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RESUME

Le cancer du sein reste aujourd’ hui la premiére cause de décés par cancer chez la femme.
L’ évolution des traitements oncol ogiques et les progres dans |a prise en charge chirurgicale du
cancer du sein ont été marqués par une désescal ade thérapeutique grace au développement de
la prise en charge multidisciplinaire en oncologie. La chimiothérapie néo-adjuvante (CNA)
permet dans 60 a 80% des cas une intervention chirurgicale conservatrice pour des patientes
chez qui initialement une mastectomie était nécessaire. La technique du ganglion sentinelle
(GS) est devenue la méthode de référence chez |es patientes porteuses d’ une tumeur de petite
taille ou le risgue de métastase ganglionnaire est faible, permettant ainsi d’ éviter la morbidité
du curage axillaire. Cette technique n’est actuellement pas recommandée aprés CNA car la
chimiothérapie pourrait induire des |ésions de fibrose et de sclérose des canaux des voies de
drainage lymphatique du sein et entrainer ainsi un risgue accrue de non détection du GS et
une augmentation du taux de faux négatif (FN) du GS.

Nous avons démontré la vaidité de la technique du GS dans une série prospective de 129
patientes traitées par CNA. Les résultats de notre étude ont montré que le taux d’identification
du GS (93,8%) était comparable au taux requis pour la validation du GS chez les patientes
non traitées par CNA. Le taux de FN (14,3%) était corrélé au statut ganglionnaire avant CNA
(0% pour les NO vs 29,6% pour les N1-N2 p=0.003) et a la taille tumorale au moment du
diagnostic (5,7% pour les T1-T2 vs 28,5% pour les T3 ; p=0.045).

Comme cela a dé§ja été démontré dans les séries de GS sans CNA, nous avons ensuite étudié
les facteurs anatomo-cliniques pouvant étre corrélés a I’ atteinte métastatique d’un ganglion
non sentinelle (GNS) lorsgue le GS était métastatique et nous avons testé 3 nomogrammes ou
scores predictifs de cet envahissement dont |’ efficacité a dgja été prouveée pour des patientes
non traitées par CNA. En analyse uni variée, la taille tumorale (p=0.016) et la taille de la
métastase du GS (p=0.0055) étaient les deux facteurs significativement corrélés a la présence
d un GNS métastatique. Le nomogramme du MSKCC ne permettait pas de prédire de fagon
fiable I’ atteinte du GNS (AUC=0.542) alors que celui du MD Anderson (AUC=0.716) et le
score de Tenon (AUC = 0.778) pouvaient, de facon statistiquement correcte, évaluer la
probabilité d atteinte du GNS.

L’ analyse per opératoire du GS par apposition étant une des méthodes recommandées chez les
patientes non traitée par CNA, nous avons enfin étudié chez 80 patientes de notre série la

faisabilité de cette technique. L’analyse par apposition a permis I'identification d une
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métastase chez 72% des patientes (sensibilité = 38.2% ; spécificité = 97.8%). En analyse uni
et multi varié, les patientes qui présentaient une micro métastase ou la présence de cellules
tumorale isolées dans le GS avaient un risque multiplié par 2,3 de FN de I’ apposition par
rapport aux patientes qui avaient une atteinte macro métastatique. Ces résultats sont
identiques a ceux déja publiés dans des séries de GS sans CNA.

En conclusion, notre travail a permis de montrer que la CNA n’avait pas d'influence négative
sur la faisabilité de la technique du GS, en particulier pour les patientes sans atteinte
ganglionnaire avant traitement. Aprés CNA, I'analyse per opératoire du GS est possible ainsi
que I’ utilisation de certains nomogrammes ou scores déja existant pour calculer la probabilité
d atteinte du GNS lorsque le GS est métastatique. En pratique clinique, nous pensons qu'il
existe maintenant suffisamment d’arguments pour effectuer la technique du GS apres CNA
aux patientes NO au moment du diagnostic. Il pourrait étre intéressant de réaliser chez ces
patientes, une étude du flux de I'isotope dans le territoire de drainage lymphatique par
SPECT-CT avant et aprés chimiothérapie. Chez les patientes qui ont un envahissement
ganglionnaire prouvé avant CNA, lafaisabilité de la technique du GS fait actuellement I’ objet
en France d'un protocole de recherche clinique prospectif, multicentrique, randomisé
(GANEA 2). L’analyse moléculaire par RT-PCR quantitative en temps réel per opératoire du
GS aprés CNA pourrait aussi faire I’ objet d’ une étude prospective de faisabilité.

Résumé 5



TABLE DESMATIERES

RESUIME ...t st b e bt s et e b et e s e e s b e s b e e be e bt e st e ne et e teseenbenrennis 4
18 oo [T oo S 8
) =TT (=0 0] oo L= ST 8
2) Evolution des traitements ChirurgiCalX ..........ccoceoeeeeieeieenieseseseseseeee e 8
3) L’évaluation ganglioNNAITE .........cccceieerieeieeseeseeieeseesteseeseesteeae e sseeeesseesseeeesneenes 9
4) Leganglion SENLINEIIE ......coooueiieeeee e 10
5) Lachimiothérapie N0 adjuvante ............ccocvieirieieneie e 13

6) Effetsde lachimiothérapie néo adjuvante sur le drainage lymphatique du

S < | o PSSP 14
7) Ganglion sentinelle et chimiothérapie néo adjuvante .............ccccceevveieeveeveccie e, 16
Rationnel de NOLretravall ..o e 18
Faisabilité du ganglion sentinelle apres chimiothérapie néo adjuvante ............c..co........ 20
1) NOITE EIUAR ...o.veeeeeeeeeeie ettt sttt st be b seeseeseeseeeensessesrenreas 20
2) Analyse bibliographique ... 21
2.1) Résultats des études monocentriques ou multicentriques rétrospectives ...... 23
1. Taux d'identifiCation ........ccocoerieienieiere e s 23
ii. Taux defaux NEGALif ......ccceverieieieeee s 25
2.2) Résultats des deux études prospectives multicentriques randomisées .......... 26
2.3) Reésultats des études comparant GS avant et aprés CNA .......ccccveceeveerieeneene 27
2.4) Résultats deSMEA ANAlYSES .....cceevveevieeiiecie et 28
2.5) Résultats des études comparant GS post CNA aGShorsCNA .................... 29
2.6) Résultats des études du GS aprés CNA chez des patientes présentant
un envahissement ganglioNNAITe ..........ccvecveeereereeie e se e 30
G I O] 11 Lo o OSSR 31

Etude dela probabilité d’ envahissement d’un ganglion non sentinelle lorsque
le ganglion sentinelle est MELASLASE ........cooeririii i 32
) N L0 == (1 [ T 32

Table des matiéres 6



2) Analyse bibliographique ... 35

2.1) Facteurs prédictifs d’ envahissement des GNS en cas de

GS MELBSALIUE ....vecvveeeeieeieeieeste et eee e e e e steeeesreesseeaesreesneenreeneesneennens 35
2.2) Modéesde calcul de probabilité de métastase d'un GNS en cas de
GS MEAASIALIUE ...ttt e 37
G I O] 11 Lo o SRS 40

Valeur del’examen per opératoire du ganglion sentinelle par apposition apres

Chimiothérapie NE0 adjUVANTE ..........cceeiiiieci e s 42
) N L0112 (1 [ S 42
2) Anayse bibliographigUe ..........coeeiiiieiice et 43
1) I O] o 11 Lo o TSSOSO 45
(@00 Tt [ 1= o SRR 46
1) APPOrt de NOrE IrAVAIl ......cceeceeeiieie e 46
I = S 1= o1 Y- SRR 48
2.1) Enpratique ClIiNIQUE .....coeoieeieeieceeee ettt s 48
2.2) ENrecherche CliNiQUE ... s 48

i. Etude anatomique du drainage lymphatique sentinelle
avant et aPrES CNA ... 48

ii. Faisabilité delatechnique du GS chez les patientes

présentant un envahissement ganglionnaire avant CNA ................... 49
iii. Métastase moléculaire du GS aprés CNA ......ccooveeereereeieseenieenens 50
Références bibliographiqUE .........ccvcee i 52
ANNEXE L e e b e s b e e e et e e e e R e n e e ar e e ane e e nr e e ne e nanes 69
ANNEXE 2 ..ttt r et e R e e e e e e R e e e n e e R e e e r e e nRe e e Re e Re e e ne e e neenne e e e nnre e 70
AULTESTraVvaUX PEF SONNELS .....eiiiiieiieiteeie ettt sttt be st e sreesbe et e sae e beeneesaeenes 71

Table des matiéres 7



INTRODUCTION

1) Epidémiologie:

Le cancer du sein est le premier cancer de lafemme avec une incidence qui augmente chagque
année de 2,4% par an. En 2005, 49 814 nouveaux cas ont été recenses en France. |l représente
prés de 37% de I'ensemble des nouveaux cas de cancers féminins. Il se situe au ler rang des
déces par cancer chez la femme (11 201 déces par an, 18,9 %), soit 7,7% de I'ensemble des
déces par cancer. Cependant, depuis 2000 on observe une diminution de la mortalité : le taux
d'évolution annuel de la mortalité était de -0,4% en moyenne sur I'ensemble de la période
1980-2005 aors que sur la période 2000-2005 il est mesuré a -1,3%. Les évolutions inverses
de la mortalité et de I'incidence du cancer du sein peuvent sexpliquer par |'améioration du
diagnostic rendu plus précoce grace au développement du dépistage organisé mais aussi aux
progres des thérapeutiques oncologiques, des traitements locorégionaux par radiothérapie et
des améliorations de la prise en charge chirurgicale.

2) Evolution destraitements chirurgicaux :

Les progres dans la prise en charge chirurgicale du cancer du sein ont été marqués par une
désescalade thérapeutique liée non seulement a I’ évolution de la chimiothérapie et de la

radiothérapie mais surtout al’ avénement de la prise en charge multidisciplinaire.

Historiguement, il était admis que le cancer du sein était une maladie locale, avec des filtres
lymphatiques régionaux et que son meilleur traitement était la chirurgie. Cette conception
trouvait sa plus parfaite démonstration dans la description de I'intervention de Halsted alafin
du 19°™ siécle. Grace & cette chirurgie extensive, Halsted montra que I on pouvait diminuer le
taux de récidives locales de 50% a 6% et secondairement allonger la survie de ces patientes

qui al’ époque présentaient invariablement une maladie localement évoluée [Halsted 1907].

En 1948, Patey proposa une mammectomie radicale modifiée conservant les muscles
pectoraux En 1966, Fisher montra que les lymphatiques régionaux n'étaient pas des barriéres
contre la progression tumorale, et qu'il fallait considérer le cancer du sein comme une maladie
générale a expression locale. Sur un plan thérapeutique chirurgical, cette théorie trouva sa
confirmation dans les résultats de I'étude NSABP conduite entre 1971 et 1974 : il n'y avait
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aucune différence de survie globale, et de survie sans récidive entre deux groupes de patientes
présentant des stades | et |l traités soit par Halsted, soit par mastectomie simple (1765
patientes) et dans les année 80 une étude prospective randomisée comparant 136 patientes
ayant eu une mastectomie radical type Halshted a 175 patientes ayant eu un mastectomie
simple amontré une survie globale et sans récidive statistiqguement identique entre les groupes
[Maddox 1983]

L'évolution devait donc logiquement aller vers la conservation mammaire. Deux essais
prospectifs randomisés, I'un américain le NSABP B-06 [Fisher 1977] et I’ autre européen du
cancer ingtitut de Milan [Veronesi 1977] montrérent |’ équivalence en terme de survie globale
d'un traitement conservateur (association chirurgie conservatrice et radiothérapie) par rapport
a une mastectomie pour les tumeurs inférieures a 2 cm. Jatoi [Jatoi 1, 2005] a publié en 2005
une méta analyse de 6 essais randomisés qui avec un recul de 14,7 ans confirmeérent I’ absence
de différence significative sur la survie globae tout en mettant en évidence un risque de

récidive locorégional e significativement plus élevé dans le groupe traitement conservateur.

Aujourd’ hui, les patientes porteuses d’ une tumeur uni focale du sein, non inflammatoire, dont
lataille par rapport au volume du sein rend possible une exérese chirurgicale en marges saines
avec un résultat esthétique satisfaisant, bénéficient d’un traitement chirurgical conservateur

complété par une radiothérapie externe [St Paul de Vence, 2005].

3) L’ évaluation ganglionnaire:

L’ évaluation ganglionnaire axillaire fait partie intégrante de la prise en charge initiale des
cancers du sein invasifs au stade localisé pour deux raisons principaes: |’ envahissement
ganglionnaire reste aujourd hui le principal facteur pronostique du cancer du sein lorsqu’il n'y
a pas d atteinte métastatique viscérale. De plus le statut ganglionnaire détermine a lui seul
I’indication de traitements adjuvants (chimiothérapie, radiothérapie externe paroi thoracique,
aires ganglionnaires sus claviculaires, chaine mammaire interne) [S.O.R. Cancer du sein non
meétastati que 2001].

Les ganglions du drainage lymphatique de la glande mammaire sont majoritairement situés
dans le creux axillaire. Un premier réseau lymphatique superficiel draine le parenchyme
glandulaire superficiel jusque dans les ganglions axillaires, et un réseau profond draine le

parenchyme glandulaire profond jusque dans les chaines mammaires interne et externe
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[Olivier 2006]. Le curage axillaire fonctionnel consiste donc a prélever les ganglions situés
sous la veine axillaire entre le bord du muscle grand dorsal et la paroi thoracique que longe le
nerf du dentelé, en respectant les principaux ééments anatomiques que sont les nerfs
perforants intercostaux, les nerfs du dentelé antérieur et du grand dorsal, les pédicules artério
veineux thoracique latéral et scapulaire inférieur [Garnier 1993]. Le curage ganglionnaire de
la chaine mammaire interne n’ est pas recommandé en pratique clinique. En effet, d’une part le
drainage ganglionnaire extra axillaire exclusif ne concernerait que 1% des patientes ,et d autre
part, il n'y aaucune preuve du bénéfice en terme de survie apportée par |’ exérése de ganglion

extraaxillaire.

Les limites de I'évaluation ganglionnaire par le curage axillaire sont de deux ordres:
Premiérement, I’envahissement ganglionnaire est proportionnel a la taille tumorale [Carter
1989]. Quatre vingt pourcents des patients porteurs d’ une tumeur de taille inférieure a1 cm et
70% des patients porteurs d'une tumeur de taille inférieure @ 2 cm sont indemnes
d’ envahissement ganglionnaire. Pour ces patients le curage ganglionnaire est peu justifié.
Deuxiémement, le curage axillaire présente une morbidité non négligeable: 15 a 30% de
lymphocele, 20 a 30% de troubles sensitifs de la face interne du bras, 30% de brides
rétractiles, 8 a 40% de sequelles fonctionnelles de type fatigabilité et/ou raideur du bras, 15 a
30% de douleur, 8 & 40% de lymphoedéme [S.O.R. Cancer du sein non métastatique 2001].
Pour les patientes a faible risque d’ atteinte ganglionnaire il n'y a donc pas de justification ala

prise du risque de morbidité de I’ intervention chirurgicale.

4) Le ganglion sentinelle

La désescalade thérapeutique a donc été aussi observée dans ce domaine avec les premieres
études de faisabilité du GS pour cancer du sein publié par Krag et Giuliano dans les années 90
[Krag 1993 ; Giuliano 1994]. La premiére application clinique du GS a été publiée en 1977
par Cabanas dans le cadre de |’ évaluation ganglionnaire chirurgicale d’ une tumeur de la verge
[Cabanas 1977].Puis les indications se sont multipliées pour le mélanome malin depuis 1992.
Le concept de ganglion sentinelle repose sur |’identification du premier relais ganglionnaire
dans le territoire de drainage lymphatique d’'un organe. Le statut histologique de ce ou ces
ganglions sentinelles est alors le reflet du statut histologique de tous les ganglions du territoire
ganglionnaire dés lors que I’ on considére que la migration des cellules néoplasiques s effectue
de proche en proche et que le ganglion sentinelle est le premier filtre obligatoirement atteint

lorsgu’il y a un envahissement lymphatique ganglionnaire. Pour le cancer du sein, le but de
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I’évaluation ganglionnaire axillaire par le GS est d’obtenir I’information relative au statut
histologique ganglionnaire tout en évitant la morbidité du curage axillaire pour les patientes

indemnes de métastases lymphatiques.

Lavalidation de latechnique du GS repose sur 2 parametres : le taux d’identification du GS et
le taux de faux négatif qui représente le pourcentage de cas ou le GS est non métastatique
alors que I’ é&ude histologigue des ganglions du curage axillaire montre la présence d’ une ou
plusieurs métastases ganglionnaires. Les conférences de consensus ayant validé la méthode
ont retenu une valeur théorique du taux d'identification supérieure a 90% et une valeur
théorique du taux de FN inférieure a 5% [Lyman 2005].

En 2006, Kim a publié une méta analyse de 69 séries de patientes traitées par GS + curage
axillaire [Kim 2005]. Au total, 8059 patientes ont été incluses. La valeur médiane du taux
d’indentification du GS a été de 92% sans corrélation avec le nombre de patientes incluses
dans chagque série. Le taux d’identification par injection d’isotope seul variait de 94% a 98%.
Il était de 96% par méthode combinée dans I’ analyse mélangée des résultats des 69 études
recensées. Il chutait & 81% par méthode colorimétrique seule. La méthode combinée est
préconisée dans les conférences de consensus. La méthode isotopique exclusive est acceptée.
Enfin, le taux d’identification est indépendant du site d’injection péri tumoral ou péri aréolaire
[Mateos 2001].

Dans I’ étude du NSABP B-32 publiée par Krag en 2007, le taux de FN était de 9.8% [Krag
2007]. Dans |’ étude randomisée de Veronesi comparant GS versus GS + curage axillaire chez
516 patientes porteuses d’ une tumeur de taille inférieure a 2 cm, le taux de FN était de 8,8%
[Verones 2003]. Dans la méta analyse de Kim [Kim 2005], la valeur médiane du taux de faux
negatif a été de 7% et elle était significativement diminuée dans les séries de plus de 100
patientes (6,7%) comparativement aux séries de moins de 100 patientes (9%, p=0.007). Le
taux de FN est amélioré lorsque plus de 2 GS sont retirés et quand on effectue I’ exérése de
ganglions non sentinelles suspects [Carmon 2006]. L’ impact du taux de FN sur le risque de
perte de chance de guérison semble peu important. Le risque de récidive axillaire dans les
séries de GS n'est pas augmenté comparativement aux séries historiques ou les patientes
avaient, pour des tumeurs équivalentes, un curage. Dans la série du MSKCC publiée en 2004
par Naik [Naik 2004], 3 patientes sur 2340 (0,12%) ont eu une récidive axillaire alors qu’ elles
étaient GS négative et n'avaient pas eu de curage ganglionnaire concomitant. Dans la méta

analyse de Van Der Ploeg [Van Der Ploeg 2008] qui regroupait 48 études avec au total 14 959
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GS négatifs, et un recul médian de 34 mois, le taux de récidive axillaire était de 0,3%. Le
risque théorique de déces lié al’ omission de |’ atteinte ganglionnaire a auss été étudié. Jayant
a mis au point un modele mathématique dans |’ objectif d’ évaluer I'impact du taux de FN sur
le risgue de déces. En se basant sur le taux de FN (9,7%) retrouvé dans I’ étude du NSABP-
B32 [Krag 2007], il a estimé le risque statistique de déces a 10 ans a 0,6% pour les patientes
qui présentaient une tumeur de taille inférieure a 2 cm. Le taux de FN maximun admis dans
les concensus est de 5%. Mais ce taux est théorique et il doit étre relativisé. Un taux supérieur

a 5% maisinférieur a 10% est souvent observé et semble acceptable en pratique clinique.

