALYSE D'IMAGE
On ne retrouvait pas de différence significative entre les noyaux vrais positifs (classés également
dans le cluster « Negative » ou dans le cluster « Monosomie » en relecture manuelle) et les
noyaux faux positifs (reclassés dans un cluster autre que « Negative » ou « Monosomie » en
relecture manuelle) pour les variables suivantes: surface et diameétre moyens des signaux
CEP17 et HERZ, ratio surface des signaux HERZ/surface du noyau. En revanche, on retrouvait
des différences significatives entre les noyaux vrais positifs et les noyaux vrais négatifs pour les
variables suivantes : surface et périmétre du noyau (p <0,0001), facteur de forme du noyau
(p <0,0001), nombre de signaux CEP17 et HERZ (p < 0,0001), surface totale des signaux CEP17
et HER2 (p <0,0001), ratio surface des signaux CEP17/surface du noyau (p = 0,04) et ratios
HER2/CEP17 en termes de nombre et de surface des signaux HERZ et CEP17 (p < 0,0001 et
p = 0,004 respectivement). Les différences les plus pertinentes sont représentées au sein de la

Figure 26.
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Figure 26 : Comparaison des noyaux vrais positifs et faux positifs des clusters "Negative" et « Monosomie ».

**%:p <0,0001; VP : vrais positifs ; FP : faux positifs.

La différence observée en termes de surface des noyaux segmentés ne permettait pas de définir
un seuil convenable. Ce point sera discuté plus loin. La différence en termes de nombre de
signaux CEP17 témoigne du fait que les algorithmes autorisant un classement des noyaux
contenant 3 signaux CEP17 ou plus dans le cluster « Negative » (algorithmes « FXF » et « adapt »)
entrainent des erreurs de classification de ces noyaux. Dans la grande majorité des cas, ces

noyaux avec trois signaux CEP17 étaient reclassés dans le cluster « Other/Artefact ».

D’autre part, la différence observée entre vrais positifs et faux positifs pour la variable « Forme »
était moins flagrante que pour les noyaux positifs (classés dans le cluster « Amplification »)
(Figure 27, a gauche). Cependant, nous avons évalué l'impact du seuil de 0,8 défini
précédemment pour la variable « Forme ». La courbe ROC obtenue est présentée dans la
Figure 27 (a droite). L’aire sous la courbe était de 0,74. Un seuil a 0,8 permettait d’obtenir une

sensibilité de détection des noyaux positifs de 73% et une spécificité de 58%.
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Figure 27 : Comparaison des noyaux vrais positifs et faux positifs des clusters "Negative" et « Monosomie »
pour la variable « Forme » (a gauche) et courbe ROC de la validité intrinséque de la variable "Forme" pour la
détection des noyaux négatifs. Le trait pointillé représente l'abscisse et I'ordonnée du point seuil = 0,8.

Se : sensibilité ; Sp : spécificité ; ***: p < 0,0001 ; VP : vrais positifs ; FP : faux positifs.
C.5 ANALYSE D'IMAGE DES LAMES DE LA COHORTE TECHNIQUE

Cette analyse a été réalisée en utilisant ’algorithme « cyto » et une taille des noyaux a 6 pm. Les
objectifs de cette analyse étaient d’évaluer le comportement global de I'algorithme en termes de
classification des noyaux et de poursuivre I'appréciation des artefacts rencontrés couramment

lors de I'analyse automatisée de lames de FISH.

C.5.1 CAS NON ANALYSABLES

Deux cas de la cohorte technique n’étaient pas analysables en FISH sur lames digitalisées compte
tenu d’artefacts techniques importants : le cas A2 et le cas C8. Ces deux cas présentaient tres peu
de cellules tumorales (dans les zones prélevées sur les blocs originaux), le cas A2 présentait une

autofluorescence verte importante et le cas C8 des signaux tres peu visibles (Figure 28).
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Figure 28 : Aspect en FISH des deux cas non analysables de la cohorte technique

C.5.2 ERREURS DE SEGMENTATION

Les erreurs de segmentation nucléaire étaient trés fréquentes et correspondaient a la quasi-
totalité des cas de reclassement de noyaux vers le cluster « Other/Artefact» au cours de la
relecture manuelle. Ces erreurs de segmentation étaient le plus souvent causées par des
chevauchements nucléaires aboutissant a un classement a tort dans les clusters « Ambiguous »,
« Equivocal - Polysomy », « Gain» ou « Polysomy » (Figure 29). Plus rarement, elles étaient

causées par une surdigestion enzymatique (noyaux mités ou en forme d’anneau) (Figure 30).

Figure 29 : Exemples d'erreurs de segmentation nucléaire par chevauchement de

noyaux aboutissant a un classement a tort dans le cluster "Polysomy"
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Figure 30 : Exemple d'erreur de segmentation par surdigestion enzymatique. Ce noyau a été reclassé dans

le cluster "Other/Artefact” au cours de la relecture manuelle.

C.5.3 ERREURS DE DETECTION DES SIGNAUX CEP17 ET HERZ.
Les cas présentant une forte autofluorescence ou un bruit de fond granuleux entrainaient des
erreurs de reconnaissance des signaux CEP17 et HERZ (Figure 31). Dans ce cas, les noyaux

étaient reclassés selon le nombre de signaux appréciés par le relecteur.