Plusieurs essais randomisés ont démontré que la technique du GS était moins délétere que le
curage axillaire [Purushotham 2005, Fleissig 2006]. L’ randomisé multicentrique
ALMANAC [Fleissig 2006] a montré une récupération significativement plus rapide dans le
groupe GS, un taux de lymphoedéme significativement diminué dans le groupe GS (7%
versus 14% ; p=0,002), une lourdeur du bras a 18 mois significativement moins fréquente
dans le groupe GS (8,7% versus 19% ; p<0,001) et un index de qualité de vie a court et along
terme meilleur dans le groupe GS. La technique du GS n’ est cependant pas dénuée de risgues.
Wilke a étudié la morbidité de la technique du GS dans une série prospective de 5327
patientes ayant eu un GS sans curage pour une tumeur T1-2, NO, MO. Cinq patientes sur 4975
(1%) ont eu une réaction anaphylactique au bleu isosulfant utilisé seul ou en association avec
un isotope. Une infection du site opératoire est survenue dans 1% des cas, une lymphocéle
dans 7,1% des cas, un hématome du creux dans 1,4% des cas. A 6 mois, 8,6% des patientes
présentaient des troubles de la sensibilité du creux, 3,8% une diminution de la sensibilité du
membre supérieur et 6,9% des patientes avaient un lymphoedeme de plus de 2 cm par rapport
au coté opposé [Wilke 2006]. En cas de métastase du GS non détecté en per opératoire, un
curage axillaire différé est alors préconisé. Les résultats concernant une éventuelle majoration
de la morbidité du curage secondaire est controverse. Goyal a comparé la morbidité du CA
chez 373 patientes qui ont eu GS + curage axillaire a 83 patientes qui ont eu un curage
axillaire différé pour GS métastatique. Il ne retrouvait aucune différence significative dans la
perte de sensibilité du bras, la diminution de la mobilité du bras, le délai de convalescence, la
durée d'hospitalisation et le risqgue de lymhoedéme [Goya 2006]. Husen a comparé la
morbidité de |’ évaluation ganglionnaire dans 3 groupes de patientes : 203 patientes qui ont eu
un GS, 100 patientes qui ont eu GS + curage axillaire dans le méme temps opératoire et 67

patientes qui ont eu GS puis curage différé. La morbidité de I’ évaluation ganglionnaire était
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significativement plus faible dans le groupe GS. La morbidité du curage axillaire était

significativement augmentée lorsgu’il était réalisé dans un deuxiéme temps [Husen 2006].

En 2005, I'American Society of Clinical Oncology émettait des recommandations pour la
pratique du GS dans les cancers du sein au stade précoce [Lyman 2005]: Ces
recommandations se basaient sur |’ étude bibliographique de 69 séries uni ou multicentriques,
4 méta analyses et | étude prospective randomisée de Verones et concluaient a la faisabilité
du GS pour sélectionner les patientes sans atteinte ganglionnaire et a la confirmation de la
diminution de la morbidité chirurgicale de la procédure sentinelle en comparaison du curage
axillaire. L’impact de |’ évaluation ganglionnaire par le GS sur larécidive et la survie n’ était

en revanche pas connu aujourd’ hui.

En 2005 les recommandations francaises de Saint Paul de Vence préconisaient la réalisation
du ganglion sentinelle pour tout carcinome infiltrant opérable d’emblé, uni focal, de taille
inférieure a 2 cm, sans envahissement ganglionnaire clinique, sans traitement préalable

[cancer du sein, 2005]. La méthode recommandée est |a méthode combinée.
5) La chimiothérapie néo adjuvante

Depuis les années 70, la chimiothérapie constitue I’ une des armes majeures pour la prise en
charge thérapeutique des cancers du sein. Son efficacité a été observée avec |'essor des
polychimiothérapies a base dakylants puis secondairement avec |I'utilisation des
anthracyclines. A partir des années 90, une nouvelle classe de molécule apparait avec les
taxanes et les années 2000 ont vu le développement des thérapeutiques ciblées et notamment

du transtuzumab pour les tumeurs sur exprimant I’ oncogene HER2/Neu.

Le premier objectif de la chimiothérapie dans le traitement des cancers du sein au stade
localisé est d éradiquer la maladie micro métastatique et d’ espérer par voie de conséguence
une amélioration de la survie. Un deuxieme objectif peut étre envisagé : rendre opérables des
tumeurs localement évoluées ou inflammatoires ou permettre d’ éviter la mastectomie lorsque
le volume tumoral est trop important par rapport au volume du sein. Elle est alors effectuée en
premier traitement avant |’intervention chirurgicale. C'est la chimiothérapie néo adjuvante.
Un autre intérét de la chimiothérapie néo adjuvante est de permettre une évaluation in vivo de
I efficacité de la chimiothérapie et ains parfois de modifier les agents thérapeutiques en cas

de réponse insuffisante. Les résultats de plusieurs essais de phase Il comparant

Introduction 13



chimiothérapie néo adjuvante et chimiothérapie adjuvante ont montré I’ absence de différence
significative en terme de survie globale, de survie sans progression ou de survie sans
meétastase [Fisher 97, Van der Hage 2001, Mauri 2005, Gianni 2009].

En revanche on observe une amélioration du taux de conservation mammaire apres
chimiothérapie néo adjuvante : I'essai du NSABP-B18 a inclus 1558 patientes randomisées
entre 4 cycles d’ adriamycine cyclophosphamide administrés soit en préopératoire soit en post
opératoire. Le taux de conservation mammaire était de 67% dans le bras chimiothérapie néo
adjuvante alors qu'il éait significativement plus faible (60%) dans le bras chimiothérapie
adjuvante [Fisher 97]. L’ de’EORTC 10902 ainclus 698 patientes randomisées entre un
bras traité par 4 cycles de FEC 60 (5-FU, épirubicine, cyclophosphamide) administrés en néo-
adjuvant et un bras de traitement par 4 cycles de FEC 60 administrés en adjuvant. La
réduction du volume tumoral induite par la chimiothérapie néo-adjuvante a permis une
conservation du sein chez 23% qui auraient di étre traitées par mastectomies [Van der Hage
2001]. De méme dans I’ éude de Gianni ,1355 patientes ont été randomisées en 3 bras de
chimiothérapie néo adjuvante ou adjuvante. Le taux de conservation mammaire était
significativement amélioré par I’administration en pré opératoire de la chimiothérapie 63%

versus 34% en adjuvant [Gianni 2009].

La chimiothérapie néo adjuvante est le traitement standard des tumeurs du sein localement
avancées mais peut étre également proposee dans la prise en charge de patientes sél ectionnées
présentant une tumeur opérable d’ emblée afin d améliorer le taux de conservation mammaire
[Kaufmann 2006].

6) Effets de la chimiothérapie néo adjuvant sur le drainage lymphatique du sein

L’ effet de la chimiothérapie sur les ganglions de drainage du sein a été observé en clinique
dans les études comparant I'efficacité de différents protocoles de chimiothérapie néo
adjuvante (CNA). Dans la sé&rie du NSABP-B18 ou plus de 1500 patientes ont été
randomisées entre chimiothérapie pré et post opératoire, 185 présentaient une atteinte
ganglionnaire clinique initiale. Aprés CNA, 135 (73%) avaient une normalisation de I’ examen
clinique du creux et 29 (16%) une diminution significative du nombre et du volume des
adénopathies. Dans cette méme étude, 36% des patientes traitées par CNA étaient pNO apres
chirurgie tandis que seulement 14% des patientes opérées d emblée éaient pNO avant

chimiothérapie (p=<0,001). Dans I’ étude du NSABP-B27 qui comparait 3 sequences de CNA
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chez 2411 patientes, les auteurs ont montré que le statut ganglionnaire était corrélé a la
réponse a la chimiothérapie sur la tumeur dans les 3 groupes : seulement 35,4% des patientes
qui avaient une réponse clinique sur la tumeur avaient une atteinte ganglionnaire prouvée
histologiquement et seulement 15,5% des patientes qui avaient une réponse histologique
compléte sur la tumeur étaient pN+ [Bear 2006]. Dans I’ étude de Kuerer qui regroupait 191
patientes N+ prouvés par analyse cytologigque avant traitement, et qui comparait 2 protocoles
de CNA, les patientes ayant une réponse histologique compléte ganglionnaire avaient une
réponse histologique compléte sur le sein de fagon significativement plus fréquente que les
patientes ayant un réponse histologique ganglionnaire incompléte (6% vs 59%, p<0,001). En
revanche, 41% des patientes ayant une réponse histologique complete sur la tumeur
mammaire avaient encore une atteinte ganglionnaire histologique. L’ efficacité de la CNA
semblerait moins forte sur les ganglions que sur le sein. Ces observations cliniques permettent
aussi de montrer qu’apres CNA, il existe une conversion histologique du statut ganglionnaire
dans 20 a 40 % des cas ce qui représente pour ces patientes un argument supplémentaire pour
ne pas réaliser un curage axillaire mais plutét un GS [Straver 2009, Kuerer 1999, Newman
2007, Newman 2003]. Stravers a montré gque cette conversion prouvée histologiquement par
une biopsie ganglionnaire avant CNA et une intégrité des GS et non sentinelle en analyse
histologique aprés CNA était surtout marquée chez les patientes chimio sensibles triple
négatives et HER2 positives [ Straver 2009].

L’ effet de la chimiothérapie sur |’ aspect histologique des tumeurs a été étudié par plusieurs
auteurs. Pour Honkoop, chez les patientes répondeuses c'est-a-dire chez qui aucun résidu
tumoral n’est retrouvé ou uniquement un résidu microscopique, les |ésions retrouvées sont des
lésions de fibrose cellulaire infiltrée de lymphocytes et de macrophages parsemées de micro
foyers néoplasiques ou de cellules tumorales isolées [Honkoop 1996]. Pour Sharkey, I’ aspect
histologique des ganglions lymphatiques aprés chimiothérapie est caractérisé par un
appauvrissement du tissu lymphoide et un élargissement des sinusoides. La réponse
ganglionnaire ala CNA se caractérise par |’ apparition de plages de fibrose et de prolifération
fibro histiocytaire qui représentent probablement les stigmates des précédentes localisations
néoplasiques. Ces Iésions histologiques sont aussi présentes sur la tumeur mammaire. Les 9
patientes de son étude présentant une stérilisation ganglionnaire avaient aussi une réponse
histologique sur la tumeur du sein [Sharkey 1996]. La chimiothérapie pourrait donc altérer le

drainage lymphatique du sein en favorisant une fibrose ou une sclérose des canaux
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lymphatiques ou en favorisant I obstruction des canaux lymphatiques par des emboles de
matériel cellulaire dégradé ou de cellules tumorales.

Cette hypothese peut étre vérifiée par |I'analyse lymphoscintigraphique avant et aprés CNA.
Ue a éudié I'impact de la CNA sur le flux lymphatique [Ue 2007] : 31 patientes ont eu une
lymphoscintigraphie couplée a un scanner avant et apres CNA. Le taux d’identification du GS
était plus élevé aprés CNA (90,5% vs 77,3%) sans étre cependant prouve statistiquement.
Pour 6 patientes le nombre de GS visualisés était plus élevé aprés CNA. Le seul facteur
statistiqguement corrélé a la diminution du taux d’identification était I’ atteinte ganglionnaire
métastatique avant CNA (93,4% pour les NO versus 42,9% pour les N+ ; p<0,01). Le GS est
devenu visible en lympho scanner aprés CNA chez 2 patientes N+. Chez ces 2 patientes, la
taille des adénomégalies avait diminué aprés CNA. Il est donc possible que I’ obstruction du
drainage lymphatique ait été levée par la chimiothérapie. La CNA n'aurait donc pas
d’'influence sur le drainage lymphatique. L’obstruction des canaux lymphatiques serait
uniquement liée a I'importance de |’ envahissement ganglionnaire comme cela a dga été
observe chez des patientes non traitées par CNA. Brenot-Rossi, dans une série rétrospective
de 332 patientes ayant eu un GS pour un tumeur invasive du sein TO, T1 ou T2<3cm, NO a
montré que le seul facteur indépendant corrédlé a la non détection du GS en
lymphoscintigraphie était le nombre de ganglions axillaires métastatiques supérieur a 4
[Brenot-Rossi 2003].

7) Ganglion sentinelle et chimiothérapie néo adjuvante

La place du GS chez les patientes qui justifient d’'une CNA est aujourd hui toujours en
discussion. Il peut étre réalisé soit avant soit aprés la chimiothérapie.

L’ avantage principal de réaliser le GS avant CNA est d' éviter une inter action éventuellement
délétere de la chimiothérapie sur le drainage lymphatique du sein, interaction qui peut varier
en fonction des agents cytotoxiques utilisés et de la chimio sensibilité propre a chaque tumeur.
En cas de positivité du GS, le curage axillaire est alors réalisé aprés chimiothérapie au
moment de I’exérése chirurgicale de la tumeur mammaire résiduelle. En revanche, cela
entraine pour ces patientes 2 interventions chirurgicales et en cas de conversion du statut
histologique ganglionnaire le curage axillaire est alors effectué inutilement. Enfin cela pose
aussi le probleme de la validité du GS pour les grosses tumeurs pour lesquelles le risque
d’ atteinte métastatique ganglionnaire est augmenté. Plusieurs études ont néanmoins montré la
possibilité d’ effectuer une procédure GS fiable pour des tumeurs de taille élevée lorsqu’il
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N’ existe pas d’ atteinte ganglionnaire clinique [Bedrosian 2000, Chung 2001, Lelievre 2006].
Dans I’ é&ude de Bedrosian, 87 patientes avaient une tumeur T2>2 cm et 17 une tumeur T3.
Dans I’ étude de Lelievre, la taille tumorale médiane était de 4,2 cm (3 a 20 cm) et dans
I’ étude de Chung 85% des patientes avaient une tumeur entre 5 et 9,9cm, 12% entre 10 et 15
cm et 3% une tumeur > 15 cm. Dans les 3 études les patientes éaient NO clinique.
L identification du GS était respectivement de 99%, 100% et 97,4% et le taux de FN était de
2%, 3% et 4% [Bedrosian 2000, Chung 2001, Lelievre 2006]. Cela montre qgue méme si
|” atteinte ganglionnaire est corrélée a la taille tumorale, la technique du GS est faisable dés
lors qu'il n’existe pas une atteinte clinique du creux. Plusieurs auteurs ont montré I’intérét de
réaliser chez ce type de patientes, le GS avant de débuter la CNA en retrouvant des taux
d’identification variant de 98% a 100% [Sabel 2003, Ollila 2005, Cox 2006, Van Rijk 2006,
Schrenk 2008, Menard 2009]. Dans les études de Shrenk et Menard, un curage axillaire a été
effectué apres CNA et le taux de FN était égal a 0 [Schrenk 2008, Menard 2009].

Certains auteurs ont comparé la faisabilité du GS avant et aprés CNA dans des groupes de
patientes homogenes. Pour Jones, le taux d identification était significativement diminué dans
le groupe GS post chimio mais dans cette étude les effectifs sont faibles et les patientes GS
avant CNA sont NO clinique alors que 6 des 7 patientes pour lesquelles I’ identification du GS
était impossible apres CNA avaient une atteinte ganglionnaire clinique avant traitement [Jones
2005]. Seul I’éude de Papa, qui regroupait des patientes NO clinique avant CNA retrouve un
taux d’identification significativement diminué dans le groupe GS post chimio (87% versus
98,8% ; p< 0,005) et un taux de FN élevé dans le groupe GS post chimio (15,8% versus 0%).
Cependant, il s'agit d’ une étude rétrospective avec de faibles effectifs dans les 2 groupes
principaux : 31 patientes GS aprés CNA et 58 patientes GS avant CNA [Papa 2008].

Le GS avant CNA semble donc rédisable chez les patientes NO avant traitement avec
I”inconvénient d’ une deuxieme intervention en cas de métastase ganglionnaire du GS et en
sachant gu’ environ 1/3 de ces patientes auront un curage axillaire inutile car la CNA aura

stérilise des métastases ganglionnaires.
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RATIONNEL DE NOTRE TRAVAIL

L’évaluation du statut ganglionnaire par la technique du GS est aujourd hui largement
répandue. Les conférences de consensus ont bien défini les recommandations concernant les

indications, |es contre-indications, |a technique préconi sée.

L’ éude bibliographique sur le GS montre que la faisabilité de la méthode a notamment été
prouvée dans des publications de séries rétrospectives, des publications de méta analyses et
des séries prospectives randomisées qui ont montré que pour des patientes a faible risque
d atteinte ganglionnaire, le taux d’identification du GS était supérieur a 90% et le taux de
faux négatif, ¢’ est adire le pourcentage de cas ou le GS est indemne alors que un ou plusieurs

ganglions axillaire est ou sont métastatiques, devait étre inférieur a 5%.

L’ analyse per opératoire du GS est aussi recommandée en pratique clinique. Elle peut étre
réadlisée par apposition ou par examen extemporané. Elle a permis de diminuer
significativement le taux de reprise chirurgicale pour curage axillaire différé en détectant la

métastase du GS pendant I’ intervention dans au moins 2 cas sur 3.

Les études sur le GS ont montré que I’ atteinte métastatique du GS était isolée dans environ
50% des cas ce qui a conduit a I’élaboration de nomogrammes permettant de calculer la
probabilité d’ atteinte d’ un GNS lorsque le GS est métastatique et ce dans le but d’ éviter des

curages axillaires inutiles.

Latechnique du GS n’ est pas recommandée apres CNA pour plusieurs raisons :

- la CNA est indiquée le plus souvent pour des tumeurs volumineuses et par
conséquent a risque élevé de métastases ganglionnaires. Cependant, la CNA permet
aussi une stérilisation d’'un ou plusieurs ganglions dans 20 a 40% des cas ce qui
pourrait justifier chez ces patientes d’ éviter un curage axillaire inutile.

- il existe un postulat, non démontré, qui veut que la chimiothérapie induirait
une obstruction des canaux de drainage lymphatiques soit directement en créant des
Iésions de fibrose , soit indirectement par son action anti mitotique par accumulation

de débris de cellules tumorales nécrosées. Cette obstruction pourrait aors fausser ou
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entraver le flux du radio isotope ou du marqueur coloré ce qui aurait pour conséguence

de diminuer le taux d’identification du GS et d’ augmenter le risque de FN.

Nous avons retenu |"hypothése que le traitement par chimiothérapie n’entrainait pas
nécessairement de modification délétére des voies de drainages lymphatiques puisque celan’a
jamais éte clairement établi. Pour rechercher I’ existence ou I’ absence d’un effet délétére de la
CNA sur les voies de drainage lymphatique en cas de cancer du sein pouvant expliquer
I"impossibilité de réaliser une procédure d’ évaluation ganglionnaire par la technique du GS
nous nous sommes orienté vers 3 axes de recherche clinique :

- Nous avons testé la technique du GS dans notre série de patientes traitée par CNA selon la
méthode utilisée en pratique clinigue dans notre institution.

- Comme nous réalisons en routine, dans notre ingtitution, I’ analyse per opératoire du GS par
apposition, nous avons décidé d’ évaluer lafiabilité de cette méthode d’ analyse per opératoire
du GS dans notre série de patientes traitées par CNA.

- Nous avons enfin recherché dans notre série de patientes traitées par CNA si il existait des
facteurs anatomo cliniques prédictifs spécifiques de I’envahissement d’un GNS ou s'ils
étaient semblables a ceux déja mis en évidence pour des patientes non traitées par CNA.
Nous avons de plus testé la fiabilitt de 3 nomogrammes ou scores prédictifs de
I’ envahissement d’un GNS en cas de GS métastatique et dont lafiabilité a déa été démontrée

pour des patientes non traitées par CNA.
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FAISABILITE DU GANGLION SENTINELLE APRES CHIMIOTHERAPIE
NEOADJUVANTE

1) Notre étude

Le but de ce travail a été d étudier lafaisabilité de I’ évaluation de la technique du GS dans un
échantillon de patientes ayant eu dans notre institution une CNA.

Entre mars 2001 et décembre 2006, 129 patientes ont eu une évaluation ganglionnaire par la
technique du GS apres CNA. La recherche du GS a été effectuée par méthode isotopique
exclusive.

Le taux d'identification du GS a été de 93,8% (121/129). Cinquante six patientes avaient une
atteinte ganglionnaire (43,4%). Parmi elles, 8 navaient pas de métastase du GS ce qui
établissait le taux de faux négatifs (FN) a 14,3%.

Letableau 1 récapitule les facteurs corrél és aux taux d’identification et au taux de FN du GS.