Figure 31 : Exemple de fausse reconnaissance de signaux CEP17 et HER2 dans une cellule dont le
cytoplasme présente de 'autofluorescence. Ce cas a été classé en "Gain" par I'analyse d’'image et a été

reclassé en « Monosomy » en relecture manuelle.
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C.5.4 GRANDE PROPORTION DE NOYAUX DANS LE CLUSTER « MONOSOMIE »

Le cluster « Monosomie » comprenait entre 25 et 77% des noyaux interprétables aprés analyse
d’image (moyenne = 49%), noyaux du cluster « Other/Artefact » exclus. Notamment, on notait la
présence de 40% des noyaux dans le cluster « Monosomie » apres analyse de la lame D11,
témoin négatif correspondant a du tissu amygdalien. Ceci témoigne du caractére au moins
partiellement artéfactuel de ces noyaux monosomiques. Cette question sera discutée

ultérieurement.

C.5.5 DISCORDANCES ENTRE LE NOMBRE DE COPIES DE HER2 EN ANALYSE D’IMAGE ET LA
SURFACE DES SIGNAUX HERZ2

Nous avons estimé qu'il existait parfois une discordance flagrante entre le nombre de signaux

HER2 dénombrés en analyse d’'image et la taille des clusters observés (Figure 32). Le plus

souvent, cette discordance allait dans le sens d'une sous-estimation du nombre de signaux HERZ.

Figure 32 : Exemples de mauvaise estimation du nombre de signaux HERZ par I'analyse d’'image

Nous avons réalisé une PCR quantitative selon le protocole décrit par Jacquemier et coll. afin de
mesurer le nombre moyen de copies de HERZ dans les cas de la cohorte technique. Les données
d’extraction d’ADN des blocs de la cohorte technique sont présentées dans le Tableau 15 :

Concentration des ADN extraits a partir des blocs de la cohorte technique. Les quantités d’ADN
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extraites étaient trés disparates (de quelques centiémes de nanogrammes a 1414 ng). Les
résultats de la PCR quantitative sont présentés dans le Tableau 16. Les deux controles positifs
E13 et F17 avaient un statut HER2 positif en PCR quantitative avec un nombre moyen de copies
de HER2 par noyau de 4,08 et 5,23 ce qui est relativement faible par rapport aux résultats
attendus. La concordance globale entre les résultats de PCR quantitative et le diagnostic initial
en termes de statut HER2 positif, équivoque ou négatif était modérée avec un coefficient k de
0,419 (0,093 - 0,744) et un accord retrouvé dans 67% des cas. Les discordances allaient
systématiquement dans le sens d’'une sous-évaluation du nombre de copies de HERZ en PCR

quantitative par rapport au diagnostic initial.

Il n’y avait pas de différence significative entre le nombre de copies de HERZ évalué en qPCR et le
nombre de signaux HERZ évalué en analyse d’image. La corrélation statistique était meilleure
entre le nombre de copies de HERZ estimé en qPCR et en analyse d’'image qu’entre le nombre de
copies de HER2 estimé en qPCR et la surface des signaux HERZ en analyse d’image (r* = 0,71 et
r? = 0,66 respectivement). Enfin, il n’y avait pas de différence significative entre le compte de
signaux HERZ en analyse d’image et le compte obtenu par le calcul Surface totale des signaux
HER2/0,54, ce dernier nombre correspondant a la taille moyenne d'un signal HERZ sur

’échantillon D11, témoin négatif.
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Tableau 15 : Concentration des ADN extraits a partir des blocs de la cohorte technique

Cas Concentration d’ADN
(ng/pL)
Al 8
A2 <0,01
A3 2,06
B4 <0,01
B5 12,3
B6 18,8
Cc7 4,11
Cc8 1,11
c9 1,56
D10 3,43
D11 40,4
D12 3,96
E13 21,9
E14 8,03
E15 18,5
F16 3,91
F17 1,42

Tableau 16 : Résultats de la PCR quantitative réalisée sur les cas de la cohorte technique

Cas Médiane du Médiane du Rapport HER2 / Médiane des
nombre de copies nombre de copies centromere 17 controles de
de HER2 du centromeére 17 diploidie

Al 2,22 2,00 1,11 2

A2 1,75 1,44 1,22 2

A3 1,23 1,68 0,73 2

B4 10,65 1,34 7,92 2

B5 1,85 1,78 1,04 2

B6 2,69 1,26 2,14 2

C7 551 1,50 3,68 2

C8 1,37 1,41 0,97 2

Co 5,50 1,54 3,58 2

D10 6,35 1,29 4,93 2

D11 1,59 1,48 1,07 2

D12 2,86 1,61 1,77 2

E13 4,08 1,46 2,79 2

E14 2,00 2,00 1,00 2

E15 1,68 2,84 0,59 2

Fl6 1,90 1,95 0,97 2

F17 5,24 1,29 4,05 2
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C.6  SYNTHESE DES RESULTATS OBTENUS AVEC LA COHORTE TECHNIQUE
Les résultats obtenus sur la cohorte technique permettaient de considérer que l'algorithme

« cyto » donnait de meilleurs résultats en termes de validité intrinseque de détection des noyaux
par I'analyse d'image que les deux autres algorithmes. La taille des noyaux devait étre définie a 5
ou 6 um pour obtenir les meilleurs résultats. Dans la suite de notre travail, nous utiliserons une

taille de noyaux de 6 pm.
Les ajustements post-analyse pouvaient concerner deux criteres :

e Conserver ou non les noyaux du cluster « Monosomie » dans I'analyse

e Conserver ou non les noyaux dont le facteur de forme est inférieur a 0,8

Dans la suite de notre travail, nous testerons l'impact de ces différents ajustements sur la

concordance entre les différentes techniques d’analyse de FISH.
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D. ETAPE DE VALIDATION