Tableau 1 : facteurs anatomo cliniques corrélés al’ identification et au taux de faux négatifs du
GS.

caratéristiques Taux d'identification (n=121/129)  Taux de FN (n=8/56)
n p n p
Age
<60 ans 92/94(97.9%) 0.0063 6/41(14.6%0) NS
> 60 ans 29/35(82.1%) 2/15(13.3%)
Taille tumorale avant CNA
T1-2 87/94(92.6%) NS 2/35(5.7%) 0.045
T3 34/35(97.2%) 6/21(28.5%)
Stade ganglionnaire avant CNA
NO 77/82(93.9%) NS 0/29(0%) 0.003
N1-2 44/47(93.7%) 8/27(29.6%0)
Localisation tumorale
externe 67/67(95.5%) NS 7/35(20%) NS
interne 34/38(89.4) 0/6(0%)
central 23/24(95.8) 1/15(6.6%)
Type histologique
CcCl 103/111(93%) NS 8/47(17%) NS
CLI 18/18(100%) 0/9(0%)
Réponse clinique
CR? 47/50(94%) NS 3/18(16.6%) NS
PR’ 74179(93;6%) 5/38(13.1%)
Réponse pathologique
pCR 23/25(92%) NS 1/4(25%) NS
pPR 98/104(94.2%) 7/52(13.4%)

FN faux négatifs, CNA chimiothérapie néoadjuvante, CCl carcinome canalaire invasif, CLI carcinome lobulaire invasif, CR réponse

compléte, PR réponse partielle, pCR réponse pathol ogique compléte, pPR réponse pathol ogique partielle.
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Le taux de faux négatifs était de 0% pour les 82 patientes NO avant CNA. |l était de 5,7%
chez les 94 patientes T1-T2 avant CNA.

La valeur prédictive négative de la technique du GS dans notre était de 89% et la valeur
prédictive positive de 100%.

Seize patientes avaient des signes histologiques de stérilisation du GS.

2) Analyse bibliographique

Les publications sur la faisabilité de la technique du ganglion sentinelle apres CNA sont
nombreuses: nous avons recensé 36 séries rétrospectives mono centriques, 1 série
rétrospective multicentrique, 2 séries prospectives randomisées multicentriques et 3 méta
analyses (tableau 2).
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Tableau 2 : ganglion sentinelle aprées chimiothérapie néo adjuvante. Revue de lalittérature.

Etudes Nb Mono/multi T, N avant NAC Méthode ID (%) FN GS+ seul pN+
centrique de détection (%)
Cohen 2000 38 Mono T2-3 NO-1 C 82% 17% 48% -
Nason 2000 15 Mono T2-3 NO C 87% 33% 46% 66%
Bredlin 2000 51 Mono T2-3 NO-1 B,C 84% 12% 88% 51%
Tafra 2001 29 Multi T1-2 NO C 93% 0% - -
Fernandez 2001 40 Mono T1-4 NO-1 B,I,C 85% 22% 20% 50%
Haid 2001 33 Mono T1-3 NO-1 C 88% 0% 50% 66%
Brady 2002 14 Mono T1-3 NO-1 B,.C 93% 0% 60% 7%
Julian 2002 34 Mono T1-3  NO-1 B,I.C 91% 0% 41% 38%
Miller 2002 35 Mono T1-3 NO B,I,C 86% 0% 44% 25%
Stearns 2002 34 Mono T1-3 NO-3 B 85% 14% 23% 61%
Balch 2003 32 Mono T2-4  NO-1 C 97% 5% 52% 59%
Reitsamer 2003 30 Mono T2-3  NO-2 C 86% 6% 40% 66%
Schwartz 2003 21 Mono T2-3  NO-2 B 100% 9% 64% 52%
Piato 2003 42 Mono T1-2 NO | 98% 17% 37% 43%
Vigario 2003 37 Mono T1-2 NO | 97% 39% - -
Aihara 2004 20 Mono T2-:3 NO-1 B 85% 8% - -
Kang 2004 54 Mono T1-4  NO-1 B,I,.C 72% 11% 0% 50%
Kang 2004 80 Mono T1-4  NO-1 I,C 76% 7% 33% 67%
Lang 2004 53 Mono T1-4  NO-2 B.I,C 94% 4% 25% 45%
Shimazu 2004 47 Mono T1-4  NO-2 B,I,C 93% 12% 66% 70%
Patel 2004 42 Mono T2-4  NO-2 - 95% 0% 48% 2%
Jones 2005 36 Mono T2-4 NO-1 - 80% 11% - 53%
Mamounas 2005 428 Multi T1-3  NO-2 B,I,.C 84% 11% 36% 44%
Tanaka 2006 70 Mono T1-4  NO-2 B 90% 5% 30% 58%
Yu 2007 127 Mono T3 NO B 91% 9% 37% 54%
Newman 2007 54 Mono T1-3 N+ B,I.C 98% 9% 31% 66%
Kinoshita 2007 104 Mono T2-4  NO-2 B,C 93% 10% 44% 38%
Lee 2007 210 Mono T3 NO-1 B,I,C 78% 6% 69% 72%
Y amamoto 2007 20 Mono T1-3  NO-1 C 100% 14% 30% 100%
Shen 2007 61 Mono T1-4  cN+ B,I.C 93% 25% 48% 58%
Hino 2008 55 Mono T2-3  NO-2 | 71% 0% 46% 72%
Tausch 2008 169 Multi T1-4  NO-2 B,I.C 85% 8% 49% 44%
Médina-Franco 2008 31 Mono T1-3 NO-2 B,C 83% 18% 11% 34%
Gimbergues 2008 129 Mono T1-3  NO-2 | 94% 14% 41% 46%
Hunt 2009 575 Mono T1-3 NO B,I,C 97% 6% - -
Cheung 2009 78 Mono T1-2 NO C 83% 10% 37% 44%
Classe 2009 195 Multi TO-3  NO-1 C 90% 11% 50% 37%
Ozmen 2010 77 Mono T1-3  cN+ C 92% 13% - -
Schwartz 2010 29 Mono T1-3 NO-2 B,C 98% 8% - -
Xing 2006 1273 Méta 90% 12%
VanDeurzen 2009 2148 Méta 90% 10%
Kelly 2009 1799 Méta 90% 9%

T,N stade clinique, B Bleu, | Isotope, C Combinée T. ID taux d'identification, FN taux de FN, cN+ métastase ganglionnaire prouvée par
analyse cytologique.
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2.1) Résultat des études monocentriques ou multicentriques r étr ospectives

Ces séries sont difficilement comparables car hétérogénes. Le nombre de patientes varie de 14
a 575 patientes. Les patientes présentaient un stade tumoral avant CNA variant de TOaT4. Le
statut ganglionnaire avant CNA était lui aussi variable d'une étude al’autre : NO avant CNA
dans 8 séries, NO-3 dans 27 cas et un envahissement ganglionnaire prouveé histologiquement
avant CNA dans 3 éudes. Les méthodes d’ identification du GS étaient variables d’ une étude a

I’ autre et souvent méme au sein de la population testée.

i. Taux d’identification

Les taux d'identification publiés varient de 72% a 100%. Dans 21 publications sur 39 (54%),
le taux d’identification est supérieur ou égale a 90% (Tableau 1).

Certains facteurs peuvent diminuer le taux d identification aprés CNA.

Dans notre éude le seul facteur corrélé négativement a I’identification du GS était I'age. La
diminution du taux d'identification a déja été observée chez les patientes ménopausées en
dehors de toute CNA [Krag 1998, Sener 2004] mais aussi apres CNA [Nason 2000]. Dans
I’étude de Sener par exemple, les patientes de plus de 70 ans avait un risque de non
identification du GS multiplié par 3,14 alors que le risque était de 1,39 pour les patientes de
moins de 50 ans (p=0,018) [Sener 2004]. Il n’existe pas d’ explication clairement définie a ce
risque. Certains ont observé une amélioration du taux d'identification chez ces patientes
meénopausées en injectant un volume plus grand de traceur, en hydratant mieux la patiente en
pré opératoire et en massant plus longuement la glande mammaire avant d’inciser [Nason
2000, Krag 1998, Giuliano 1997].

Le degré d envahissement ganglionnaire est fréeguemment corrélé a |’identification du GS
aprés CNA. Dans |’ étude prospective multicentrique frangaise [Classe 2009], I'identification
du GS éait significativement diminuée chez les patientes ayant un envahissement
ganglionnaire avant CNA (NO 94,6% vs N1 81,5% ; p=0,008). Pour Kinoshita [Kinoshita
2006] le taux d'identification était de 97,6% chez les patientes NO avant CNA alors qu’il
diminuait a 88,6% pour les patientes N1-2 sans différence statistiquement significative. Dans
I’ étude de Jones [Jones 2005], 6 des 7 patientes chez qui le GS n’a pas été identifié, avaient
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une atteinte ganglionnaire clinique avant CNA. Dans cette étude, le taux d’identification était
statistiquement corrélé au statut ganglionnaire avant CNA (100% pour les NO versus 45%
pour les N1-2). En fait, ¢’ est probablement I’ envahissement ganglionnaire massif qui influe le
plus sur I'identification du GS. En effet, dans 3 éudes les patientes avaient une atteinte
ganglionnaire prouvée histologiquement avant CNA [Newman 2007, Shen 2007, Ozmen
2010] et le taux d'identification restait encore supérieur a 90% chez ces patientes qui ne
présentait pas toutes un envahissement ganglionnaire massif (respectivement 98%, 93%,
92%). Pour Ozmen, le seul facteur corrélé au taux d identification était lataille tumorale apres
CNA en anayse uni et multi variée[Ozmen 2010]. Les patientes TO-2 aprés CNA avaient un
taux d'identification statistiquement plus éevé (96,7% versus 73,3% ; p=0,028). Pour Hino,
c'étaient aussi les paramétres apres CNA (taille tumorale et statut ganglionnaire) qui
influaient sur le taux d'identification. 1l augmentait significativement chez les patientes NO
apres NAC (71% versus 93%). Latechnique du GS était d’ autant plus fiable que les patientes

étaient répondeuses a la chimiothérapie [Hino 2008].

Comme cela a été observé dans les séries hors CNA, le taux d'identification du GS aprés
CNA peut aussi étre lié al’ expérience de I’ opérateur. Pour Bredlin, le taux d’identification
était significativement augmenté pour les 17 premiéres patientes de la série (64,7% versus
94,1%) [Bredlin 2000].

La méthode de détection utilisée joue un réle majeur pour la fiabilité de la détection du GS
hors CNA et la méthode combinée est souvent préconisée dans les conférences de consensus
[Gordon 2002, Schwartz 2002]. Dans notre étude nous avons utilisé la technique isotopique
exclusive. Depuis plusieurs années, nous n’ utilisons plus la méthode combinée en raison du
risque alergie connu aprés injection de Bleu patent et de bleu isosulfan [Mullan 2001]. Aprés
CNA, notre taux d'identification était de 94%, conforme aux recommandations sur la
procedure sentinelle hors CNA. Dans I’ étude de Kang, la méthode isotopique exclusive était
méme la plus performante des 3 méthodes utilisées apres CNA avec des taux d'identification
qui étaient respectivement de 90,9% pour |e repérage isotopique seul, 44,4% pour la méthode
colorimétrique et 41,7% pour la méthode combinée [Kang 2004]. Dans la méta analyse de
Xing [Xing 2006], le taux d’identification global du GS apres CNA était de 90% : |l était de

93% par méthode colorimétrique, 95% par isotope seul et 92% par méthode combinée. La
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méthode isotopique et la méthode combinée permettaient une augmentation significative du

taux d’identification dans cette étude.

ii. Taux de faux négatifs

Apres CNA, lestaux de FN varient de 0% a 33%. Dans 20 séries sur 39 (51%), il est inférieur
ou égal a10%. Dans 7 études aucun cas de FN n’ a été observé (FN=0%) (Tableau 1).

Comme cela est le cas hors CNA, I'envahissement ganglionnaire semble jouer un role
important dans lafiabilité de la technique. Dans notre étude | e statut ganglionnaire avant CNA
était un facteur indépendant corrélé a une augmentation du taux de FN. Le taux de FN était de
0% pour les patientes NO versus 30% chez les patientes N1-2. Ce résultat a d§a été observe
[Lang 2004, Shimazu 2004, Jones 2005, Tanaka 2006, Tausch 2008]. Dans I’ étude de Tanaka
[Tanaka 2006], le taux de FN était égal a 0 chez les 17 patientes NO clinique avant traitement
versus 6,3% pour les 26 patientes N1-2. Pour Lang, le taux de FN était de 0% pour les
patientes NO avant CNA (0/12) dors gu'il était de 9% (1/10) chez les patientes N1-2. Le seul
patient FN avait un envahissement ganglionnaire prouvé histologiquement avant CNA [Lang
2004]. Dans I'étude de Shimazu [Shimazu 2004], le taux de FN était de 15,8% chez les
patientes N1-2 (3/19) et de 7,1% chez les patientes NO (1/14). Pour Tausch, lataux de FN a
tendance a étre meilleur chez les patientes NO avant CNA (6%) par rapport au patientes N1-2
(12% ; p=0,39) [Tausch 2008]. Dans |’ étude de Classe [Classe 2009], le taux de FN était aussi
diminué chez les patientes NO (9,4%) par rapport aux patientes N1 (15%) mais sans preuves
statistiques. Huit publications rapportent les résultats de GS post CNA chez des patientes qui
étaient toutes NO avant NAC [Nason 2000, Tafra 2001, Miller 2002, Piato 203, Vigario 2003,
Yu 2007, Hunt 2009, Cheung 2009]. Dans ces études, les taux de FN varient de 0% a 39%.
Dans les 2 séries comportant plus de 100 patientes [Yu 2007, Hunt 2009], les taux de FN
étalent comparables au taux préconisé hors chimiothérapie (respectivement 9% et 6%).

Laréponse ala CNA peut auss étre corrélée au taux de FN. Ozmen [Ozmen 2010] a observé
une augmentation du taux d’identification en cas de réponse sur la taille tumorale (TO-2 post
CNA 96,7% versus 73,3% T2-3 post CNA ; p=0,028) et une diminution du taux de FN en cas
de réponse ganglionnaire (N1 post CNA 4,5% versus N2 post NAC 20,6% ; p=0,03). Dans

I’ étude de Classe [Classe 2009], le taux de FN est statistiquement diminué en cas de réponse
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ganglionnaire a la CNA (NA-NB de Sataloff versus NC-ND ; p=0,003). Pour Cheung
[Cheung 2009], le taux de FN était nul en cas de réponse clinique et histologique compléte
alors qu'il était égal a 10,2% en cas de réponse partielle (p=0,224 et p=0,661). A I'inverse,
pour Tausch [Tausch 2008], le taux de FN est statistiqguement plus élevé en cas de réponse
complete (15% versus 5% ; p=0,048). Pour Y u, I’ atteinte ganglionnaire est le facteur principal
corrélé al’ augmentation du taux de FN. Il aains montré dans une série de 129 patientes que
la recherche de GNS suspect par échographie per opératoire pouvait permettre de diminuer
significativement le taux de FN de 9,6% a 1,39% [Y u 2007].

Dans notre étude, la taille tumorale avant CNA était le deuxieme facteur indépendant corrélé
au taux de FN (5,7% pour les tumeurs T1-2 versus 28,5% pour les tumeurs T3 ; p=0,045). Ce
résultat a auss été observé dans I'éude de Mamounas [Mamounas 2005] sans preuve
statistique (5% pour les tumeurs < ou égales a 2 cm, 9,7% pour les tumeurs comprises entre

2,1 et 4 cm et 13,8% pour les tumeurs de plusde 4 cm ; p=0,33).

2.2) Résultat des deux éudes prospectives multicentriques randomisées:

Deux études prospectives randomisées ont été publiées sur le GS apres CNA.

L’ étude du NSABP-B27 qui comparait 2 protocoles de CNA chez 428 patientes [Mamounas
2005] : Adriamycyne + endoxan versus Adriamycine + Endoxan + docetaxel. Toutes les
patientes avaient |’ exérése du GS associée a un curage axillaire au moment de I’ intervention
chirurgicale. Letaux d’identification était de 85%. L’ identification du GS était statistiquement
meilleur lorsgue la méthode isotopique était utilisée (88,9% isotope seul, 87,6% méthode
combinée versus 78,1% méthode colorimétrique seul ; p=0,03). La taille tumorale, le statut
ganglionnaire, I’ &ge, la courbe d’ apprentissage n’influaient pas sur le taux d’identification. Le
taux de FN était de 11%. Aucun facteur anatomo clinique n’'était corrélé au taux de FN et
notamment ni le statut ganglionnaire,ni lataille tumorale ni laréponse ala chimiothérapie. On
observait cependant, un taux de FN augmenté lorsque la taille tumorale avant CNA était > 4
cm (13,8% versus 9,7% pour les tumeurs de taille comprise entre 2,1 et 4 cm et 5% pour les

tumeurs detaille < ou égale a2 cm ; p=0,33).
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La deuxieme série publiée est |’ éude multicentrique, prospective francaise [Classe 2009].
Elle est a notre connaissance, la seule étude prospective randomisée multicentrique dont
I’ objectif principal était I’ éude de la faisabilité du GS apres CNA. Cent quatre vingt quinze
patientes ont été incluses dans 12 centres. Les tumeurs étaient majoritairement T2, NO. La
méthode de détection était la méthode combinée chez toutes les patientes. Un GS a été
identifié dans 90% des cas. Le seul facteur corrélé au taux d'identification était le statut
ganglionnaire avant chimiothérapie (81,5% pour les N1 versus 94,6% pour les NO ; p=0,008).
Le taux de FN était égal a 11,5%. Le taux de FN était plus faible dans le groupe NO avant
NAC (9,4% versus 15%) sans corréation statistiquement prouvée. Le taux de FN variait en
fonction de la réponse ganglionnaire a la CNA : 0 cas de FN en cas de réponse a la CNA
totale ou > a 50% (NA et NB dans la classification de Staloff) versus 6 patients FN dans le
groupe réponse < 50% ou nulle (NC et ND dans la classification de Satal off) (p=0,003).

Au total dans ces 2 éudes la faisabilité de la technique du GS était prouvée pour
I"identification du GS par méthode isotopique ou combinée mais le taux de FN était

sensiblement supérieur au taux accepté dans les séries hors CNA.

2.3) Résultats des éudes comparant GS avant et apres CNA

Jones et Hunt ont comparé au sein de leur institution, 2 groupes de patientes traitées par CNA
[Jones 2005, Hunt 2009]. Pour le premier groupe, le GS était effectué avant CNA et pour le
deuxiéme apres. Les résultats de ces deux études sont contradictoires.

Dans I'éude de Jones [Jones 2005], 52 patientes ont eu un GS avant CNA. Le GS était
effectué aprés CNA pour 36 patientes. Le taux d'identification était significativement plus
élevé dans le groupe GS avant CNA (100% versus 81%). L’ atteinte ganglionnaire clinique et
la maladie résiduelle ganglionnaire post chimiothérapie éaient les 2 facteurs
significativement corrélés a une diminution du taux d’identification du GS. Le taux de FN du
groupe GS avant NAC était lui aussi significativement meilleur (2% versus 11% dans le
groupe GS post NAC). L’ impact négatif dela CNA pourrait ére retenu dans cette étude.

Hunt a comparé 575 patientes GS post CNA a 3171 patiente GS avant CNA [Hunt 2009] :
toutes les patientes de I’ étude étaient NO avant traitement. Le taux d'identification était

statistiquement meilleur dans le groupe GS avant CNA mais avec des taux tres éevés dans

Faisabilité du ganglion sentinelle 27
apres chimiothérapie néoadjuvante



les 2 groupes (98,7% versus 97,4% ; p=0,017). Le taux de FN était identique dans les 2
groupes avec des valeurs trés basses (4,1% dans le groupe GS avant CNA versus 5,9% dans le
groupe GS post NAC; p=0,39). Le taux de FN éait plus élevé quand la méthode
colorimétrique était utilisée, et quand moins de 2 GS étaient retirés. A taille tumorale égale, le
nombre de GS métastatiques était plus faible dans le groupe GS post CNA. Dans cette étude
I’ effet de la CNA ne semble pas délétere pour la réalisation du GS post CNA et cette étude
confirme que la stérilisation ganglionnaire par la chimiothérapie permet d’ éviter un curage

axillaire aplus de patientes si le GS est effectué aprés CNA.