D.1  DESCRIPTION DE LA COHORTE DE VALIDATION
Les données clinico-biologiques des patientes de la cohorte de validation sont résumées dans le

Tableau 17. Cette cohorte comportait 30 tumeurs réparties comme suit: 10 tumeurs de score
HER2 0 et 1+ en IHC, 15 tumeurs de score HER2 2+ en IHC et 5 tumeurs de score HER2 3+ en
[HC. Parmi les 15 cas de score 2+, 5 ne présentaient pas d’amplification de HERZ2 en DISH,
5 présentaient une amplification de HERZ et 5 conservaient un statut équivoque apres la DISH.
Sur les cinq patientes ayant des tumeurs de statut HERZ équivoque, deux ont été prises en

charge par chirurgie et I'’évaluation du statut HERZ était négative sur piéce opératoire.

D.2 RESULTATS DE L’ANALYSE D'IMAGE ET DE LA LECTURE MANUELLE
Parmi les 30 biopsies mammaires étudiées en FISH par analyse d’image, un cas s’avérait

techniquement illisible (autofluorescence majeure) et n’a pu étre interprété ni en analyse
d’image ni en lecture manuelle de la lame numérisée. Il s’agissait d'un cas initialement considéré

comme amplifié en DISH.

D.2.1 LECTURE MANUELLE

Entre 20 et 40 noyaux ont été analysés pour chaque cas. Dix-neuf cas étaient considérés comme
négatifs et 10 cas étaient considérés positifs (présentant une amplification de HERZ). Aucun cas
n’était considéré équivoque. Sur les cinq cas considérés équivoques en DISH au diagnostic, 4
étaient considérés négatifs et un était considéré positif en FISH. Un cas était illisible (cas exclu)

et trois autres cas présentaient une importante autofluorescence.

D.2.2 LECTURE AUTOMATISEE PAR ANALYSE D’IMAGE

Les zones analysées cerclées manuellement par l'utilisateur mesurait entre 0,03 et 1,74 mm? et
permettaient d’analyser en moyenne 1 407 noyaux par cas (cluster « Other/Artefact » exclu). Les
noyaux du cluster « Monosomie » représentaient entre 6 et 80% des noyaux analysables
(moyenne = 39%). Les noyaux dont le facteur de forme était inférieur a 0,8 représentaient entre
17 et 81% des noyaux analysables (moyenne = 35%). La combinaison des noyaux du clusters
« Monosomie » et des noyaux dont le facteur de forme était inférieur a 0,8 représentait entre

35 et 88% des noyaux analysables (moyenne = 62%).
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Tableau 17 : Données cliniques et biologiques des patientes de la cohorte de validation

Total Expression de HER2

0(n=6) 1+ (n=4) 2+ (n=15) 3+ (n=5)
Statut HER2 en hybridation in situ
Total Non amplifié Equivoque Amplifié

(n=5) (n=5) (n=5)
Age
Médiane, ans 61,5 68 56,5 58 52 86 51 49
(Min - Max) (35-92) (50-92) (46-68) (35-92) (49-75) (51-92) (35-83) (44-69)
Latéralité, n (%)
Gauche 21 (70) 2 4 12 3 4 5 3
Droit 9 (30) 4 0 3 2 1 0
Quadrant, n (%)
Rétro-aréolaire 2 (20) 1 0 3 1 2 0 2
QSE 11 (37) 3 3 5 2 2 1 0
QIE 4 (13) 1 0 2 1 0 1 1
all 2 (7) 1 0 1 0 0 1 0
QSl 7 (23) 0 1 4 1 1 2 2
Taille tumorale, n (%)
Médiane, mm 22 26 17 34 20 40 25 20
(Min - Max) (6-9) (6-9) (13-25) (8-70) (10-70) (24-40) (8-45) (10-29)
<2cm 15 (50) 3 3 5 3 0 2 4
>2cmet<5cm 12 (40) 1 1 9 1 5 3 1
>5cm 3 (10) 2 0 1 1 0 0 0
Type histologique, n (%)
Type non spécifique 21 (70) 5 3 9 2 3 4 4
Lobulaire 6 (20) 1 1 3 3 0 0 1
Mixte 2 (7) 0 0 2 0 1 1 0
Autre 1 (3) 0 0 1 0 1 0 0
Grade de Nottingham
(selon Elston et Ellis), n (%)
Il 23 (77) 3 13 5 3 5
1 7 (23) 3 1 2 0 2 0 1
Mitoses, n (%)
1 15 (50) 3 2 9 5 1 3 1
2 9 (30) 1 1 4 0
3 6 (20) 2 1 2 0 1 1 1
Carcinome in situ, n (%)
Oui 19 (63) 4 2 3 2 5 3
Non 11 (37) 2 2 2 3 0 2 2
Expression du récepteur
aux cestrogenes, n (%)
<10% 7 (23) 3 1 1 0 1 0 2
>10% 23 (77) 3 3 14 5 4 5 3
Expression du récepteur a
la progestérone, n (%)
<10% 14 (47) 3 1 7 3 1 3 3
>10% 16 (53) 3 3 8 2 4 2 2
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D.2.3 CONCORDANCE ENTRE LES DIFFERENTES TECHNIQUES D’ANALYSE DE FISH

Quatre résultats en terme de statut HER2 négatif, équivoque ou positif ont été rendus pour

chaque cas en fonction des ajustements post-analyse réalisés :

e Aucun ajustement

e Suppression des noyaux du cluster « Monosomie »

e Suppression des noyaux dont le facteur de forme était inférieur a 0,8

e Suppression combinée du cluster « Monosomie » et des noyaux avec facteur de forme

inférieur a 0,8

Sans ajustement post-analyse, la concordance entre I'analyse d’'image et la lecture manuelle était
forte avec un coefficient k de 0,610 (0,325 - 0,896) et un accord retrouvé dans 83% des cas. La
concordance avec le diagnostic initial était modérée avec un coefficient ¥ de 0,423

(0,177 - 0,668) et un accord retrouvé dans 69% des cas.

Apreés suppression du cluster « Monosomie », la concordance entre I'analyse d’'image et la lecture
manuelle était forte avec un coefficient k de 0,783 (0,567 - 0,998) et un accord retrouvé dans
90% des cas. La concordance avec le diagnostic initial était forte avec un coefficient k de 0,633

(0,399 - 0,867) et un accord retrouvé dans 79% des cas.

Apreés suppression des noyaux dont le facteur de forme était inférieur a 0,8, 1a concordance entre
I'analyse d'image et la lecture manuelle était modérée avec un coefficient k¥ de 0,590
(0,308 - 0,873) et un accord retrouvé dans 83% des cas. La concordance avec le diagnostic initial
était faible avec un coefficient k de 0,350 (0,109 - 0,591) et un accord retrouvé dans 66% des

cas.

Apreés suppression combinée du cluster « Monosomie » et des noyaux dont le facteur de forme
était inférieur a 0,8, la concordance entre I'analyse d'image et la lecture manuelle était forte avec
un coefficient x de 0,766 (0,534 - 0,998) et un accord retrouvé dans 90% des cas. La
concordance avec le diagnostic initial était modérée avec un coefficient k de 0,493

(0,250 - 0,737) et un accord retrouvé dans 72% des cas.

On retrouvait également une concordance forte entre la lecture manuelle des lames digitalisées
et le diagnostic initial réalisé en DISH, avec un k de 0,690 (0,474 - 0,903) et un accord retrouvé

dans 83% des cas.

Le seul ajustement post-analyse aboutissant a une concordance forte avec a la fois le diagnostic

initial et la lecture manuelle était la suppression isolée du cluster "Monosomie" de I'analyse.
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D.2.4 CAS DISCORDANTS

Malgré les ajustements post-analyse, il persistait trois cas discordants : deux cas positifs au
diagnostic initial et en lecture manuelle et négatifs en analyse d’'image (exemple présenté en
Figure 33), et un cas positif au diagnostic initial et en lecture manuelle et équivoque en analyse
d'image. Ces cas discordants montraient une qualité technique sub-optimale (bruit de fond
granuleux et autofluorescence). Concernant les deux premiers cas, le nombre de copies de HER2
était situé proche du seuil de 4 copies par noyau avec un ratio HER2/CEP17>2, rendant cruciale
une petite différence de nombre de copies de HERZ. Le dernier cas discordant avait un nombre

de copies de HERZ2 par noyau proche de 6 avec un ratio HER2 /CEP17 supérieur a 2.

Figure 33 : Cas discordant proche du seuil en termes de nombre de signaux HER2. A gauche : aspect de la lame
de FISH ; a droite : classification des noyaux par I'analyse d'image. En rouge : « Amplification » ; en orange : « Gain » ;

en jaune : « Polysomy » ; en vert : « Negative » ; en beige : « Monosomie » et en blanc : « Other/Artefact ».
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V. DISCUSSION

Le statut HER2 est 'une des pierres angulaires de la prise en charge des cancers du sein. Son
évaluation est réalisée par le pathologiste pour tout diagnostic de cancer du sein infiltrant selon
une séquence IHC + hybridation in situ. Les cas présentant une surexpression 2+ de HER2 en
IHC doivent faire 'objet d’'une évaluation du statut HERZ en hybridation in situ [104, 105]. Les
cas présentant une surexpression 3+ de HER2 en IHC ou une amplification de HERZ en
hybridation in situ sont éligibles a une thérapie anti-HER2. La référence pour I'évaluation du
statut HERZ en hybridation in situ est la FISH. Les principaux inconvénients de cette technique
sont le colit de I'équipement en microscopie en fluorescence, la difficulté a identifier certains
foyers de carcinome infiltrant, la durée d’analyse et I'absence d’archivage possible des lames
dont la fluorescence décroit dans le temps. La numérisation des lames de FISH est rendue
possible depuis une dizaine d’années par I'avénement des scanners de lames en fluorescence.
Elle permet un archivage des cas et une consultation des lames de FISH sur un écran
d’ordinateur. L’'analyse d’'image automatisée pourrait encore faciliter la lecture des FISH par le
pathologiste en fournissant une aide précieuse au diagnostic. Comme toute nouvelle procédure
diagnostique, l'analyse automatisée de lames de FISH doit étre évaluée et comparée aux

techniques de référence.