Ces 2 études semblent montrer que lafiabilité de latechnique du GS est meilleure avant CNA
mais identique lorsque les patiente n'ont pas d atteinte ganglionnaire au moment du
diagnostic. Il semble donc que ¢ est le statut ganglionnaire, au moment du diagnostic, qui peut
altérer la performance de la technique du GS apres CNA plus qu’un éventuel effet délétere de
la chimiothérapie.

2.4) Résultats des méta analyses

Trois métas analyses sur le GS apres CNA ont été publiés [Xing 2006, Van Deurzen 2009,
Kelly 2009].

Dans la méta analyse de Xing publiée en 2006 [Xing 2006], 21 publications ont été retenues.
Toutes les patientes avaient une CNA et un GS plus curage axillaire apres CNA. Au tota
1273 patientes ont été regroupées. Le taux d'identification était de 90% et le taux de FN était
égal a 12%. Xing a éudié le taux d’'identification en fonction de la méthode de détection
utilisée. Le taux d'identification était sensiblement plus élevé par méthode isotopique (95%)
gue par méthode combinée (92%) ou méthode colorimétrique (93%). Xing a auss mélangé
les résultats de 5 publications qui comparaient, dans leurs institutions respectives, un groupe
de patientes GS post CNA (180 patientes) a un groupe de patientes GS hors CNA (1346
patientes). Les taux d’'identification du GS était sensiblement identique (85% versus 89% ;
p=0,113) ains que lestaux de FN (11% dans les 2 groupes).

Dans la méta analyse de Van Deurzen publiée en 2009 [ Van Deurzen 2009], 27 éudes ont

été retenues. Toutes les patientes ont eu un GS apres CNA suivi d’'un curage axillaire dans le
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méme temps opératoire. Au total, 2148 patientes ont été mises en commun. Le taux
d'identification était de 90,5%. Le taux de FN était de 10,5%. Les taux d'identification et de
FN ne changeaient pas en fonction du statut ganglionnaire avant CNA (exactitude dans le

groupe NO égale a 94,4% et 94,5% dans le groupe N+).

Dans la méta analyse de Kelly [Kelly 2009], 24 publications ont été retenues. Toutes les
patientes ont eu un GS aprés CNA suivi d un curage axillaire dans le méme temps opératoire.
Au final, 1799 patientes ont été regroupees. Le taux d'identification était de 89,6% et le taux
de FN égal a 8,4%. Le facteur statistiqguement corrélé a I’amélioration du taux de FN était
I” augmentation du nombre de GS envahis ce qui est somme toute assez logique.

Le taux de FN était é&onnamment diminué lorsque I'injection de I’isotope et la procédure

chirurgicale étaient effectuées le mémejour (11,5% versus 5,8% ; p=0,03).

Ces 3 métas analyses montrent que les taux d'identification calculés a partir des résultats
publiés (90, 90,5%, 89,6%) sont comparables aux taux requis pour la validation du GS hors
CNA (> 90%). Les taux de FN (12%, 10,5%, 8,4%) sont sensiblement supérieurs au taux
admis (< 5%). Ils sont en revanche proches des taux publiés dans 3 métas analyses de
patientes non traitées par CNA : 8,4% [Kim 2002], 5,1% [Miltenburg 1999], 9% [Fraile
2000].

2.5) Résultats des éudes comparant GS post CNA a GS hors CNA
Sept études ont comparé la technique du GS aprés CNA et hors CNA au sein d une méme
institution (Tableau 3) [Nason 2000, Tafra 2001, Fernandez 2001, Patel 2004, Lee 2007, Hunt

2009].

Tableau 3 : Taux d'identification et taux de FN GS aprés CNA versus sans CNA.

Taux d'identification Taux d'identification Taux de FN aprés CNA Taux de FN hors CNA

apres CNA hors CNA
Nason 2000 87% 78% 33% 9%
Fernandez 2001 85% 89% 20% 20%
Tafra 2001 93% 88% 0% 11%
Patel 2004 95% 95% 0% 10%
Kang 2004 72% 97% 11% 10%
Lee 2007 78% 97% 6% 7%
Hunt 2009 97% 99% 6% 4%

CNA chimiothérapie néo adjuvante, FN faux négatif

Faisabilité du ganglion sentinelle 29
apres chimiothérapie néoadjuvante



Ce sont toutes des études rétrospectives mono institutionnelles. Les résultats des séries hors
CNA sont le plus souvent communiqués a titre indicatif sans possibilité de comparaison
statistique hormis dans les études de Lee et Hunt [Lee 2007, Hunt 2009]. Les taux
d’identification sont souvent similaires et supérieurs a 90%. La comparaison des taux de FN
avant ou hors CNA dans les séries ou le nombre de patientes du groupe GS aprés CNA varie
de 15 a 42 est difficilement possible méme si on observe que les chiffres sont souvent

similaires et parfois méme meilleurs dans le groupe GS aprés CNA (tableau 2).

Dans I’éude du MD Anderson publiée par Hunt [Hunt 2009], 575 GS post CNA étaient
comparés a 3171 GS avant CNA pour des tumeurs T1-T3, NO avant traitement. Le taux
d’identification était statistiquement meilleur dans le groupe GS avant NAC mais avec des
valeurs élevées dans les 2 groupes (98,7% versus 97,4% ; p=0,017). En revanche le taux de
FN était similaire (4,1% pour le groupe GS avant NAC versus 5,9% pour le groupe GS post
NAC, p=0,39) avec des valeurs remarquablement basses.

Lee ainclus 875 patientes consécutives ayant eu GS et curage axillaire [Lee 2007]. Deux cent
trente huit patientes ont eu une CNA. Le taux d'identification était significativement diminué
apres CNA (77,6% versus 97% ; p<0,001) alors que les taux de FN étaient statistiquement
équivalent dans les deux groupes (5,6% versus 7,4% ; p=0,681).

Enfin, Xing afait une analyse a partir des 5 publications déja parues lors de son travail publié
en 2006 [Xing 2006]. Il ne retrouvait pas de différence statistique sur le taux d’identification
des 2 groupes (85% pour le groupe GS apres CNA versus 98,7% pour le groupe hors CNA ;
p=0,113) et les taux de FN étaient identiques dans les 2 groupes (11%).

Ces résultats semblent montrer que dans des équipes rompues a la technique du GS, la CNA
N’ est pas un obstacle majeur a sa réalisation.

2.6) Résultats des études du GS apres CNA chez des patientes présentant un

envahissement ganglionnaire

Plusieurs équipes ont testé la faisabilité du GS chez des patientes qui présentaient un
envahissement ganglionnaire prouvé histologiguement avant CNA [Newman 2007, Shen

2007, Ozmen 2010]. L’avantage principal du GS chez ces patientes métastatiques
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ganglionnaires est de permettre d’ éviter la morbidité du curage axillaire aprées CNA dans le
groupe de patientes répondeuses a la chimiothérapie et notamment chez les patientes qui ont
une conversion du statut ganglionnaire, groupe dont il a é&é montré que le pronostic était

meilleur [Rouzier 2002].

Les taux d'identification étaient supérieurs a 90% dans les trois séries, respectivement 98%,
93% 92%. Les taux de FN étaient respectivement égaux a 9%, 25% et 13%. Seule la
publication de Newman [Newman 2007] démontre clairement la faisabilité de la technique du
GS dans cette population de patientes avec notamment un taux de FN comparable aux séries
pour tumeurs débutantes non traitées par CNA. Cette fiabilité n’'est pas confirmée dans les 2
autres séries. Dans |’ étude de Shen [Shen 2007], malgré une réponse ganglionnaire clinique
compléte chez 58% des patientes et une réponse histologique ganglionnaire compléte dans
29% des cas, le taux de FN était égal a 25%. Pour Ozmen [Ozmen 2010], c était
I’ envahissement ganglionnaire massif (N2) avant CNA qui était corrélé a une augmentation
statistiquement significative du taux de FN (20,6% versus 4,5% ; p=0,03).

Ces 3 publications semblent montrer que le GS aprés CNA est potentiellement réalisable chez
des patientes ctN+ au moment du diagnostic surtout pour les patientes NO ou N1 clinique
avant CNA. En revanche, |a technique semble peut envisageable chez |es patientes présentant

un fort envahissement ganglionnaire au moment du diagnostic.

3) Conclusion

L’identification du GS ne semble donc pas étre un facteur limitant pour la faisabilité de la
technique aprés CNA. Aprés CNA, les facteurs corrélés a la diminution du taux
d’identification et du taux de FN du GS sont identiques a ceux déja mis en évidence dans les
series de GS pour tumeurs débutantes non traitées par CNA. L’ envahissement ganglionnaire
massif aprés CNA est probablement le facteur principal diminuant le taux d’identification et
augmentant le risque de FN. La CNA, par son action sur ces adénomégalies métastatiques,

peut améliorer le flux lymphatique et ainsi diminuer ces risques.

Faisabilité du ganglion sentinelle 31
apres chimiothérapie néoadjuvante



Annals of Surgical Oncology 15(5):1316-1321
DOI: 10.1245/510434-007-9759-z

Sentinel Lymph Node Biopsy After Neoadjuvant
Chemotherapy Is Accurate in Breast Cancer Patients
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Background: In breast cancer, neoadjuvant chemotherapy (NAC) is widely used in order to
enable a conservative surgery. In patients treated with NAC, the use of sentinel lymph node
(SLN) biopsy, which is a good predictor of the axillary nodal status in previously untreated
patients, is still discussed. The aim of our study was to determine clinicopathological factors
that may influence the accuracy of SLN biopsy after NAC.

Methods: Between March 2001 and December 2006, 129 patients with infiltrating breast
carcinoma were studied prospectively. Preoperatively, all of them underwent NAC. At sur-
gery, SLN biopsy followed by axillary lymph node (ALN) dissection was performed. Lym-
phatic mapping was done using the isotope method.

Results: The SLN identification rate was 93.8% (121/129). Fifty-six out of the 121 suc-
cessfully mapped patients had positive ALN. Eight out of these 56 patients had tumor-free
SLN (false-negative rate of 14.3%). The false-negative rate was correlated with larger tumor
size (T1-T2 versus T3; P = 0.045) and positive clinical nodal status (NO versus N1-N2;
P = 0.003) before NAC. In particular, the false-negative rate was 0% (0/29) in NO patients
and 29.6% (8/27) in N1-N2 patients. Clinical and pathological responses to NAC did not
influence the accuracy of SLN biopsy.

Conclusion: Our results show that clinical nodal status is the main clinicopathological factor
influencing the false-negative rate of SLN biopsy after NAC for breast cancer. SLN biopsy
after NAC can predict the ALN status with a high accuracy in patients who are clinically
lymph node negative at presentation.
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as a precise and reliable method for assessing axillary
status and avoiding axillary lymph node dissection
(ALND) for patients without involvement lymph
node.'* Consensus Conferences™* still consider neo-
adjuvant chemotherapy (NAC) as one of the specific
contraindications of SLN biopsy, although NAC is
now increasingly administered to facilitate breast
conserving surgery.” It has been suggested that che-
motherapy may interfere with anatomy and physiol-
ogy of the lymphatics and may therefore have adverse
effects on the accuracy of SLN procedure.® Previous
studies regarding SLN biopsy after NAC yielded
controversial results.” '* It should be noted that these
studies included patients with inflammatory tumors
and clinically positive ALN metastases. Some reports
have indicated better results in patients with clinically
negative ALN status.'"™'* In 2005, the American
Society of Clinical Oncology panel concluded that
there were insufficient data to recommend SLN for
patients receiving preoperative chemotherapy.'> The
aim of this study was to identify clinicopathological
factors influencing the accuracy of SLN biopsy after
NAC.

MATERIALS AND METHODS

Patients

Between March 2001 and December 2006, SLN
biopsy and ALN dissection (ALND) of level I and
II were performed prospectively for 129 patients
after NAC administered for a histologically proven
infiltrating breast carcinoma. All patients were
nonoperable conservatively at the time of diagnosis.
Patients with inflammatory tumors were excluded.
All patients were free for distant organ metastases at
the time of initial diagnosis. Preoperative clinical
axillary nodal status was assessed by palpation: NO
indicated no palpable nodes, N1 indicated the
presence of movable nodes, and N2 the presence of
fixed nodes. A written informed consent was
received from all patients. A core needle diagnostic
biopsy (14 gauge) was performed before NAC in all
patients.

Prior to surgery, patients received following che-
motherapeutic regimens: 6 cycles of 5-fluorouracil,
epirubicin, and cyclophosphamide (n = 57), or 3
cycles of docetaxel and 3 cycles of epirubicin
(n = 55), or 6 cycles of docetaxel alone (n = 17).
After chemotherapy, clinical complete response was
defined as no palpable tumor found at the place of
the primary tumor localization that was materialized

by a tattoo. Pathological complete response was de-
fined as no invasive neoplastic cells observed in
pathological examination.

SLN Detection and Processing

SLN were identified using the isotope technique. A
single subdermal injection (0.1 ml; 1.6 mCi) of tech-
netium—99m-labeled sulfur colloid (Nanocis®, Cis-
Bio International, Schering) in the subareolar region
at the site of tumor localization was administered 3—
18 hours before surgery and a preoperative lympho-
scintigraphy was then performed. SLN identification
was made intraoperatively by lymphatic mapping and
radioactivity measurement using a handle gamma
probe (Clerad®, Clermont-Ferrand, France). After
the SLN was excised, a full level I and II ALND was
performed. The patient then underwent lumpectomy
or mastectomy as previously planned.

Histological Evaluation of SLN and ALN

Each SLN was bivalved along the long axis. One half
was examined with imprint cytology at the time of
surgery. Routine pathological analysis was performed
on the other half: three formalin-fixed paraffin-
embedded sections were stained with hematoxylin and
eosin (H&E). In the case of a negative result, three
additional sections were made for immunohisto-
chemical (IHC) staining with pankeratin (AE1, AE3)
and cytokeratin (CK19) antibodies (Dako Corpora-
tion, Carpinteria, USA). Axillary nonsentinel lymph
nodes were fixed in formalin, embedded in paraffin and
processed for sectioning with routine H&E staining.
For nonsentinel lymph nodes, IHC was only per-
formed in case of lobular invasive tumor.

Statistical Methods

Relationships between variables were studied using
standard tests: the chi-square test for qualitative
parameters and ¢-test, analysis of variance (ANO-
VA), the Mann-Whitney U test or the Kruskal-Wallis
H test when one of the parameters was quantitative.
Nonparametric tests were used when distributions
were not Gaussian or variances were different. Vari-
ables with P values of less than 0.05 were considered
to be significant.

RESULTS

Characteristics of 129 breast cancer patients and
their clinical and pathological responses to preoper-
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TABLE 1. Patient characteristics

Characteristic n (%)
Age (years)
Median 53
Range 25-84
Clinical tumor size (cm)
Median 4
Range 1.5-10
Tumor classification
Tl 2 (1.6)
T2 92 (71.3)
T3 35 (27.1)
Clinical nodal status
NO 82 (63.6)
N1-2 47 (36.4)
Tumor localization
Outer 67 (51.9)
Inner 24 (18.6)
Central 38 (29.5)
Surgery
Lumpectomy 115 (89.1)
Mastectomy 14 (10.9)

Histological type

Invasive ductal 111 (86)
Invasive lobular 18 (14)
Scarf-Bloom-Richardson grade

I 12 9.3)
11 51 (39.5)
1 43 (33.3)
ND 23 (17.9)
Hormonal receptor status

Positive 95 (73.6)
Negative 29 (22.4)
ND 5(4)
HER?2 status

Positive 15 (11.6)
Negative 93 (72.1)
ND 21 (16.3)
Clinical response

CR 50 (38.8)
PR 79 (61.2)
Pathological response

pCR 25 (19.4)
pPR 104 (80.6)

CR, complete response; PR, partial response; pCR, pathological
complete response; pPR, pathologic partial response; ND, not
done.

ative chemotherapy are given in Table 1. The overall
SLN identification rate was 93.8% (121 of 129). An
average of 1.72 nodes was detected. Fifty-six out of
the 121 successfully mapped patients had positive
ALN. Eight out of these 56 pN + patients had tumor-
free SLN (false-negative rate of 14.3%). Among 48
cases with positive SLN, there were 38 macrometas-
tases detected on H&E pathological examination and
10 micrometastases detected using IHC staining. In
23 of these 48 patients, the SLN was the only positive
lymph node. In eight patients, one ALN was positive,
in addition to the SLN. In 17 patients, the SLN and
more than one ALN were positive. The negative
predictive value of SLN biopsy was 89% and the
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positive predictive value was 100% (negative LR
= (.14; CI 95% [0.08; 0.27]).

The results of correlation analysis between clini-
copathological factors and the accuracy of SLN
biopsy (identification and false-negative rates) are
summarized in Table 2. Identification rate was sig-
nificantly lower in patients aged 60 years and more
compared with those aged less than 60 years (82.1%
versus 97.9%; P = 0.0063). False-negative rate was
correlated with larger tumor size before NAC (5.7%
for TI1-T2 cases versus 28.5% for T3 cases;
P = 0.045) and positive clinical lymph node status
before NAC (0% for NO cases versus 29.6% for N1-
N2 cases; P = 0.003). The other clinicopathological
factors tested and, in particular, clinical and patho-
logical responses to chemotherapy did not influence
the identification rate and false-negative rate.

At a median follow-up of 35.6 months, 4 out of 129
patients have deceased of the breast cancer. Four
patients developed systemic recurrences. Two
patients had local recurrences and were operated by
radical mastectomy. One patient developed an
axillary lymph node recurrence treated by removing
excision and second line of chemotherapy. The
remaining 118 patients were alive without disease
recurrence.

DISCUSSION

The use of SLN biopsy after NAC has not been
recommended in the Consensus Conference re-
ports.>* Chemotherapy is thought to alter the lym-
phatic drainage patterns by shrinkage and fibrosis of
lymph vessels, by inducing a fatty degeneration due
to apoptosis of tumor cells and by potential
obstruction of lymphatic channels with cellular
material or tumor emboli, thus resulting in a false-
negative SLN.*'®!7 Results concerning the accuracy
and feasibility of SLN biopsy after NAC have been
contradictory.” '*'®2° The identification rate fluctu-
ated from 70 to 100% and false-negative rate from
0% to 33%. These differences may be related to the
heterogeneity of these studies, which were performed
using various techniques of sentinel mapping and
included retrospective and/or small patient series,
cases with inflammatory breast cancer. In the current
prospective study, we assessed the feasibility and
accuracy of SLN biopsy after NAC in a homogenous
patient cohort and identified clinicopathological fac-
tors influencing the accuracy of the procedure.