Etape technique

Notre travail a permis d’aborder plusieurs questions cruciales quant a 'analyse automatisée de
lames de FISH. D’abord, notre travail sur une cohorte technique a permis d’évaluer I'analyse
automatisée d'image de FISH sur des témoins positifs et négatifs et d’apprécier I'impact de
différents parametres de segmentation des noyaux (réglage de la taille des noyaux) et de

différents algorithmes de classification des noyaux.
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La validité intrinseque de I'analyse d'image pour la classification des noyaux positifs et négatifs
était significativement meilleure pour un réglage de taille des noyaux de 5 et 6 um. Au-del3, le
nombre de discordances dues a des artefacts de segmentation était plus important. De fagon tres
intéressante, nos résultats montraient une infériorité significative de I'algorithme basé stricto
sensu sur les recommandations en vigueur (algorithme « FXF »). Notons également que I'absence
de cluster « Monosomie » dans cet algorithme empéchait une éventuelle suppression de ces
noyaux lors de l'analyse chiffrée du nombre de copies de HERZ2. Une autre source de mauvaise
classification des noyaux était d’inclure des noyaux comprenant trois copies du CEP17 dans le
cluster « Negative ». Ces noyaux correspondaient le plus souvent a des noyaux artéfactuels.
C’était le cas des algorithmes « FXF » et «adapt». L’algorithme « cyto» donnait le meilleur

compromis en termes de validité intrinseque de classification des noyaux positifs et négatifs.

A partir de ces données obtenues sur les témoins négatif et positif, nous avons également pu
définir les éventuels ajustements post-analyse pertinents lors de I'analyse chiffrée du statut
HER2. En effet, la majorité des noyaux classés positifs ou négatifs par I'analyse d'image et
reclassés comme artéfactuels en lecture manuelle présentaient de nombreuses différences
significatives par rapport aux noyaux correctement classés. C’était notamment le cas du facteur
de forme qui était significativement plus élevé (supérieur a 0,8) dans les noyaux correctement
classés par rapport au noyau mal classés en analyse d’image. Ceci se traduit par le fait qu'un
noyau correctement segmenté a grossierement une forme ovalaire réguliére, contrairement aux
artefacts de segmentation qui aboutissent a des noyaux trés cabossés aux contours irréguliers.
Un ajustement des résultats d’analyse sur le facteur de forme nous semblait donc pertinent. Cet
ajustement pourrait éventuellement étre intégré a 'algorithme de segmentation des noyaux. Les
noyaux reclassés comme artéfactuels en lecture manuelle avaient également une surface
significativement supérieure aux noyaux correctement classés. Cependant, nous n’avons pas
jugé pertinent de définir une surface seuil étant donnée la grande variabilité de taille des noyaux

tumoraux dans les cancers du sein.

L’analyse d'image de I'ensemble de cette cohorte technique a également permis de mettre en
lumiere différents artefacts quant au comportement global de classification des noyaux et de
détection des signaux HERZ et CEP17. C'est ainsi que nous avons mis en évidence une tres
grande proportion de noyaux classés dans le cluster « Monosomie », y compris dans des tissus
non tumoraux (amygdale). Ceci témoigne d’'une part importante de noyaux artéfactuels dans ce
cluster. En termes d’analyse chiffrée des résultats de FISH, ce cluster pourrait avoir un poids tres
important et aboutir a une nette sous-estimation du nombre de copies de HERZ. Une explication
simple a ce phénomene est que les coupes de 3 um que nous réalisons sur les tissus permettent

une bonne lisibilité des lames mais ne montrent que des noyaux incomplets, sectionnés. En effet,
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les noyaux des tumeurs mammaires mesurent en moyenne 8 a 10 um de diametre. Un rapide
calcul permet de montrer qu’une section de 3 pm d’'une sphere de 8 um de diameétre n’emporte
que 43 a 48% du volume de cette sphére. Ceci aboutit a une probabilité de 6% de retrouver les
quatre signaux (2 HERZ et 2 CEP17) dans cette section. Tous ces éléments sont en faveur de la
nature artéfactuelle du cluster « Monosomie », qui pourrait étre supprimé de 'analyse chiffrée
des résultats. Cependant, les monosomies du chromosome 17 existent dans les cancers du sein,
quoique rares, et leur détection a un impact non négligeable sur 'appréciation du statut HER2
[108]. La suspicion d’'une monosomie implique de ne pas tenir compte du ratio HERZ/CEP17 et
d’exiger la présence de clusters ou de plus de 6 copies du géne HERZ par noyau pour rendre un
résultat positif selon les recommandations du GEFPICS [104]. Une meilleure approche
consisterait donc a modifier I'algorithme de classification des noyaux afin de mettre en exergue
un cluster comprenant les noyaux présentant une amplification de HERZ et une seule copie du
CEP17. D’un point de vue clinique, a I'heure actuelle, le fait qu'une tumeur du sein présente une

monosomie du chromosome 17 ne modifie pas la prise en charge de la patiente.

Nous avons également montré qu'une attention toute particuliére doit étre portée sur les lames
de FISH présentant une forte autofluorescence ou un bruit de fond granuleux. Ces éléments
peuvent étre interprétés par le logiciel d’analyse d'image comme des signaux a comptabiliser. La
délimitation des zones d’analyse d’image devrait donc étre réalisée au plus pres des foyers de
cellules tumorales en évitant au maximum d’inclure ce type d’artefact dans l'analyse. Cette
délimitation des zones d’analyse devrait étre réalisée par le pathologiste avec un contréle
morphologique de la lame d’IHC HERZ2. Ceci nous rappelle un précepte évoqué en introduction :
I'analyse d’'image automatisée ne peut en aucun cas permettre d’obtenir un résultat fiable a
partir d'une lame dont les artefacts rendraient la lecture manuelle difficile ou impossible. Une
qualité technique irréprochable doit étre exigée pour les lames destinées a 'analyse d’image, au
méme titre que pour les lames destinées a la lecture manuelle. Une autofluorescence verte trop
fréquente ou trop systématique devrait faire envisager une adaptation des filtres d’émission ou

de la source lumineuse du scanner de lames.

Sur la cohorte technique, nous avons comparé le nombre moyen de copies de HERZ par noyau en
PCR quantitative et le nombre moyen et la surface moyenne des signaux HERZ comptabilisés en
analyse d’'image. Malgré une impression visuelle de sous-estimation du nombre de signaux HER2
en analyse d’image, nous n’avons pas pu montrer de différence significative par rapport a
I'évaluation en PCR quantitative. La surface des signaux HERZ était moins bien corrélée au
nombre de copies de HER2 évalué en PCR quantitative qu’au nombre de signaux HERZ détectés
en analyse d’'image. Malgré ces éléments en faveur d'une bonne fiabilité du compte de signaux

par noyau, ces résultats doivent étre pondérés. Les quantités d’ADN extraites a partir des blocs
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de paraffine de la cohorte technique étaient trés disparates. Ceci provient certainement du fait
que la proportion de cellules (tumorales ou non) sur les échantillons inclus dans les blocs de la
cohorte technique était variable, parfois faible. Cependant, les courbes d’amplification obtenues
étaient tout a fait satisfaisantes (données non présentées), avec une excellente superposition des
duplicats et des témoins négatifs non amplifiés. Néanmoins, il faut rappeler que les blocs de
témoins positifs (lignées cellulaires) étaient vieux de 9 ans au moment de notre travail, pouvant
expliquer une dégradation de 'ADN intra-tumoral. Dans I'étude de Jacquemier et coll., 'analyse
en PCR quantitative retrouvait entre 25 et 30 copies de HERZ par noyau dans des cellules
SKBR-3 fraiches contre 5,2 dans notre travail [151]. On retrouvait également un nombre moyen
de copies du centromeére 17 trés souvent inférieur a 2, ce qui n’était pas le cas dans I'étude de
Jacquemier et coll. Notons enfin que les cas de la cohorte technique avaient, pour la plupart, été
choisis sur des données d’hybridation in situ obtenues en routine. Il s’agissait donc
principalement de cas étiquetés 2+ en IHC. Cela explique 'absence de trés gros clusters du géne
HERZ2 dans ces tumeurs. Pour toutes ces raisons, nous n’avons pas envisagé d’ajustement post-

analyse du nombre de copies de HERZ.

Outre ces considérations techniques, il faut noter que le nombre de copies de HERZ dans les
clusters n’est pas connu des pathologistes ni des cytogénéticiens. De maniere semi-quantitative,
nous évoquons de « petits clusters » ou de « volumineux clusters » du géne HERZ. Cependant, il
n'y a aucune étude ni aucune recommandation quant a I’évaluation du nombre de copies de
HERZ dans ces clusters. Ceci est une source de variabilité inter-observateur en termes de
résultats chiffrés du statut HER2. Ceci nous pousse a poursuivre les recherches dans ce sens afin
de pouvoir dicter aux pathologistes des recommandations claires pour I'évaluation chiffrée du
nombre de copies de HERZ dans les clusters. Ceci permettrait également de s’appuyer sur des
preuves biologiques pour développer des algorithmes de reconnaissance des clusters et une

évaluation automatisée du nombre de copies de HERZ par cluster en analyse d’'image.
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Etape de validation

La validation des différents parameétres évalués précédemment était réalisée sur une cohorte de
30 patientes dont les statuts HER2 étaient connus. Les parameétres d’analyse comprenaient
l'utilisation de I'algorithme « cyto » et une taille de noyaux réglée a 6 um, plus ou moins associée

a des ajustements post-analyse.

Cette étape mettait en évidence une concordance forte entre I'évaluation du statut HER2 par
analyse d’'image (avec suppression du cluster « Monosomie ») et 'analyse manuelle de lames de
FISH numérisées d’'une part, et le diagnostic initial d’autre part. Nos résultats montraient une
concordance plus faible (k=0,783 et concordance globale de 90%) que celle obtenue par I'équipe
de van der Logt qui retrouvait un coefficient k a 0,940 et une concordance globale de 95% entre
la lecture de FISH HER2 au microscope a fluorescence et I'analyse automatisée d'image [149].
Cette équipe utilisait uniquement le ratio HER2/CEP17 pour définir le statut HER2, selon les
recommandations de I’ASCO®/CAP de 2007 qui ne sont plus en vigueur actuellement [130].
C’était également le cas du travail de Ayad E et coll. qui montrait une concordance modérée
(k=0,412 et concordance globale de 73%) entre la lecture manuelle de FISH et I'analyse
automatisée [148]. Selon une communication affichée de Long et coll. a 'USCAP en 2015, 7,7%
des cas de cancers du sein changent de statut et 1,95% des cas deviennent positifs lorsque 1'on
applique les recommandations de 2013 sur des cas initialement classés selon les
recommandations de 2007 [153]. Aucun de ces travaux n’abordait la question de la qualité de

segmentation des noyaux et de leur classification.