In our study, the identification rate was 93.8% and
the false-negative rate was 14.3%. These results are
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TABLE 2. Correlations between identification and false-negative rates of SLN biopsy and clinicopathological factors in breast
cancer patients

Identification rate (n =121/129)

False-negative rate (n =8/56)

Characteristics n P n P
Age
<60 years 92/94 (97.9%) 0.0063 6/41 (14.6%) NS
> 60 years 29/35 (82.1%) 2/15 (13.3%)
Tumor classification before chemotherapy
TI1-2 87/94 (92.6%) NS 2/35 (5.7%) 0.045
T3 34/35 (97.2%) 6/21 (28.5%)
Clinical nodal status before chemotherapy
NO 77/82 (93.9%) NS 0/29 (0%) 0.003
NI-2 44/47 (93.7%) 8/27 (29.6%)
Tumor localization
Outer 67/67 (95.5%) NS 7/35 (20%) NS
Inner 34/38 (89.4) 0/6 (0%)
Central 23/24 (95.8) 1/15 (6.6%)
Histological type
Invasive ductal 103/111 (93%) NS 8/47 (17%) NS
Invasive lobular 18/18 (100%) 0/9 (0%)
Clinical response
CR 47/50 (94%) NS 3/18 (16.6%) NS
PR 74/79 (93.6%) 5/38 (13.1%)
Pathological response
pCR 23/25(92%) NS 1/4 (25%) NS
pPR 98/104 (94.2%) 7/52 (13.4%)

CR, complete response; PR, partial response; pCR, pathological complete response; pPR, pathologic partial response; NS, nonsignificant.

consistent with those of a meta-analysis of SLN
biopsy after preoperative chemotherapy in a total of
1273 patients with breast cancer from 21 different
studies.’® The pooled estimate of identification rate
was 90% and estimated sensitivity of SLN biopsy
after NAC was 88% with a false-negative rate of
12%. In comparison, three meta-analyses of SLN
biopsy without NAC reported identification rates
between 83.6%>"?* and 90%” and false-negative
rates between 5.1%% and 8.4%°°—9%.?” Thus, SLN
identification rates in studies with and without NAC
are similar, but the false-negative rate obtained after
NAC is roughly 1.5-3.0 times higher than the false-
negative rate reported in non-neoadjuvant series.
The main clinicopathological factor influencing the
false-negative rate after NAC in our study was the
clinical nodal status before NAC. In NO patients, the
false-negative rate was 0% (0/29), while it was as high
as 29.6% (8/27) in N1-N2 patients (P = 0.003). This
observation is in line with previous studies showing
the impact of clinical nodal status on the accuracy of
SLN biopsy.'*** 3 For instance, Lang et al."* found
that the false-negative rate was 0% in NO patients (0/
12) and 9% in NI patients (1/10). In the study by
Kinoshita et al.,*” the identification rate tended to be
higher, although not significantly, among patients
who had clinically negative axillary lymph node be-
fore NAC (97.6%) versus patients with the positive
axilla (88.6%) but the false-negative rate was similar

in both groups (10% versus 11.2%, respectively). In
the largest study of SLN biopsy after NAC
(n = 428), Mamounas et al.”® found, in contrast,
that identification and false-negative rates were
independent on the clinical nodal status. Despite
these results, we think that SLN biopsy may be
considered as accurate after NAC in NO patients,
which is consistent with most studies. In our subset of
NO patients, the identification rate was 93.9% and
false-negative rate 0%. These results are similar to
those recommended by the Consensus Conferences
for SLN without NAC™*: identification rate >90%
and false-negative rate <5%.

Some authors perform SLN in NO patients before
NAC. Jones et al.** compared in a single institution
study the accuracy of SLN biopsy before and after
NAC. The identification rate was significantly better
before than after NAC (100% versus 80.6%). The
failure to map SLN after NAC correlated with clin-
ically positive nodal disease at presentation and
residual disease at axillary lymph node dissection.
The authors were not able to evaluate the false-neg-
ative rate before NAC since ALND was performed in
SLN positive patients only. After NAC, the false-
negative rate was 11%. In two other studies, the
identification rate in NO patients was 100% before
NAC.3** Moreover, studies in large size breast
cancer including clinical nodal free patients at pre-
sentation, showed identification rates of 98%,3°
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97.4%.%” and 99%,® and false-negative rate of 3%,36
4%.%" and 2%.%® Large size breast cancer is one of the
frequent indications for NAC, and SLN biopsy could
be considered in these cases as an equivalent of SLN
before NAC. Thus, SLN biopsy before NAC seems
to be as accurate as SLN biopsy after NAC for pa-
tients who have clinically negative axillary lymph
nodes at presentation. However, SLN requires two
surgical procedures (one for SLN and one for mam-
mary surgery), could induce a delay for NAC in case
of complications, and leads to a loss of information
about the potential eradication of cancer cells in SLN
by NAC.

To map SLN we used an isotope technique alone.
Isotope technique has been found to be better for
SLN mapping than dye technique alone or dye and
isotope techniques combined in studies on patients
without NAC treatment.’**> Mamounas et al.*
confirmed this result after NAC by showing a
statistically significant difference between the tech-
niques used: the identification rate was 88.9% with
isotope technique alone, 78.1% with dye technique
alone, and 87.6% with combined dye + isotope
technique (P = 0.03). In addition, no accident has
been reported after injection of radiocolloid tracer,
while an anaphylaxis reaction after blue dye during
SLN has been previously reported.™

In conclusion, our results suggest that SLN biopsy
after neoadjuvant chemotherapy in breast cancer
patients with isotope mapping alone is feasible and
can predict the ALN status with a high accuracy in
patients who were clinically lymph node negative at
presentation. In contrast, SLN biopsy after NAC
should be contraindicated in patients with clinically
positive ALN before chemotherapy.

REFERENCES

1. Giuliano AE, Kirgan DM, Guenther JM, et al. Lymphatic
mapping and sentinel lymphadenectomy for breast cancer. Ann
Surg 1994; 220:391-8.

2. Krag D, Weaver D, Ashikaga T, et al. The sentinel node in
breast cancer-amulticenter validation study. N Engl J Med
1998; 339:941-6.

3. Gordon F, Schwartz MD, MBA, Armando E, Giuliano MD,
Umberto Veronesi MD. and the concensus conference com-
mittee. Human Pathology 2002; 6:579—-89.

4. Schwartz GF, Giuliano AE, Veronesi U. and the Concensus
Conference Committee. Proceedings of the concensus confer-
ence on the role of sentinel node biopsy in carcinoma of the
breast. Breast J 2002; 8:126-38.

5. Bonadonna G, Valagussa P, Brambilla C, et al. Primary che-
motherapy in operable breast cancer: eight year experience at
the Milan Cancer Institute. J Clin Oncol 1998; 16:93—-100.

6. Cohen LF, Breslin TM, Kuerer HM, et al. Identification and
evaluation of axillary sentinel lymph nodes in patients with

Ann. Surg. Oncol. Vol. 15, No. 5, 2008

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

P. GIMBERGUES ET AL.

breast carcinoma treated with neoadjuvant chemotherapy. Am
J Surg Pathol 2000; 24:1266-72.

. Nason KS, Anderson BO, Byrd DR, et al. Increased false-

negative sentinzl node biopsy rates after preoperative chemo-
therapy for invasive breast carcinoma. Cancer 2000; 89:2187—

. Br'eslin TM, Cohen L, Sahin A, et al. Sentinel lymph node

biopsy is accurate after neoadjuvant chemotherapy for breast
cancer. J Clin Oncol 2000; 18:3480-6.

. Fernandez A, Cortes M, Benito E, et al. Gamma probe sentinel

node localization and biopsy in breast cancer patients trated
with a neoadjuvant chemotherapy scheme. Nucl/ Med Commun
2001; 22:361-6.

. Stearns V, Ewing CA, Slack R, et al. Sentinel lymphadenec-

tomy after neoadjuvant chemotherapy for breast cancer may
reliably represent the axilla except for inflammatory breast
cancer. Ann Surg Oncol 2002; 9:235-42.

. Tafra L, Verbanac KM, Lannin DR. Preoperative chemo-

therapy and sentinel lymphadenectomy for breast cancer. Am J
Surg 2001; 182:312-5.

. Schwartz GF, Meltzer AJ. Accuracy of axillary sentinel lymph

node biopsy following neoadjuvant (induction) chemotherapy
for carcinoma of breast. Breast J 2003; 9:374-9.

. Lang JE, Essermann LJ, Ewing CA, et al. Accuracy of selective

sentinel lymphadenectomy after neoadjuvant chemotherapy:
effect of clinical node status at presentation. J Am Coll Surg
2004; 199:855-62.

. Shimazu K, Tamaki Y, Taguchi T, et al. Sentinel lymph node

biopsy using periareolar injection of radiocolloid for patients
with neoadjuvant chemotherapy-treated breast carcinoma.
Cancer 2004; 100:2555-61.

. Lyman GH, Giuliano AE, Somerfield MR, et al. American

Society of Clinical Oncology guideline recommendations for
sentinel lymph node biopsy in early-stage breast cancer. J Clin
Oncol. 2005; 23:7703-20.

. Kuerer HM, Hunt KK. The rationale for integration of lym-

phatic mapping and sentinel node biopsy in the management of
breast cancer patients receiving neoadjuvant chemotherapy.
Semin Breast Dis 2002; 5:80-7.

. Sharkey FE, Addington SL, Fowler LJ, et al. Effects of pre-

operative chemotherapy on the morphology of resectable
breast carcinoma. Mod Pathol 1996; 9:893-900.

. Kang SH, Kim SK, Kwon Y, et al. Decreased identification

rate of sentinel lymph node after neoadjuvant chemotherapy.
World J Surg 2004; 28:1019-24.

. Miller AR, Thomason VE, Yeh IT, et al. Analysis of sentinel

lymph node mapping with immediate pathologic review in
patients receiving preoperative chemotherapy in patients
receiving preoperative chemotherapy for breast carcinoma.
Ann Surg Oncol 2002; 9:243-7.

Haid A, Tausch C, Lang A, et al. Is sentinel lymph node biopsy
reliable and indicated after preoperative chemotherapy in pa-
tients with breast carcinoma? Cancer 2001; 92:1080-4.

Julian TB, Dusi D, Wolmark N. Sentinel lymph node biopsy
after neoadjuvant chemotherapy for breast cancer. Am J Surg
2002; 184:315-7.

Brady EW. Sentinel lymph node mapping following neoadju-
vant chemotherapy for breast cancer. Breast J 2002; 8:97-100.
Balch GC, Mithani SK, Rchards KR, et al. Lymphatic map-
ping and sentinel lymphadenectomy after preoperative therapy
for stage II and III breast cancer. Ann Surg Oncol 2003;
10:616-21.

Mamounas EP. Sentinel lymph node biopsy after neoadjuvant
systemic therapy. Surg Clin North Am 2003; 83:931-42.

Piato JR, Barros AC, Pincerato KM, et al. Sentinel lymph
node biopsy in breast cancer after neoadjuvant chemotherapy.
A pilot study. Eur J Surg Oncol 2003; 29:118-20.

Xin 'Y, Foy M, Cox DD, et al. Meta-analysis of sentinel lymph
node biopsy after preoperative chemotherapy in patients with
breast cancer. Br J Surg 2006; 93:539-46.



27.

28.

29.

30.

31.

32.

SLN BIOPSY AFTER NEOADJUVANT CHEMOTHERAPY

Fraile M, Rull M, Julian FJ, et al. Sentinel node biopsy as a
practical alternative to axillary lymph node dissection in breast
cancer patients: an approach to its validity. Ann Oncol 2000;
11:701-5.

Miltenburg DM, Miller C, Karamlou TB, et al. Meta-analysis
of sentinel lymph node biopsy in breast cancer. J Surg Res
1999; 84:138-42.

Kim T, Agboola O, Lyman GH. Lymphatic mapping and
sentinel lymph node sampling in breast cancer: a meta-analysis.
2002 ASCO Annual Meeting Proceedings Orlando, FL, 2002.
Available: http://www.asco.org/ac/11,1003,-12-002643-00-18-
0016-00-19-00139,00.asp.

Jones JL, Zabicki K, Christian RL, et al. A comparaison of
sentinel lymph node biopsy before and after neoadjuvant che-
motherapy; timing is important. Am J Surg 2005; 190:517-20.
Cox CE, Cox JM, White LB, et al. Sentinel node biopsy before
neoadjuvant chemotherapy for determining axillary status and
treatment prognosis in locally advanced breast cancer. Ann
Surg Oncol 2006; 13:483-90.

Kinoshita T, TagasugiM , Iwamoto E, et al. Sentinel lymph
node biopsy examination for breast cancer patients with clin-
ically negative axillary lymph nodes after neoadjuvant che-
motherapy. Am J Surg 2006; 191:225-9.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

1321

Mamounas EP, Brown A, Anderson S, et al. Sentinel node
biopsy after neoadjuvant chemotherapy in breast cancer: re-
sults from national surgical adjuvant breast and bowel project
protocol B-27. J Clin Oncol 2005; 23:2694-702.

Schrenk P, Huchreiner G, Fridik M. Sentinel node biopsy
before preoperative chemotherapy for axillary lymph node
staging in breast cancer. Breast J 2003; 9:282-7.

Ollila DW, Neuman HB, Sartor C, et al. Lymphatic mapping
and sentinel lymphadenectomy prior to neoadjuvant chemo-
therapy in patients with large breast cancers. Am J Surg 2005;
190:371-5.

Chung MH, Ye W, Giuliano AE. Role of sentinel lymph node
dissection in the management of large (>5 cm) ivasive breast
cancer. Ann Surg Oncol 2001; 8:688-92.

Lelievre L, Houvenaeghel G, Buttarelli M, et al. Value of the
sentinel lymph node procedure in patient with large size breast
cancer cancer. Ann Surg Oncol 2006; 14:621-6.

Bredosian I, Reynolds C, Mick R, et al. Accuracy of sentinel
lymph node biopsy in patients with large primary breast tu-
mors. Cancer 200; 88:2540-5.

Mullan MH, Deacock SJ, Quiney NF, Kissin MW. Anaphy-
laxis to patent blue dye during sentinel lymph node biopsy for
breast cancer. Eur J Surg Oncol 2001; 27:218-9.

Ann. Surg. Oncol. Vol. 15, No. 5, 2008


http://www.asco.org/ac/11,1003,-12-002643-00-18-0016-00-19-00139,00.asp
http://www.asco.org/ac/11,1003,-12-002643-00-18-0016-00-19-00139,00.asp

ETUDE DE LA PROBABILITE D'ENVAHISSEMENT D’UN GANGLION NON
SENTINELLE LORSQUE LE GANGLION SENTINELLE EST METASTASE

1) Notre étude:

Les objectifs de notre étude ont été, d'un part de rechercher les facteurs cliniques et
pathologiques corrélés au risque de métastase d’ un ganglion non sentinelle (GNS) lorsque le
GS était envahi, d’ autre part de tester |a fiabilité de 3 modéles de calcul de probabilité de
métastase d'un GNS en cas de GS métastatique.

Parmi les 132 patientes de notre série, 51 (38,6%) avaient une atteinte d’au moins 1 ganglion
sentinelle. La métastase était macroscopique (>2mm) dans 41 cas et micro métastatique (<2
mm) dans 10 cas. Vingt sept patientes parmi les 51 avaient un GNS métastatique (52,9%) : 26
patientes avaient une atteinte macro métastatique d’un ou plusieurs GNS et 1 avait un micro
métastase d’'un GNS. Vingt sept patientes (52,9%) avaient une atteinte métastatique d’'un
GNS.

En analyse uni variée, 2 facteurs étaient statistiquement corrélés a I’ atteinte d’un GNS: la
taille tumorale supérieur a 26 mm (p=0,016) et la taille de la métastase du GS supérieur a
2mm (p=0,0055). Les autres facteurs testés n’étaient pas corréés au risque d'atteinte d’un
GNS (tableau 4).
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Tableau 4 : facteurs anatomo-cliniques corrélés au risque d’ atteinte d'un GNS

Variable N Patientes GN'S positifs (%) Valeur dep
51 27(52)
Stade clinique
NO 31 14 (51.8) NS
N1-2 20 13(48.2)
Taille histologique
<=26 mm 39 10(37.1) 0,016
>26 mm 12 17 (62.9)
Grade SBR
I 8 2(7.4) NS
1 37 24 (88.8)
11 6 1(3.8)
Récepteur oestrogenique
Positif 38 22 (81.4) NS
Négatif 13 5(18.6)
Récepteur progestéronique
Positif 19 11 (40.7) NS
Negatif 32 16 (59.3)
HER2
Positive 2 0(0) NS
Negative 49 27 (100)
Emboles
Oui 5 2(7.4) NS
Non 46 25 (92.6)
Multifocalité
Oui 23 10 (37) NS
Non 28 17 (63)
Réponse histologique
pCR 3 1(37) NS
pPR 48 26 (96.3)
Nb de GS
1 22 15 (55.5) NS
2 20 8(29.6)
>3 9 4(14.9)
Nb de GS positifs
1 41 21(77.7) NS
>1 10 6(22.3)
Taille de la métastase du GS
Macro 41 26 (92.2) 0.0055
Micro 10 1(7.8)

GNS ganglion non sentinelle, pCR répone pathol ogique compléte, pPR réponse pathol ogique partielle.

En analyse multi variée lataille de la métastase du GS était |e seul paramétre corrélé au risque
d atteinte d'un GNS. Le risque de métastase d'un GNS était multiplié par 10,2 lorsque
I atteinte du GS était macro métastatique (p=0,047, intervalle de confiance a 95% 1,15-90,2).
Le nomogramme du MSKCC ne faisait pas mieux que le hasard pour évaluer la probabilité du
risque d’ atteinte d'un GNS (AUC=0,542, intervalle de confiance a 95% 0,38-0,7) (Figure 1).
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Figure 1 : calcul del’aire sous la courbe ROC pour le nomogramme du MSKCC
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Le nomogramme du MD Anderson avait une fiabilité prouvée statistiquement pour calculer la
probabilité du risque d' atteint d'un GNS (AUC=0,716 ; intervalle de confiance a 95% 0,57-
0,86). (Figure 2)

Figure 2 : calcul del’aire sous la courbe ROC pour le nomogramme du MD Anderson
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Le score de Tenon avait aussi fiabilité prouvée statistiquement pour calculer la probabilité du
risque d’ atteint d’un GNS (AUC=0,778 ; intervalle de confiance a 95% 0,65-0,91). (Figure 3).
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Figure 3 : calcul del’aire sous la courbe ROC pour le nomogramme du score de Tenon
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2) Analyse bibliographique:

Dans la prise en charge de |* évaluation ganglionnaire par la technique du GS, un des objectifs
actuel est de sélectionner les patientes chez qui un curage axillaire est nécessaire en cas
d atteinte métastatique du GS. En effet, dans 40 a 60 % des cas le GS est e seul ganglion
métastatique [Chu 1999, Sachdev 2002]. Il n'y a donc pas de bénéfice a |’ exérese des autres

ganglions du creux axillaire chez ces patientes.

2.1) Facteurs prédictifs d’ envahissement des GNS en cas de GS métastatique

Plusieurs études ont mis en évidence des facteurs prédictifs d’ envahissement des GNS en cas
d’ atteinte métastatique du GS chez des patientes n’ ayant pas eu de CNA.

La taille histologique de la tumeur est le facteur prédictif indépendant d’ envahissement des
GNS le plus souvent retrouvé [Chu 1999, Barranger 2005, Houvenaeghel 2006, Nos 2003,
Ozmen 2006, Van Zee2003, Weiser 2001, Wong 2001, Yu 2005]. Ce résultat est en
adéquation avec la notion que I’ atteinte ganglionnaire est corrélée a lataille tumorale [Carter
1989], méme si les seuils limites peuvent varier : pour Chu et a par exemple, le risque
d atteinte d’ un GNS est de 29% pour des tumeurs de taille inférieure & 20mm, 38% entre 21 et
50 mm et 71% pour des tumeurs de taille supérieure a 50mm [Chu 1999].

Lataille de la métastase est le facteur prédictif indépendant d’ envahissement d’'un GNS qui
semble le plus important [Chu 1999, Nos 2003, Ozmen 2006, Viae 2005, Weiser 2001, Yu
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2005]. Le risgue d atteinte d’un GNS en cas de macro métastase du GS varie de 48 a 85%
[Viale 2005, Hwang 2003, Chu 1999, Turner 2000, Weiser 2001, Nos 2003, Van Iterson
2003, Yu 2005, Ozmen 2006, Viale 20001, Baranger 2005, Shrenk 2005] alors qu’il chute a
20% en cas de micro métastase [Viale 2005, Schrenk 2005]. Pour Viale, dans une éude
portant sur 1228 patientes ayant au moins un GS métastatique, 50% des 794 patientes ayant
des GS macro métastatiques avaient un envahissement des GNS ,versus 21% des 318
patientes ayant des GS micro métastatiques (p<0,0001), et 15% des 116 patientes dont les GS
ne contenaient que des cellulesisolées [Viae 2005].

Plusieurs études ont montré que le nombre de GS métastatiques était corrélé au risque
d envahissement des GNS [Chu 1999, Cserni 2004, Hung 2005, Barranger 2005]. Pour
Baranger, 21% des patientes dont un seul GS était métastatique avaient un envahissement des
GNS versus 47% lorsgue plus d' un GS étaient envahis (p<0,05) [Barranger 2005].

Pour Van Zee et Barranger, ¢’ est méme le ratio entre le nombre de GS métastatiques sur le
nombre total de GS prélevés qui est un facteur prédictif indépendant d’ envahissement des
GNS [Van Zee 2003, Barranger 2005]. Goyal a également montré que le nombre de GS
positifs supérieurs au nombre de GS négatifs (Ratio > 0,5) était un facteur prédictif
indépendant d’ envahissement des GNS [Goyal 2004].

D’autres facteurs prédictifs indépendants d’ envahissement des GNS ont été retrouvé moins
fréqguemment : |’ effraction capsulaire [Saidi 2004], la présence d emboles lymphatiques ou
vasculaires [Viale 2005, Van Zee 2003].

Aprés CNA, I'éude de Jeruss et notre étude sont les seules ayant recherché les facteurs
prédictifs d’ envahissement de GNS [Jeruss 2008, Gimbergues 2008]. Les résultats sont
comparables a ceux observes hors CNA.

Dans notre série, 2 facteurs éaient corrélés al’ atteinte d'un GNS : la taille de la métastase du
GS et la taille histologique de la tumeur. La taille tumorale limite associée a un risque
d atteinte du GNS était dans notre étude de 26 mm. Lorsgue la taille histologique était
supérieure a 26 mm, 62,9% des patientes avaient une atteinte d’ un ou plusieurs GNS alors qu’
ils étaient 37,1% lorsgque la taille histologique était inférieure ou égale a 26mm (p=0,016).
Lorsque la métastase du GS était supérieure a 2 mm, 92,2% des patientes avaient un
envahissement de GNS alors le risgue diminuait & 7,8% en cas de micrométastase du GS
(p=0,0055). En analyse multi variée seule la taille de la métastase du GS était un facteur

indépendant.
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Dans I’ étude de Jeruss regroupant 52 patientes, les résultats sont plus hétérogenes puisque de
multiples facteurs indépendants sont retrouvés en analyse multi variée: la taille tumorale
histologique est logiquement retenue. L’atteinte ganglionnaire clinique avant CNA est
retrouvée et peut étre assimilée a I’atteinte macro métastatique méme s la taille de la
métastase du GS n’a pas été expressément prise en compte dans cette étude. La présence
d’emboles lymphatiques ou vasculaires et la méthode de détection de la métastase sont
retrouvées comme facteurs indépendants et ont déja été mises en évidence dans des séries de
patientes non traitées par CNA. Enfin I'atteinte multifocale est un facteur indépendant
d atteinte de GNS dans cette étude aors que ce facteur n'a jamais été retrouvé a notre
connaissance dans les séries hors CNA [Jeruss 2008].

Au total, il semble que les facteurs prédictifs d atteinte de GNS soient identiques que les
patientes aient eu ou non une CNA. Lataille de la métastase du GS et |a taille histologique
semblent étre les facteurs les plus importants aprés CNA comme cela a déja été montré hors
CNA.

2.2) Modéles de calcul de probabilité de métastase d’un GNS en cas de GS
métastatique

En 2003, Van Zee a été le premier a proposer un nomogramme (M SKCC nomogramme) [Van
Zee 2003]. Huit autres modeles prédictifs de I’ envahissement d’un GNS an cas de métastase
du GS ont ensuite éé publiés. Le Mayo nomogramme [Degnim 2005], le Cambridge
nomogramme [Pal 2008], le Stanford nomogramme [Kohrt 2008], le score de Tenon
[Baranger 2005], le score du MD Anderson [Hwang 2003], le score proposé par Saidi [Saidi
2004]. Deux modeles de partitions récursives ont été développés par Kohrt : le RP-ROC et le
CART) [Kohrt 2008]. Un nomogramme a été élaboré pour le calcul de probabilité du risque
de métastase d’ un GNS en cas de GS métastatique chez des patientes traitées par CNA [Jeruss
2008].

Les nomogrammes sont des modeles développés a partir d’une régression logistique. Les
variables indépendantes prédictives d envahissement des GNS sont incluses dans le modéle
permettant de calculer, pour chague patiente, la probabilité d’ envahissement des GNS. Le
seuil acceptable proposé par les auteurs comme prédictifs de non envahissement des GNS est
une probabilité inférieure ou égale a 10%. L es scores sont également obtenus apres régression
logistique. Les variables sont incluses dans le modéle ou un nombre de point leur est assigné
en fonction de la valeur du coefficient de régression de chacune d’elle. La somme des points
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des variables détermine un score. Chague auteur propose un seuil avec la probabilité de
I’événement qui y est attaché. Les modeles de répartition récursive cherchent les
combinaisons les plus sensibles contrairement aux modeles de régression logistique qui
cherchent des combinaisons maximisant tant la sensibilité que la spécificité. Tous ces modéles
de calcul de la probabilité d atteinte d’'un GNS en cas de métastase du GS ont été élaborés a
partir de séries rétrospectives mono centriques de patientes ayant eu un GS pour tumeur
débutante non traitée par CNA, hormis le score du MD Anderson ou 37 patientes sur 131
avaient eu une CNA. Peu d' éudes ont été publiées sur ce sujet pour des patientes traitées par
CNA [Evrensel T 2008, Jeruss JS 2008, Unal B 2009].

Dans notre étude, nous en avons retenu trois modeles prédictifs de I’envahissement d’ un
GNS: celui du Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC) [Van Zee 2003] est celui
le plus souvent référencé dans la littérature. Celui du MD Anderson [Hwang 2003] est aussi
parmi ceux le plus souvent testés et dans la publication princeps était incluses des patientes
traitées par CNA. Enfin le score de Tenon [Barranger 2005] trés souvent expérimenté dans les
publications était en 2008 a notre connaissance le seul nomogramme dével oppé en Europe sur
le sujet. Le nomogramme de la Mayo clinique nous a semblé difficile a utiliser en routine
clinique et il n'existe pas de calculateur online qui puisse faciliter son utilisation. Lors de
I"initiation de notre travail, le nomogramme de Cambridge et le nomogramme de Stanford
N’ avaient pas encore été publiés ainsi que les 2 modeles de partition récursives proposés par
Kohrt. Le score de Saidi publié en 2004 a été tres peu testés.

Les paramétres que nous avons retenus pour |’ utilisation de ces nomogrammes étaient ceux
observés apres CNA.

Le premier nomogramme a été celui du Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC)
développé a partir d’une série rétrospective de 702 patientes [Van Zee 2003]. Il peut étre
consulté en ligne (http://www.mskcc.org/nomograms).

Neuf paramétres sont retenus:
> la réalisation d'un examen per opératoire par analyse extemporané sur
coupe congel ée (oui/non)
lataille tumorale mesurée en examen histologique (0,001 a9 cm)
le type histologique (CCI grade |, CCI grade I, CCI gradelll, CLI)
le nombre de GS envahis (1 a7)

la méthode histologique ayant mise en évidence la métastase du GS

YV V VYV V

(analyse par cryocongélation, analyse par HES en coupes standard et en

coupes sériées, immunohistochimie)
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» lenombre de GSindemne (0 a 14)

» laprésence d’ emboles lymphatiques ou vasculaires (oui/non)

» lamultifocalité (oui/non)

» laprésence de récepteurs oestrogeniques positifs(oui/non).
Lerésultat du test est exprimé en pourcentage du risque d’ atteinte d’ un GNS.

L e second modéle a été mis au point au MD Anderson Cancer Center [Hwang 2003].
Quatre facteurs sont pris en compte :

» latailletumorale > 2cm (1 point),

> lenombre de GS enlevés> 3 (-2 points)

> lataille delamétastase du GS > 2mm (2 points)

» laprésence d’ emboles lymphatiques ou vasculaires (1 point).
A chague paramétre est attribué un baréme de point. La somme des ces points détermine un
score dlant de -2 & + 4. Le seuil proposé est de O avec une valeur prédictive négative
rapportée par les auteurs de 100%.

Letroisieme modéle a éé développé al’ Hopital Tenon a Paris [Barranger 2005].
Trois parametres sont retenus :
> laprésence d’ une macro métastase du GS (oui-2 points/non-0 point)
> lataille tumorale mesurée en examen histologique (<10 mm-0 points, 11-
20 mm-1,5 points, >20 mm-3 points)
» la proportion de GS envahis (<0,5- 0 point, entre 0,5 et 1-1 point, 1-2
points).
A chague valeur correspond des points. Leur somme permet d’ exprimer un risque alant de O
a 7. Leseuil retenu est de 3,5. La probabilité d’ envahissement des GNS est de 2,7% lorsque le
score est inférieur ou égale a 3,5
Trois études en plus de la notre ont testé un ou plusieurs modéles de calcul de la probabilité
du risgue d’ envahissement de GNS en cas de GS métastatique [Evrensel 2008, Jeruss 2008,
Unal 2009].
Le nomogramme du MSKCC n'’ était pas statistiquement fiable dans notre série post CNA. Ce
résultat a déja été observé chez des patientes traitées par CNA [Evrensel 2008, Unal 2010]. En
particulier pour Evrensel qui avait validé le nomogramme chez 201 patientes non traitées par
CNA. La fiabilité du nomogramme n’avait pas été confirmée chez 32 de leurs patientes
traitées par CNA [Evrensel 2008]. Dans cette étude, ce résultat négatif peut étre lié en grande

partie au faible nombre de patientes incluses (32 patientes). Dans notre étude I’ explication
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tient probablement plus au fait qu'un seul parametre (la taille tumorale) sur les 9 que
comporte le nomogramme n’ était statistiquement corrélé al’ atteinte d'un GNS. Cela explique
aussi en partie, nos résultats positifs sur la validité du nomogramme du MD Anderson et du
score de Tenon ou respectivement 2 items sur 4 et 2 items sur 3 étaient corrélés dans notre
étude au risque d’ envahissement du GNS. A notre connaissance c'est la premiére fois que le
nomogramme du MD Anderson était fiable apres CNA. Dans |’ é&ude de Unal [Unal 2010], 3
modeles ont été testé chez 54 patientes qui avaient recu une CNA. Le nomogramme du
MSKCC, le score de Tenon et le nomogramme de Stanford. Ces 3 modéles ont été validés
dans cette ingtitution chez des patientes non traitées par CNA. Aprés CNA, seul le
nomogramme de Tenon avait une fiabilité statistiquement prouvée pour déterminer la
probabilité du risque d atteinte d’un GNS en cas de métastase du GS. D’ aprés les auteurs, la
valeur discriminante du test était moindre gque celle rapportée par I’ équipe de Tenon car le
nombre de GS micro métastatiques était deux fois plus important dans la série de Tenon.

A notre connaissance, il n’existe aujourd hui qu’un nomogramme dédié spécifiqguement au
calcul du risque d atteinte d’un GNS pour des patientes traitées par CNA : il a été développé
au MD Anderson chez 104 patientes traitées par CNA [Jeruss 2008]. La présence d’ emboles
lymphatique ou vasculaires, la méthode de détection de la métastase du GS, la multifocalité,
| atteinte ganglionnaire clinique avant CNA, et la taille tumorale histologiques étaient les
facteurs statistiqguement corrélés au risque d’ atteinte d'un GNS en analyse multi variée. Ces 5
variables ont été prises en compte pour le calcul du risque. Nous n’avons pas pu tester ce
nomogramme car |’item statut ganglionnaire avant CNA était fonction d’ une exploration du
creux par échographie et biopsie des ganglions suspects par analyse cytologique alors que
nous n’ avons considéré dans notre étude, que le statut ganglionnaire clinique.

Ce nomogramme a été validé dans une série de 104 patientes du MD Anderson traité par
CNA avec un calcul de I'aire sous la courbe égale a 0,762. Ce nomogramme a ensuite a
bénéficié d une validation externe dans une deuxiéme institution chez 41 patientes traitées par
CNA.

3) Conclusion

L’ analyse bibliographique et les résultats de notre étude semble montrer que la CNA n’'a pas
d’influence sur les facteurs prédictifs d'un envahissement d'un GNS en cas d atteinte
métastatique du GS. Les résultats observeés aprés CNA sont comparables a ceux retrouves

chez des patientes non traitées par CNA. Les nomogrammes publiés sur le sujet peuvent
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parfois étre utilises chez les patientes traitées par CNA. La encore, la variabilité des résultats
publiés sur la validité des nomogrammes concerne auss bien les séries sans CNA que post
CNA. Il ne nous semble pas justifié de devoir développer un modele spécifique pour les

patientes traitées par CNA.
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ABSTRACT

Background. Studies have demonstrated the feasibility
and accuracy of sentinel lymph node (SLN) biopsy after
neoadjuvant chemotherapy (NAC) in breast cancer. Some
SLN-positive patients have low risk of nonsentinel lymph
node (non-SLN) involvement. Our goal was to determine
clinicopathological factors correlating with the presence of
non-SLN metastases in patients after NAC and to assess
the validity of nomograms predicting additional axillary
metastases.

Methods. Patients with infiltrating breast carcinoma
(n = 132) were studied prospectively. All patients received
NAC. At surgery, SLN biopsy followed by axillary lymph
node dissection was performed. Lymphatic mapping was
done using the isotope method. Fifty-one patients were
SLN positive.

Results. In univariate analysis, tumor size (P = 0.016)
and the size of SLN metastases (P = 0.0055) were signif-
icantly correlated with the presence of non-SLN
metastases. In multivariate analysis, SLN macrometastases
(P = 0.047) conferred significantly increased risk of non-
SLN metastases. The Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center nomogram was not reliably predictive for non-SLN
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metastases (area under the receiver operating characteristic
curve, AUC, of 0.542), whereas the MD Anderson (AUC
0.716) and Tenon scoring systems (AUC 0.778) were
validated.

Conclusion. Our results suggest that clinicopathological
factors predicting non-SLN involvement in SLN-positive
patients with and without NAC are essentially the same.
The risk of involvement may be assessed using existing
nomograms, but additional large prospective studies are
needed to determine their accuracy in patients after NAC.

Sentinel lymph node (SLN) biopsy has become standard
of care for staging the axilla in patients with operable
breast cancer. SLN procedure has been developed in order
to avoid axillary lymph node dissection (ALND) for
patients with low risk of axillary lymph node metastases. In
fact, morbidity of level I and II ALND is important (arm
lymphedema occurs in 10-30% and pain in 10-20% of
patients)." SLN is the only metastatic axillary lymph node
for 40-70% of patients, for whom secondary ALND could
then be avoided.”™ A number of studies have therefore
tried to determine clinicopathological factors and to
develop scoring systems in order to estimate the statistical
risk of non-SLN involvement when the SLN is
metastatic.”""

During the past 20 years, the use of neoadjuvant che-
motherapy (NAC) has increased in patients with operable
breast cancer, principally in order to improve the rate of
breast-conserving surgical procedure.'®'” The use of SLN
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biopsy after NAC has not been recommended in the Con-
sensus Conference reports.'®'” Chemotherapy is thought to
alter the lymphatic drainage patterns by shrinkage and
fibrosis of lymph vessels, by inducing fatty degeneration
due to apoptosis of tumor cells, and by potential obstruc-
tion of lymphatic channels with cellular material or tumor
emboli, thus resulting in a false-negative SLN.?*~** How-
ever, NAC is able to sterilize ALN metastases which were
present before chemotherapy, suggesting that SLN biopsy
after NAC is useful and enables patients with nodal
response to avoid ALND.'®

Results concerning the accuracy and feasibility of SLN
biopsy after NAC have been contradictory but many
studies validated the procedure with identification rates
greater than 90% and false-negative rates lower than
10%.2*3 In a previous study, we demonstrated the accu-
racy of SLN procedure after NAC in a prospective cohort
of 129 patients.”® In this series, 51 patients were SLN
positive but 24 (47%) of them had only SLN metastases
without involvement of non-SLN, and ALND could have
been avoided in these cases. The aim of the present study
performed on this group of SLN-positive patients after
NAC was to determine clinicopathological factors associ-
ated with non-SLN involvement and to test scoring systems
predicting the risk of additional nodal metastases currently
available for SLN-positive patients who were not treated
with NAC.

MATERIALS AND METHODS
Patients

Between March 2001 and December 2007, SLN biopsy
and ALN dissection (ALND) of level I and II were per-
formed prospectively for 132 patients after NAC
administered for a histologically proven infiltrating breast
carcinoma. Feasibility of SLN procedure has been descri-
bed elsewhere.’” Briefly, all patients were not operable
conservatively at time of diagnosis. They had no distant
organ metastases. Prior to surgery, patients received the
following chemotherapeutic regimens: six cycles of 5-flu-
orouracil, epirubicin, and cyclophosphamide (n = 58),
three cycles of docetaxel and three cycles of epirubicin
(n = 57), or six cycles of docetaxel alone (n = 17).
Written informed consent was received from all patients.

SLN Detection

SLN were identified in all cases using a single subare-
olar injection (0.1 ml, 1.6 mCi) of technetium-99 m-
labeled sulfur colloid (Nanocis®, Cis-Bio International,
Schering) 3-18 h before surgery, and a preoperative

lymphoscintigraphy was then performed. SLN identifica-
tion was made intraoperatively by lymphatic mapping and
radioactivity measurement using a handheld gamma probe
(Clerad®, Clermont-Ferrand, France). After SLN excision,
full level I or I ALND was performed.

Histological Evaluation of SLN and Non-SLN

Histopathologic evaluation of SLN and non-SLN was
performed using the previously described protocol.*> Each
SLN was bivalved along the long axis. One half was
examined with imprint cytology at time of surgery. Routine
pathological analysis was performed on the other half:
three formalin-fixed paraffin-embedded sections were
stained with hematoxylin and eosin (H&E). In case of a
negative result, three additional sections were made for
immunohistochemical (IHC) staining with pankeratin
(AE1, AE3) and cytokeratin (CK19) antibodies (Dako
Corporation, Carpinteria, USA). Axillary non-SLN were
bivalved, and one formalin-fixed paraffin-embedded sec-
tion was stained with H&E. Immunohistochemical staining
with pankeratin (AE1, AE3) and cytokeratin (CK19) anti-
bodies was performed only in case of lobular invasive
tumor.

Scoring Systems

The risk of non-SLN involvement was evaluated with
three different scoring systems. Post-NAC characteristics
were used for risk estimation.

The first scoring system was a nomogram of the
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center existing in a free
online version (http://www.mskcc.org/nomograms). The
eight data variables required by the nomogram include
nuclear grade, lymphovascular invasion, multifocality,
estrogen receptor status, number of positive SLN, number
of negative SLN, tumor size, and method of detection of
SLN metastasis.'”.The results obtained for each patient
corresponded to a percentage risk.

The second system was developed at the MD Anderson
Cancer Center.’ Four independent factors are used for
predicting the presence of positive non-SLN in this system:
tumor size, number of SLN, size of SLN metastasis, and
lymphovascular invasion. For each factor, a f§ coefficient
was determined, and the sum of rounded coefficients
resulted in a score ranging from —2 and 4.

The third system was developed at the Tenon Hospital in
Paris.® Three characteristics were used: size of SLN
metastasis, histological tumor size, and proportion of SLN
involved. For each -characteristic, point values were
assigned and the sum of them resulted in a score ranged
from O to 7.
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Statistical Methods

Relationships between variables were studied using
standard tests. The chi-square test was used for qualitative
parameters. The #-test, analysis of variance (ANOVA),
Mann—Whitney U-test or Kruskal-Wallis H-test were used
when one of the parameters was quantitative. Nonpara-
metric tests were used when distributions were not
Gaussian or variances were different. The standard signif-
icance level (P < 0.05) was selected. Logistic regression
analysis was used to determine independent predictive
factors according to multivariate analysis.

For each scoring system tested, the discrimination of the
system was assessed by measuring the area under the
receiver-operating characteristic (ROC) curve. The values
of the area under the ROC curve (AUC) accepted to vali-
date the test ranged between 0.7 and 0.8.

RESULTS

Between March 2001 and December 2007, SLN biopsy
and ALND of level I and II were performed for 132 con-
secutive patients who received NAC. Fifty-one patients
were SLN positive. Descriptive characteristics of these
patients and their tumors are given in Table 1. Twenty-four
of 51 patients (47.1%) had SLN metastases only. Twenty-
seven out of 51 patients had positive non-SLN (52.9%).
Ten of 51 patients (19.6%) had SLN micrometastases
(metastasis >0.2 mm, none >2.0 mm).