Notons aussi que dans notre travail, la concordance entre I'analyse de FISH au microscope en
fluorescence et I'analyse sur lames numérisées était forte (k=0,690 et concordance globale de
83%), en accord avec un travail réalisé précédemment dans notre service utilisant des sondes de

FISH break-apart [154].

L’ajustement post-analyse sur le facteur de forme des noyaux s’est avéré contre-productif,
faisant diminuer la concordance entre les résultats d’analyse d’'image et de lecture manuelle de
lames numérisées d'une part, et du diagnostic initial d’autre part. Le seuil de 0,8 défini apres
étude de I'échantillon « D10 » comprenant un témoin positif et un témoin négatif s’avérait
probablement trop stringent. Le nombre de noyaux exclus de I'analyse par cette méthode était
trop important et avait tendance a réduire le nombre moyen de signaux HER2 par noyau pour

des cas pourtant manifestement amplifiés.

De maniere plus globale, les discordances observées lors de cette étape de validation allaient le
plus souvent dans le sens d’'une sous-estimation du nombre de copies de HERZ aboutissant a des

résultats négatifs ou équivoques en analyse d’'image pour des cas amplifiés par lecture manuelle
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ou selon le diagnostic initial. D'une part, on peut évoquer, comme nous l'avons fait
précédemment, une sous-estimation de 1’'évaluation du nombre de signaux HERZ par I'analyse
d’image, méme si cette impression n’a pas pu étre confirmée dans notre travail. D’autre part, on
ne peut s’affranchir de I'analyse de quelques noyaux non tumoraux en analyse d’image, qui
auront tendance a «diluer » le nombre de copies de HERZ par noyau. Ces cas montraient
également une qualité technique sub-optimale associant un bruit de fond granuleux et une
autofluorescence importante. Enfin, il faut signaler que ces cas avaient un nombre de copies de
HER2 proche du seuil de 4 ou 6 copies par noyau. Autrement dit, il s’agissait de cas
d’interprétation difficile par nature. On sait également que le taux de réponse aux thérapies
anti-HER2 est corrélé au nombre de copies de HERZ par noyau. L’équipe de Arnould et coll. a
comparé le taux de réponse pathologique compléte sous thérapie anti-HER2 pour un nombre de
copies de HER2>10 ou situé entre 6 et 10 copies par noyau. Ces taux étaient de 56% et 22%
respectivement [155]. L’équipe de D.J. Slamon a récemment montré sur de grandes cohortes
rétrospectives que les cas équivoques en hybridation in situ ne sont pas significativement
associés a de plus mauvaises données de survie sans progression ou de survie globale que les cas
négatifs [156]. Ce méme travail confirme l'absence de bénéfice du trastuzumab pour les
patientes porteuses de tumeurs avec moins de 4 copies de HERZ par noyau. Malheureusement,
cette étude ne précise pas le bénéfice du trastuzumab pour les tumeurs faiblement amplifiées,
c’est-a-dire avec un ratio HER2/CEP17=2 et un nombre de copies de HERZ situé entre 4 et 6.
Malgré ces résultats plutot en faveur d'un bénéfice absent ou trés discret des thérapies anti-
HER2 pour les cas équivoques, les recommandations de ’ASCO®/CAP vont dans le sens d’'une
réduction maximale du nombre de faux négatifs pour le statut HER2, au risque de créer des faux

positifs.

Afin d’évaluer la validité clinique des données obtenues dans notre travail, plusieurs points
doivent encore étre abordés. D'une part, les résultats obtenus en analyse d'image sur la cohorte
de validation devraient étre comparés a ceux obtenus en lecture manuelle au microscope en
fluorescence, qui constitue la véritable référence en termes d’évaluation du statut HERZ en
hybridation in situ. Il faudrait également ajouter une évaluation des algorithmes « FXF » et
«adapt» sur la cohorte de validation afin de rendre compte des différences entre les trois

algorithmes en termes de statut HERZ.
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Perspectives de I'analyse d'image de FISH

Le développement et la progression des outils d’analyse d'image passent nécessairement par
leur évaluation rigoureuse, au méme titre que n’importe quelle procédure diagnostique. Dans le
futur, il faudra compter avec une intégration de ce type d’approches dans les recommandations
afin de standardiser 'utilisation de ces outils d’analyse d’image sur le territoire. Si I'approche
informatique et algorithmique peut rebuter au premier abord, elle aboutit cependant a une
réflexion de fond sur les fondements biologiques des pathologies étudiées et permet de mettre
en lumieére des caractéristiques des tumeurs passées inapercues jusqu’alors. Cette réflexion sur
les algorithmes de classification ou de segmentation devrait faire systématiquement I'objet d’'un
travail conjoint entre les ingénieurs (bio-informaticiens, développeurs) et le corps médical afin

de créer rapidement des outils applicables en pratique courante.