In univariate analysis, two clinicopathological factors
were significantly associated with presence of non-SLN
metastases. We found that histological tumor size more than
26 mm was significantly (P = 0.016) associated with non-
SLN involvement. This cutoff corresponded to the most
distant point from the diagonal on the ROC curve and thus
represented the most discriminant value for this parameter
in our population. In addition, size of SLN metastasis more
then 2 mm was also a significant predictor of non-SLN
metastases (P = 0.0055). Other clinicopathological factors
were not correlated with non-SLN positivity (Table 2).

In multivariate analysis including all characteristics, size
of SLN metastasis was an independent factor correlated
with presence of non-SLN metastases. SLN macrometas-
tases conferred a 10.2-fold greater risk of non-SLN
positivity than SLN micrometastases [P = 0.047, 95%
confidence interval (CI) 1.15-90.2]. Histological size was
not significant in this multivariate analysis (P = 0.17).

The MSKCC model (Fig. 1) predicted a likelihood of
non—-SLN metastases with an AUC of 0.542 (95% CI 0.38—
0.70). The nomogram was not better than hazard, since 0.5
was included in the confidence interval. Two other scoring
systems were able to predict non-SLN involvement in our
patient population. The AUC was 0.716 (95% CI 0.57-0.86)

TABLE 1 Patient and tumor characteristics

Characteristic N (%)
Age (years)

Median 54
Range 25-71
Clinical tumor size before NAC (cm)

Median

Range 2-8
Tumor classification

T1 35 (68.6)
T2 14 (27.5)
T3 2 (3.9)
Clinical nodal status

NO 31 (60.8)
N1-2 20 (39.2)
Histologic type

Invasive ductal 42 (82.4)
Invasive lobular 9 (17.6)
Surgery

Lumpectomy 44 (86.3)
Mastectomy 7 (13.7)
No. of SLN identified

Median 2

Range 1-6

No. of patients with positive SLN 51
Macro 41
Micro 10

No. of patients with additional positive non-SLN 27 (52)
Macro 26
Micro 1

NAC neoadjuvant chemotherapy, SLN sentinel lymph node, non-SLN
nonsentinel lymph node

for the MD Anderson nomogram (Fig. 2) and 0.778 (95%
CI 0.65-0.91) for the Tenon Hospital nomogram (Fig. 3).

DISCUSSION

In breast cancer, the major challenge of SLN biopsy is to
predict the involvement of non—SLN when the SLN is
positive. Accurate estimation of risk of additional nodal
metastases would help to identify patients who need
ALND. In the adjuvant setting, many studies determined
clinicopathological factors associated with the presence of
axillary disease and developed scoring systems to calculate
the risk of non-SLN metastases.” " However, few studies
have evaluated the accuracy of nomograms in patients
receiving NAC prior to SLN biopsy.”* ™ We investigated
here a series of 51 patients with positive SLN after NAC to
identify factors predicting involvement of non-SLN and to
test different scoring systems.
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TABLE 2 Correlation between clinicopathologic factors and pres-
ence of positive non-SLN

Variable N Patients with positive ~ Univariate
non-SLN (%) P-value

Patient characteristics 51 27 (52)

Clinical status

NO 31 14 (51.8) 0.17 (NS)

N1-2 20 13 (48.2)

Histologic size

<26 mm 39 17 (62.9) 0.016

>26 mm 12 10 (37.1)

Grade SBR

1 8 2(7.4) 0.02 (NS)

1I 37 24 (88.8)

1 6 1(3.8)

Oestrogen receptor status

Positive 38 22 (81.4) 0.23 (NS)

Negative 13 5 (18.6)

Progesterone receptor status

Positive 19 11 (40.7) 0.58 (NS)

Negative 32 16 (59.3)

HER?2 status

Positive 2 0 (0) 0.4 (NS)

Negative 49 27 (100)

Lymphovascular invasion

Yes 5 2 (7.4) 0.6 (NS)

No 46  25(92.6)

Multifocality

Yes 23 10 (37) 0.22 (NS)

No 28 17 (63)

Pathologic response

pCR 3 1(3.7) 0.71 (NS)

pPR 48 26 (96.3)

No. of SLN removed

1 22 15 (55.5) 0.16 (NS)

2 20 8 (29.6)

>3 9 4 (14.9)

No. of positive SLN

1 41 21 (77.7) 0.49 (NS)

>1 10 6 (22.3)

Size of SLN metastasis

Macro 41 26 (92.2) 0.0055

Micro 10 1(7.8)

NS not significant, NA not available, pCR pathologic complete
response, pPR pathologic partial response, SBR Scarff-Bloom-
Richardson

Bold values represent significant values

Two variables had significant impact on the likelihood
of non-SLN metastases in our study: SLN metastasis size
in uni- and multivariate analysis, and tumor size in
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FIG. 1 Receiver-operating characteristic curve for the Memorial
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FIG. 3 Receiver-operating characteristic curve for the Tenon Hos-
pital scoring system. AUC area under the receiver-operating
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univariate analysis. These parameters were previously
reported to be significant parameters in patients without
NAC.
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Size of SLN metastasis appears to be the major pre-
dictive factor of non-SLN involvement.>>"~"*° We found
that the rate of non-SLN involvement was 7.8% in patients
with micrometastatic positive SLN and 92.2% in patients
with macrometastatic positive SLN. Previous series of
more than 100 SLN-positive patients without NAC showed
that non-SLN involvement occurred in 48—85% when SLN
was macrometastatic.>™>1271* Viale et al. analyzed 1,228
SLN positive patients and found that 50% of 794 patients
with macrometastatic SLN had non-SLN involvement
whereas only 21% of 318 patients with micrometastatic
SLN patients had additional axillary metastases.’ Schrenk
et al. reported non-SLN involvement in 51% (121/237) of
patients with macrometastatic SLN compared with 18%
(22/122) of patients with SLN metastases less than 2 mm.'

In our study, histological tumor size greater than 26 mm
was statistically correlated with non-SLN involvement in
univariate analysis, but not in multivariate analysis. Pre-
vious studies also demonstrated correlations between tumor
size and non-SLN metastases in univariate and multivariate
analyses.”*>"~1%1 In a retrospective study of 157 patients
with positive SLN, Chu et al. found that the rate of non-
SLN involvement was 29% when the tumor size was less
than 20 mm, compared with 38% when the tumor size was
21-50 mm, and 71% when the tumor size was more than
50 mm.’

We tested the three scoring systems predicting the risk
of additional nodal metastases that are most used in
patients without NAC. We found that the MSKCC nomo-
gram was not valid in our series of patients who received
NAC (AUC 0.542)."° This result is in line with previous
reports showing that the MSKCC nomogram was subop-
timal in the neoadjuvant setting.*>* In particular, Evrensel
et al. previously validated the MSKCC nomogram in 201
patients without NAC (AUC 0.73).33 In 32 patients who
received NAC, the ROC result was lower (AUC 0.66),
suggesting that the nomogram was less powerful in these
cases. It should be noted that clinicopathological factors
predictive of non-SLN involvement were not evaluated in
this series. The insufficient accuracy of the MSKCC
nomogram in our and other studies might be explained by a
low number of patients evaluated. In addition, only one of
eight parameters used in this nomogram (tumor size) was
statistically correlated with non-SLN involvement in our
patient population.

In the present study, the MD Anderson and Tenon
scoring systems were able to predict non-SLN involvement
with AUC values >0.7.>° To our knowledge, this is the
first time that the accuracy of the MD Anderson and Tenon
scoring system has been assessed in patients after NAC. Of
note, size of SLN metastases and histological tumor size
correlated well with presence of non-SLN metastasis in our
study. Both parameters are present among the four items of

the MD Anderson nomogram and among the three items of
the Tenon nomogram, which could explain their good risk
estimation.

As a consequence of the inferiority of the MSKCC
nomogram in the neoadjuvant setting, an MD Anderson
nomogram specific to patients treated with NAC has
recently been designed and validated by Jeruss et al.** In
104 patients, lymphovascular invasion, method of detect-
ing SLN, multicentricity, positive ALN at presentation, and
pathologic tumor size were significantly associated with
non-SLN involvement in multivariate analysis. Based on
these results, the authors elaborated a nomogram for pre-
dicting risk of positive non-SLN, which was validated in an
external patient cohort (AUC 0.78). We were not able to
test this nomogram in our study because we assessed ALN
status at presentation clinically, whereas Jeruss et al. per-
formed axillary sonography and fine-needle aspiration
biopsy to determine positive ALN.

In conclusion, our results suggest that clinicopatholog-
ical factors predicting non-SLN involvement in SLN-
positive patients with and without NAC are essentially the
same. The risk of involvement may be assessed using
existing adjuvant MD Anderson and Tenon nomograms for
centers that do not implement pretreatment axillary stag-
ing, a component of the MD Anderson specific neoadjuvant
nomogram. Additional large prospective studies are needed
to determine their accuracy in patients after NAC.
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VALEUR DE L’'EXAMEN PER OPERATOIRE DU GANGLION SENTINELLE PAR
APPOSITION APRESCHIMIOTHERAPIE NEO ADJUVANTE

1) Notre étude

Le but de notre étude a été d évaluer la faisabilité de I’analyse per opératoire du GS dans
notre série de patientes traitées par CNA.

De mars 2001 a décembre 2007, |I’examen per opératoire du GS a été réalisé par apposition
chez 80 patientes traitées par CNA. Durant la méme période, 1321 patientes ont eu un GS
sans traitement par CNA dans notre centre. Nous avons choisis au hasard 100 patientes parmi
elles pour définir la valeur de I'analyse per opératoire par apposition dans les indications
recommandées du GS dans notre pratique quotidienne.

Le tableau 5 récapitule les résultats de I'analyse per opératoire par apposition dans les 2

populations.

Tableau 5 : résultats de I’ analyse per opératoire du GS dans notre étude.

Apposition sans CNA Apposition aprés CNA
Exactitude 89% 2%
Sensitivité 47.4% 38.2%
Specificité 98.8% 97.8%
VPN 88.9% 68.2%
VPP 90% 92.9%

CNA chimiothérapie néo adjuvante, VPN valeur prédictive négative, VPP valeur prédictive positive

Apres CNA, I'analyse par apposition a permis de détecter une métastase du GS dans 72%
(58/80) des cas.

L analyse par apposition a été considérée comme positive aors que I’examen histologique
était normal pour 1 patient. Apres relecture, il a été considéré qu un conglomérat de
macrophages avait probablement été interprété comme un amas de cellules néoplasiques au
moment de I’ intervention.

Vingt et un patients avaient une atteinte du GS non détectée par |’ analyse per opératoire par
apposition. L’ analyse rétrospective des lames a conclu a une erreur d’ interprétation dans 6 cas
et a un défaut d’'échantillon (les cellules néoplasiques présentes dans le GS n’étaient pas
localisées sur le niveau de coupe de I'apposition) dans 15 cas. Dans 11/15 cas |’ atteinte
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métastatique était minime : cellules isolées chez 8 patients, micro métastases chez 3 patientes.
Dans 4 cas il existait une atteinte macro métastatique du GS non visible sur le niveau de
coupe de I’ apposition.

En analyse uni variée, le risque de FN de I'apposition était multiplié par 2,3 en cas de
présence de cellules tumorales isolées ou de micro métastases (P=0.0025; intervalle de
confiance a 95%, 1,37-3,85). Le risque de FN augmentait aussi en cas d’ atteinte ganglionnaire
clinique avant NAC et pour les carcinomes lobulaires invasifs sans que ces différences soient
prouvées statistiquement.

En analyse multi variée, la taille de la métastase (cellules tumorales isolées et micro
métastase) était le seul facteur indépendant corrélé au risque de FN (P=0,00021 ; RR=2,3; IC
a95%, 1,37-3,85).

Dans le groupe témoin (patientes sans CNA), la sensibilité et la valeur prédictive négative de
I’ apposition étaient plus élevées que dans e groupe CNA. Cette différence peut étre expliquée
par un nombre de GS micro métastatiques plus faible que dans le groupe CNA (5,2% versus
20,6%).

2) Analyse bibliographique

L’ analyse per opératoire du GS est réalisee en pratique clinique pour éviter des curages
axillaires différés en cas de métastases du GS. Les 2 méthodes utilisées sont |'analyse
extemporanée sur coupes congelées et |’ analyse par apposition. Il n’ existe actuellement aucun
consensus sur latechnique a privilégier.

Plusieurs études ont montreé la fiabilité de I’analyse par apposition hors CNA [Motomura,
2000 ; Henry-Tillman 2002 ; Baranger 2004 ; Cox 2005]. Dans les séries de plus de 100
patientes, la spécificité varie de 98% a 100% et la sensibilité de 34% a 94% [Motomura,
2000 ; Henry-Tillman 2002 ; Baranger 2004 ; Cox 2005; Chiken 2006 ; Creager 2002,
Zgainar 2004 ; Kane 2001 ; Contractor 2009]. Dans la méta analyse publiée par Tew,
regroupant 4204 patientes, la sensibilité était de 63% et |a spécificité de 99% [Tew 2005]. Les
avantages de I’ analyse per opératoire par apposition par rapport al’ analyse extemporanée sont
une plus grande simplicité et une plus grande rapidité dans la réalisation de I’ examen et une
utilisation moins importante de tissus, ainsi préservé pour I’ analyse histologique.

Apres CNA, I'analyse per opératoire du GS par apposition ou extemporané a fait I’ objet de

peu de publications. Les résultats de ces études sont répertoriés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : analyse per opératoire du GS aprés CNA

Etude méthodes Nb Exactitude Sensitivité Specificité ~ Faux négatifs ~ Faux positifs
Rubio 2010 extemporané 35 91% 79 100% 3 0
Komenaka 2010 extemporané 23 83% 74% 100% 4 0

apposition 29 90% 79% 100% 3 0
Shimazu 2008 extemporané 20 88% 74% 100% 2 0
Jain 2003 apposition 17 100% 100% 100% 0 0
Miller 2002 apposition ou
extemporané ou 24 79% 43% 94% 4 1
appo+extempo
Gimbergues 2010 apposition 80 2% 38.2% 97.8% 21 1

Lorsgue I’ on compare nos résultats a ceux déja publiés on observe :

une spécificité proche de 100% comparable a celle dga publiée dans les séries aprés
CNA de Miller (94%), Jain (100%) et Komenaka (100%). Dans notre série témoin, la
spécificité de I'apposition chez des patientes non traitées par CNA est de 98,8%,
chiffre quas identique a ceux publiés dans les séries sans CNA (96%-100%)
[Motomura 2000 ; Contractor 2009 ; Pugliese 2006].

une sensibilité dans notre série de 38,2%. Ce résultat relativement faible est
sensiblement identique a celui publié par Miller (43%) mais nettement inférieur a ceux
publiés par Komenaka (79%) et Jain (100%). Cette mauvaise sensibilité a dé§ja été
observée dans des séries sans CNA [Zganar 2004 ; Kane 2001]. La baisse de la
sensibilité est liée soit a des erreurs d’interprétation soit a une défaillance du niveau de
coupe examiné apres apposition sur lame. Cette défaillance est plus fréguente en cas
d atteinte micro métastatique du GS ou en cas de présence de cellules tumorales
isolées [Motomura 2007 ; Tew 2005 ; Zgajnar 2004]. Dans |la méta analyse publiée par
Tew, la sensihilité de I'analyse par apposition était de 81% pour détecter des
métastases de diametre supérieur a 2 mm alors qu’ elle chutait a 22% pour détecter des
micro métastases [Tew 2005]. Comme nous |I’avons observé dans notre série de
patientes traitées par CNA, Zgajnar a retrouveé dans leur série de patientes non traitées
par CNA, une différence statistiguement significative dans la détection des macro
métastases par rapport au micro métastases ou a la présence de cellules tumorales
isolées [Zgajnar 2004]. A contrario, la sensibilité de 100% observée dans I’ éude de
Jain aprés CNA peut aussi s expliquer par I'absence d'atteinte du GS par micro

meétastases ou |’ absence d’ envahissement par cellules tumorales isolées [Jain 2003].
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Les variations de la sensibilité de I’ analyse par apposition que I’on observe dans les
différentes séries, sans ou aprés CNA, ne semblent pas liées a la chimiothérapie mais
plutét a la proportion de I'atteinte métastatique par micro métastases ou cellules
tumorales isolées. Dans notre série, I’ analyse apposition a été faussement considérée
comme positive dans un cas. Des cas de faux positifs de I’ apposition ont aussi été
retrouves dans des séries de patientes non traitées par CNA [Zgjanar 2004, Tamiolakis
2006 ; Forbes 2005] et sont probablement dis a la difficulté de différencier en analyse
histologique, les cellules tumorales, des histiocytes, des lymphocytes, des cellules
endothéliales ou des macrophages regroupés en amas. La chimiothérapie ne semble
pas interférer dans ces cas.

e une fiabilité de I'analyse par apposition comparable a I'analyse par examen
extemporané dans les séries de patientes traitées par CNA (tableau 3). La sensibilité de
I’ analyse per opératoire par examen extemporané semble meilleure que la sensibilité
de I'analyse par apposition que nous avons retrouvée dans notre étude. On peut
néanmoins noter que Komenaka a comparé les deux techniques aprés CNA sans

retrouver de différence statistiquement significative.

3) Conclusion

Les résultats de notre travail et I’analyse bibliographique suggérent que méme s la CNA
modifie | aspect histologique des ganglions, elle ne semble pas avoir d'influence négative sur
la fiabilité de I’analyse per opératoire du GS par apposition. Les variations de sensibilité qui
sont observées a la fois dans des séries de patientes traitées ou non par CNA, sont
principalement liées a la difficulté de mettre en évidence par apposition, des cellules

tumoral es isolées ou des micro métastases.
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ABSTRACT

Background. Intraoperative imprint cytology (IC) is one
of several accurate, proven methods to detect tumor cells in
sentinel lymph nodes (SLN) from patients with operable
breast cancer. In patients treated with neoadjuvant che-
motherapy (NAC), studies have demonstrated the
feasibility and accuracy of SLN biopsy procedure. We
evaluated the validity of IC for SLN testing in patients after
NAC.

Material and Methods. Patients with infiltrating breast
carcinoma receiving NAC (n = 132) were studied pro-
spectively. At surgery, SLN biopsy followed by axillary
lymph node dissection was performed. SLN were evaluated
using IC in 80 of 132 patients (60%). The results of IC in
the adjuvant setting (100 patients) were used for
comparison.

Results. SLN metastases were correctly identified using
IC in 58 of 80 (72%) patients. False negative results were
observed in 21 patients. The sensitivity of IC testing was
38.2% and specificity 97.8%. The positive and negative
predictive values (PPV and NPV) were 92.9% and 68.2%,
respectively. In univariate analysis and multivariate logis-
tic regression analysis, patients with micrometastases or
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isolated tumor cells in SLN have 2.3 times higher risk of a
false negative IC result than patients with macrometastases
in SLN (P = .00021; relative risk [RR] = 2.3; 95% con-
fidence interval, 1.37-3.85). The non-NAC group, which
contained fewer micrometastatic cases, showed better
sensitivity (47.4%) and NPV (88.9%).

Conclusion. NAC does not seem to influence the accuracy
and sensitivity of IC. Variations in sensitivity are related to
the proportion of cases with micrometastases and ITC, as it
was also shown in chemonaive patients.

Since the first report by Krag et al. in 1993 about sen-
tinel lymph node (SLN) biopsy in breast cancer, it is well
established that nodal status can be accurately determined
by pathological examination of SLN and axillary lymph
node dissection (ALND) is not necessary in SLN-negative
patients."* In order to avoid a second surgical and general
anesthetic procedure for ALND, intraoperative pathologi-
cal examination is systematically performed. Ideally, the
method used should be highly sensitive and specific for the
identification of SLN metastases, but also rapid and cost
effective. Imprint cytology (IC) and frozen section analysis
are the two different routine techniques. Disadvantages of
frozen section analysis include artifactual changes induced
by sections, consumed tissues, and a higher chance of
missing micrometastases. This is a time-consuming and
expensive procedure. IC has advantages over frozen sec-
tion in terms of clear cytological details; it is less
expensive, allows more rapid diagnosis, and preserves the
tissue for permanent section.’
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In patients with locally advanced breast carcinoma, neo-
adjuvant chemotherapy (NAC) improves the rate of breast-
conserving surgical procedure.”” The use of SLN biopsy
after NAC has not been recommended because NAC is
thought to alter the lymphatic drainage patterns by shrinkage
and fibrosis of lymph vessels, thus resulting in a false-neg-
ative SLN.°~® However, NAC induces axillary lymph node
remission in approximately one-third of patients, suggesting
that SLN biopsy after NAC is useful and enables patients
with nodal response to avoid ALND.*° Many studies have
validated the procedure, and in a previous study we dem-
onstrated the accuracy of SLN procedure after NAC in a
prospective cohort of 129 patients.'*""

The aim of the present study was to evaluate the accuracy
of intraoperative IC and to determine clinicopathological
factors associated with false negative results of IC in breast
cancer patients treated by chemotherapy prior to surgery
and SLN procedure. The results of IC in the adjuvant setting
(100 patients) were used for comparison.