En recherche, I'évaluation de 'hétérogénéité intra-tumorale dans les cancers, et notamment
dans les cancers du sein, prend une part de plus en plus importante dans les projets actuels. En
effet, les données actuelles montrent clairement que les populations clonales tumorales sont
hétérogénes au moment du diagnostic initial, et que, sous la pression de sélection des
traitements recus, certains clones minoritaires donnent naissance a des métastases. Elle serait
en partie responsable des phénomeénes de résistance thérapeutique. L'équipe de C. Swanton a
développé un protocole de FISH utilisant concomitamment les sondes centromériques CEP2 et
CEP15 afin d’évaluer l'instabilité chromosomique de tumeurs du sein [157, 158]. Ce protocole
consiste a dénombrer les signaux CEP2 et CEP15 dans les noyaux des cellules tumorales et, selon
les combinaisons présentes et leur dispersion, classer la tumeur dans un groupe MCD (pour
Modal Centromere Deviation). Les groupes MCD varient de 1 a 4 pour des taux d’instabilité
chromosomique croissants. Le développement de ce type d’approches couplé a I'analyse d’image
permettrait de réaliser des cartographies de l'instabilité chromosomique dans les tumeurs. Nous
sommes actuellement en train de développer de telles approches au sein du laboratoire
d’Anatomie et Cytologie Pathologiques de I'Institut Universitaire du Cancer - Oncopole de
Toulouse et sommes déja sur le point de réaliser ce type d’analyse pour des essais cliniques
(TRACER X, UNICANCER). Les données de répartition des différentes combinaisons de nombres
de signaux par noyaux, non utilisées dans le travail actuel, prennent tout leur sens dans cette
évaluation de l'instabilité chromosomique qui donne une importance majeure a la dispersion
des données. Notons que ce type de données biologiques issues des tissus, combinées a de
nombreuses autres variables, constituent une source précieuse d'informations dans le cadre de

I'approche phénomique, actuellement en plein essor (voir le chapitre I. D.4 ).
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Il faut aussi rappeler que la FISH ne se limite pas a I'évaluation du statut HER2 dans les cancers
du sein, mais comprend également de nombreuses recherches de réarrangements
chromosomiques, que ce soit en pathologie mammaire (translocation ETV6-NTRK3 dans les
carcinomes sécrétoires, translocation MYB-NFIB dans les carcinomes adénoides Kystiques), en
pathologie lymphomateuse, sarcomateuse et bien d’autres. A ce titre, notre travail constitue une
ouverture vers le développement d’algorithmes permettant une aide au diagnostic dans ces

différents cas.
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VI. CONCLUSION

Les thérapies anti-HER2 ont révolutionné le pronostic des cancers du sein HER2 positifs. Le
pathologiste est responsable de I'évaluation du statut HER2 qui conditionnera la mise en place
d’un traitement adapté. Son évaluation repose sur I'association de I'lHC pouvant étre complétée
par une technique d’hybridation in situ afin d’évaluer la présence ou non d'une amplification du
géne HER2. Avec l'avenement de la pathologie digitale, les lames de FISH peuvent étre
numérisées et faire I'objet d’'une analyse d’image automatisée. La fiabilité et la robustesse de
I'analyse d’image automatisée de FISH pour I'évaluation du statut HER2 dans les cancers du sein

n’ont été que peu étudiées, et toujours sur la base de recommandations obsolétes.

Au cours de notre travail, nous avons développé plusieurs algorithmes de classification et testé
plusieurs parametres de segmentation des noyaux sur une premiere cohorte technique. Nous
avons ainsi sélectionné I'algorithme et les parameétres de segmentation nucléaire donnant les
meilleurs résultats. Nous avons également apprécié les ajustements post-analyse les plus
pertinents permettant de rendre un résultat chiffré le plus fiable possible pour I'évaluation du
statut HER2. Dans un deuxieme temps, nous avons validé ces différents parameétres en évaluant
la concordance du statut HER2 entre le diagnostic initial, la lecture manuelle des lames de FISH
numérisées et I'analyse d’image automatisée sur une cohorte de validation de 30 cancers du
sein. Nous avons ainsi pu définir, in fine, les ajustements post-analyse nécessaires a I'obtention

d’une bonne concordance entre ces différentes approches.

Selon nos résultats, 'analyse automatisée des lames de FISH constitue une aide fiable et
reproductible a I'évaluation du statut HER2 en FISH. Elle ne pourrait cependant pas se substituer
a la lecture manuelle en I'état actuel des choses, en I'absence de recommandations et d'un effort

d’harmonisation de ces approches.
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DANS LES CANCERS DU SEIN

RESUME :

Obijectifs : L’évaluation du statut HER2 par le pathologiste dans les cancers du sein
requiert frequemment un recours a I'hybridation in situ en fluorescence (FISH).
L’avénement des scanners de lames en fluorescence a permis de numériser les
lames de FISH et d’envisager le développement d’analyses d’image automatisées.
Notre objectif était d’évaluer la concordance de I'évaluation du statut HER2 en FISH
entre 'analyse automatisée et 'analyse manuelle de lames numérisées.

Matériels et méthodes : Trois algorithmes de classification des noyaux ont été
comparés sur une cohorte technique avec différents paramétres de segmentation
nucléaire. Les ajustements post-analyse les plus pertinents ont été évalués. Le
meilleur algorithme et les paramétres optimaux ont été utilisés pour analyser une
cohorte de validation de 30 cancers du sein. Les résultats obtenus en analyse
d’'image ont été comparés avec les diagnostics initiaux et les résultats de la lecture
manuelle des lames numérisées.

Résultats : Une concordance globale forte a été retrouvée entre les résultats
d’analyse d’'image automatisée, la lecture manuelle des lames numérisées et les
diagnostics initiaux (90 et 79% respectivement) en utilisant I'algorithme, les
paramétres et les ajustements post-analyse optimaux définis dans I'étape technique.
Conclusion : L'analyse d'image automatisée constitue une aide fiable et reproductible
pour I'évaluation du statut HER2 en FISH.
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