MATERIALS AND METHODS
Patients

Between March 2001 and December 2007, SLN biopsy
and ALND of level I and II were performed prospectively
in 132 patients after NAC was administered for a histo-
logically proven infiltrating breast carcinoma. Written
informed consent was received from all patients.

All patients were nonoperable conservatively, and they
had no distant organ metastases. Prior to surgery, patients
received the following chemotherapeutic regimens: 6
cycles of 5-fluorouracil, epirubicin, and cyclophosphamide
(n = 58), 3 cycles of docetaxel and 3 cycles of epirubicin
(n = 57), or 6 cycles of docetaxel alone (n = 17).

We have previously demonstrated the feasibility of SLN
procedure for this cohort of patients treated with NAC: the
overall SLN identification rate was 93.8% and the false-
negative rate was 14.2% in the entire cohort and 0% in the
subgroup of patients with clinically negative lymph nodes
at presentation.'”

Intraoperative evaluation of SLN using IC was per-
formed in 80 of 132 patients (60%). During the period of
the study, 1321 SLN biopsies in chemonaive breast cancer
patients were performed at our Institution. We chose ran-
domly 100 of them to compare IC results in the
neoadjuvant and adjuvant settings.

SLN Detection

SLN were identified in all cases using a single sub-
areolar injection (0.1 mL; 1.6 mCi) of technetium-99

m-labeled sulfur colloid (Nanocis, Cis-Bio International,
Schering, Gif-sur-Yvette, France) 3—-18 h before surgery,
and a preoperative lymphoscintigraphy was then per-
formed. SLN identification was made intraoperatively by
lymphatic mapping and radioactivity measurement using a
handle gamma probe (Clerad, Clermont-Ferrand, France).
After SLN excision, a full level I and II ALN dissection
(ALND) was performed.

Histological Evaluation of SLN and Non-SLN

Histopathological evaluation of SLN and non-SLN were
performed using the previously described protocol.'® Each
SLN was bivalved along the long axis. The 2 cut surfaces
were dabbed onto clean slides to create an imprint after
staining by Diff Quick Stain method. The imprint slide was
then examined by pathologist and analyzed. Results were not
communicated to the surgical team because axillary lymph
node dissection was systematically performed for patients
after NAC. Routine pathological analysis was performed on
the other half: three formalin-fixed paraffin-embedded sec-
tions were stained with hematoxylin and eosin (H&E). In
cases with a negative result, 3 additional sections were made
for immunohistochemical (IHC) staining with pankeratin
(AE1, AE3) and cytokeratin (CK19) antibodies (Dako Cor-
poration, Carpinteria, CA). Axillary non-SLN were
bivalved, and one formalin-fixed paraffin-embedded section
was stained with H&E. Immunohistochemical staining with
pankeratin (AE1, AE3) and cytokeratin (CK19) antibodies
was performed only in cases of lobular invasive tumor.

Statistical Methods

Relationships between variables were studied using
standard tests. The chi-square test and/or the Fisher exact
test were used for qualitative parameters. The 7 test,
ANOVA, U test of Mann-Whitney, or Kruskal-Wallis H
test was used when one of the parameters was quantitative.
Nonparametric tests were used when distributions were not
Gaussian or variances were different. The standard signif-
icance level (P < .05) was selected. Logistic regression
analysis was used to determine independent predictive
factors according to multivariate analysis.

RESULTS

Between March 2001 and December 2007, SLN biopsy
and ALND of level I and II were performed for 132 con-
secutive breast cancer patients who received NAC prior to
surgery. Intraoperative examination of the SLN by IC was
tested in 80 patients. For comparison, we chose randomly
100 of 1321 patients without NAC who underwent during
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the same period intraoperative examinations of the SLN by
IC. Descriptive characteristics of these patients and their
tumors are given in Table 1.

SLN metastases were correctly identified using IC in 58
of 80 patients (72%) after NAC. Of 46 SLN-negative
patients, 1 had a positive IC result (false positive rate of
2.17%). On IC examination 21 had SLN were free of
metastases, whereas final pathologic analysis found
metastases (false negative rate of 26.2%) (Fig. 1). The
overall sensitivity and specificity of IC for the identifica-
tion of SLN metastases was 382% and 97.8%,
respectively. Positive predictive value (PPV) was 92.9%,
and negative predictive value (NPV) was 68.2%.

In the 21 patients with false negative IC results, a sec-
ondary pathological review of IC sample was performed.

TABLE 1 Patient and tumor characteristics

Characteristics Patients after Patients without

NAC, n = 80 NAC, n = 100

Age (year)

Median 50 62

Range 25-71 37-83
Tumor classification

T1 59 (73.7) 89 (89)

T2 20 (25) 11 (11)

T3 1(1.3) 0
Clinical nodal status

NO 48 (60) 100 (100)

NI1-2 32 (40) 0
Histologic type

Invasive ductal 69 (86.2) 87 (87)

Invasive lobular 11 (13.7) 13 (13)
Surgery

Lumpectomy 71 (88.7) 93 (93)

Mastectomy 9 (11.3) 7(7)
No of SLN identified

Median 1.7 24

Range 1-4 1-7
SLN pathologic status

Positive 34 (42.5) 19 (19)

Negative 46 (57.5) 81 (81)
SLN metastases

Macro 19 (55.8) 13 (68.4)

Micro 7 (20.6) 1(5.2)

ITC 8 (23.6) 5 (26.4)
Pathologic response

pCR 11 (13.7) N/A

pPR 69 (86.3) N/A

NAC neoadjuvant chemotherapy, ITC isolated tumor cells, pCR
pathological complete response, pPR pathological partial response,
N/A not applicable

Imprint cytology
(n=280)
1C negative IC positive
(n=166) (n=14)
True negative IC False negative IC True positive IC False positive IC
(n=45) (n=21) (n=13) (n=1)

Misinterpretation Sampling error Misinterpretation
(n=6) (n=15) (=1

I1C = imprint cytology

FIG. 1 Flow diagram detailing pathologic findings of patients after
NAC investigated using imprint cytology (IC) for intraoperative
examination of sentinel lymph node (SLN) and reasons for discordant
results

Of these, 6 cases were considered to be a misinterpretation.
Also, 15 cases were attributed to sampling errors (malig-
nant cells were present in the lymph node, but not in the
imprint cytology slide): 3 patients had micrometastases
detected on H&S, that is, pN1(mi) (sn); 8 patients had
isolated tumor cells, that is, pNO(i+) (sn); and 4 patients
had macrometastases detected on H&S, that is, pN1 (sn).

In 1 IC false positive case, H&E and IHC examination
did not reveal tumor cells. It is possible that agglutinated
macrophages were considered tumor cells.

In univariate analysis, the presence of micrometastases
or isolated tumor cells in SLN was significantly associated
with false negative results of IC (P = .0025; Fisher exact
test relative risk [RR] = 2.3; 95% confidence interval
[95% CI], 1.37-3.85). The rate of false negative results of
intraoperative IC was higher in clinically positive lymph
node patients (P = .18; RR = 1.65; 95% CI, 0.8-3.42) and
in patients with lobular histological tumor type (P = 0.16;
RR = 2.0; 95% CI, 0.87-4.6), although these differences
were not statistically significant.

Using a multivariate logistic regression analysis of these
clinicopathological factors (clinical lymph node status,
histologic type, size of SLN metastasis), size of SLN
metastasis was identified as an independent risk factor
associated with false-negative intraoperative IC. Patients
with micrometastases or ITC in SLN have a 2.3 times
higher risk of a false negative IC result than patients with
macrometastases of the SLN (P = .00021; RR = 2.3;95%
CI, 1.37-3.85).

Table 2 presents the results of intraoperative testing the
SLN by IC in patients with NAC and chemonaive patients
obtained in our institution. The sensitivity and NPV of SLN
testing were lower in patients after NAC than in those
without NAC. It should be noted that fewer micrometa-
static cases were observed in the non-NAC group
(Table 1). The specificity and PPV were essentially the
same.
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TABLE 2 Imprint cytology results in SLN from patients after NAC
and from chemonaive patients

IC after NAC (%) IC without NAC (%)

Accuracy 72 89
Sensitivity 38.2 474
Specificity 97.8 98.8
NPV 68.2 88.9
PPV 92.9 90

IC imprint cytology, NAC neoadjuvant chemotherapy, NPV negative
predictive value, PPV positive predictive value

DISCUSSION

Intraoperative examination of SLN in breast cancer is
often performed with IC. Several studies have reported the
accuracy of this method.”*** Reports with more than 100
patients included showed that intraoperative IC and final
histological results were concordant in more than two-
thirds of patients. In these studies, specificity of IC was
reported to range from 98% to 100% and sensitivity from
34% to 94%.2°%% In a meta-analysis, Tew et al. found a
sensitivity of 63% and a specificity of 99% of intraopera-
tive IC in a cohort of 4204 pooled patients (1343 patients
with positive SLN, 2862 patients with negative SLN).*’
Intraoperative IC has been shown to be technically easy
and quick to perform and that, compared with frozen sec-
tion, it preserves lymph node tissue for subsequent
histological analysis.

In this study, we evaluated the use of IC for the detec-
tion of SLN metastases in patients treated with NAC.
Table 3 summarizes the results of published reports
regarding the intraoperative assessment of SLN nodes after
NAC and the results of the present study. IC method was
used in 3 studies.'?""

In our study, the specificity of IC was 97.8%, which is
comparable to the IC results reported by Miller et al., Jain
et al., and Komenaka et al. (94-100%)."*%3! In studies of

chemonaive patients, the same level of specificity was
reported (96—100%).20’28’32 In our institution, the specific-
ity of the method in patients without NAC was 98.8%
(Table 2).

The sensitivity of IC in our patient cohort (38.2%) was
similar to that published by Miller et al. (43%), but it was
significantly lower than the level of sensitivity reported by
Komenaka et al. (79%) and Jain et al. (100%)."%3%3! we
also noted that the sensitivity of IC was better in our group
of chemonaive patients. A low sensitivity is not restricted
to patients treated with NAC; it was noted in previous
studies of chemonaive patients.”®?” Zgajnar et al. found a
sensitivity of 34% in a cohort of 250 breast cancer patients,
in whom intraoperative examination of SLN was per-
formed by IC.%° The main reasons for low sensitivity are
misinterpretation and sampling errors.® The presence of
micrometastases and ITC in SLN is significantly related to
sampling errors.” Meta-analysis results reported by Tew
et al. showed that the pooled sensitivity for macrometas-
tases (81%) was significantly better than that for
micrometastases (22%).%° Zgajnar et al. found that IC was
statistically more sensitive for the detection of macrome-
tastases compared with the detection of micrometastases
and isolated tumor cells (P < .001).%® Similarly, in patients
treated with NAC, sampling error was the reason of false
negative results in 15 of 21 patients in our study and in 2 of
4 patients in the study by Miller et al. and misinterpretation
in 6 of 21 patients in our study and in 2 of 4 patients in the
study by Miller et al.'* The absence of any false negative
IC results in the study by Jain et al. may be explained by
the fact that none of the lymph nodes studied had mi-
crometastases.>® Of note, our series of chemonaive
patients, which showed a better sensitivity of detection in
SLN, contained only 1 micrometastatic case. The low
sensitivity of IC in our series of patients after NAC may be
a consequence of a very high proportion of micrometas-
tases and ITC (11 of 15 false negative IC patients), which
is similar to that reported by Zgajnar et al. for chemonaive
patients.”® We found that patients with micrometastases or

TABLE 3 Summary of the

. . Study Intraoperative Number Accuracy Sensitivity Specificity —False- False-
results from series evaluating method of cases (%) (%) (%) negative  positives
intraoperative method of SLN in casges cpases
patients treated with NAC

Rubio et al.”>  FS 35 91 79 100 3 0

Komenaka FS 23 83 74 100 4 0

et al.’!

IC 29 90 79 100 3 0

Shimazu et al.**  FS 20 88 74 100 2 0

Jain et al.*’ IC 17 100 100 100 0 0

Milleretal.”  IC,SC,FS 24 79 43 94 4 1

FS frozen section, /C imprint Our study IC 80 72 382 97.8 21 1

cytology, SC scrape cytology
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ITC in SLN have a 2.3 times higher risk of a false negative
IC result than patients with macrometastases of the SLN.

One false positive result of intraoperative examination
of SLN by IC was found in our study. It is likely that a
misinterpretation occurred: macrophages were considered
tumor cells. This histological aspect does not seem to be
related to the effect of NAC, but was possibly related to
inflammation. Contractor et al. noted in patients without
NAC treatment the possibility that histiocytes, lympho-
cytes, and activated endothelial cells may all mimic tumor
cells and potentially induce mistake.?®

Intraoperative assessment of SLN after NAC was also
tested by frozen section (FS) (Table 3).31:33:3% Komenaka
et al. compared IC and FS in the same patient group treated
by NAC: accuracy, sensitivity, and specificity of both
methods were essentially identical.?' Overall, these results
are also very similar to those obtained using FS by Rubio
et al. and Shimazu et al.**~*

In conclusion, our results and the data from the literature
suggest that NAC does not influence the accuracy of
intraoperative examination of SLN using IC. Variations in
sensitivity of IC in patients treated by NAC seem to be
related to the proportion of cases with micrometastases and
ITC, as it was also shown in chemonaive patients.
Although there is a concern that NAC induced histological
changes of metastases and lymph nodes such as fibrosis, fat
necrosis, accumulation of histiocytes, and granulation tis-
sue formation, the detection of metastasis intraoperatively
by IC seems to be feasible for routine clinical use. Further
studies in larger patient cohorts are required to confirm the
reliability of IC intraoperative analysis of SLN in patients
treated with NAC prior to surgery.
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CONCLUSION

1) Apportsdenotretravail

Au centre de lutte contre le cancer de la région Auvergne, la thématique de la chimiothérapie
néo adjuvante a éé développée en recherche clinique depuis plusieurs années sous
I"impulsion du Pr Chollet et du Pr Penault-Llorca. 1l était donc logique de développer un axe
de recherche clinique en chirurgie oncologique dans ce domaine. De plus, la chimiothérapie
est actuellement un traitement majeur du cancer du sein. Les indications de la chimiothérapie
sont fonction de plusieurs facteurs dont certains sont indépendants sur la survie comme la
taille tumorale, le grade histologique, I’ &ge et I’ envahissement ganglionnaire. De plus en plus
de patientes doivent bénéficier d une chimiothérapie adjuvante pour une tumeur débutante
sans envahissement ganglionnaire deés lors que lataille est supérieure a2 cm ou le grade SBR
supérieur all ou lorsgu’ elles ont moins de 50 ans. Ces paramétres sont connus au moment du
diagnostic par une simple biopsie. On pourrait alors proposer de débuter la chimiothérapie
chez ces patientes puisque I’ on sait avant de débuter tout traitement, qu’il sera nécessaire de
faire une chimiothérapie. Une des limites a cette stratégie thérapeutique est la contre
indication actuelle dans les conférences de consensus a faire une évaluation ganglionnaire par
la technique du GS aprés chimiothérapie. Il nous a donc sembl € intéressant et utile d’ effectuer

un travail de recherche dans ce domaine.

Nous avons publié notre éude de faisabilité en 2008. Ce travail a inclus 129 patientes
consécutives traitées dans notre ingtitution. A I’ épogue, C’ était a notre connaissance la seule
étude francaise publiée sur ce sujet dans une revue internationale en langue anglaise. Elle fait
partie des 8 publications mondiales regroupant des séries de plus de 100 patientes. Nous
avons démontré la faisabilité de la méhode pour I'identification du GS en post
chimiothérapie. Nous avons clairement démontré I’amélioration de la fiabilité du GS lorsque
les patientes ne présentaient pas de signe clinique d’ envahissement ganglionnaire au moment
du diagnostic. Ce résultat nous semble important dans I’ idée d’ effectuer la chimiothérapie en
néo adjuvant pour les patientes présentant des tumeurs de stade débutant et ayant les criteres
relevant d’ une chimiothérapie.
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Dans notre série, le GS aprés CNA était le seul ganglion métastatique dans 41% des cas. En
théorie, 23 patientes métastatiques ganglionnaires sur 56 ont eu un curage ganglionnaire
inutile en plus du GS. I nous a semblé intéressant d’ étudier dans notre population les facteurs
corrélés al’ envahissement d’ un ganglion non sentinelle lorsque le GS était envahi et de tester
plusieurs nomogrammes déja existants permettant de calculer la probabilité d' atteinte d’un
GNS en cas de GS positif. Nous avons été la quatriéme équipe au monde a publier une éude
sur ce sujet. Nous avons démontré que les facteurs corrélés a I’ atteinte d’un GNS apres CNA
sont similaires a ceux déja mis en évidence chez les patientes non traitées par CNA. Nous
avons montré que certains nomogrammes dével oppés pour les tumeurs de stade localisé hors

CNA peuvent étre aussi fiables apres CNA.

Nous effectuons dans notre institution la technique du GS depuis 1995, dans les indications
recommandées. Plus de 1500 procédures ont été réalisée ce jour. L’ analyse per opératoire du
GS est effectuée systématiquement et permet dans notre expérience de réaliser un curage
axillaire dans le méme temps opératoire si nécessaire, dans pres de 9 cas sur 10. Nous avons
souhaité évaluer cette méthode d’ analyse per opératoire pour nos patientes traitées par CNA.
Seulement 6 publications dans |le monde existent a ce jour sur I’ analyse per opératoire du GS
aprés CNA. Notre étude comporte un nombre de patientes nettement supérieur aux autres
études. Nous avons pu montrer le faisabilité de la méthode aprées CNA mais ainsi ces limites
pour détecter pendant I'intervention les micro métastases du GS. Nous avons montré a
nouveau que les causes d' échec de cette méthode sont |es mémes que celles déja connues chez
les patientes non traitées par CNA.

En conclusion, nous pensons que la force de ce travail réside pour partie dans son
homogeénéité puisqu’il a été réalisé dans une seule institution rompue depuis plusieurs années
a la technique du GS. La procédure du GS aprés CNA est identique a celle que nous
pratiquons tous les jours pour les tumeurs débutantes. Les 3 articles que nous avons publiés
semblent confirmer qu’'il N’ existe pas d’ action délétere de la chimiothérapie sur la procédure
sentinelle et que I’ évaluation ganglionnaire par la technique du GS aprés CNA est possible
chez des patientes sélectionnées.
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2) Per spective

2.1) En pratiqueclinique

Notre travail et les publications existantes sur le GS apres CNA nous confortent dans1’idée de
sa faisabilité en pratique clinique quotidienne. Nous proposons de réaliser la procédure
sentinelle en routine chez les patientes ne présentant pas d’envahissement ganglionnaire
clinigue au moment du diagnostic quels que soient lataille tumorale ou le grade. En revanche,
les patientes prises en charge pour une tumeur inflammatoire ne doivent pas bénéficier de
procédure sentinelle apres CNA du fait du risque élevé d’ atteinte ganglionnaire et du mauvais
pronostic de ces tumeurs. Nous préconisons de réaliser avant de débuter la CNA, un bilan
sénologique comprenant systématiquement pour ces patientes, une exploration du creux par
échographie associée a une anayse cytologique de tout ganglion suspect. Les patientes
présentant une atteinte métastatique prouvée auront un curage axillaire lors de la procédure
chirurgicale. Pour les autres patientes, le GS seraretiré apres CNA et un curage axillaire sera
effectué en cas de métastase du GS quel qu’en soit le type (macro, micro, cellules isolées).
Cette attitude nous semble Sinscrire parfaitement dans le schéma thérapeutique qui
consisterait, chez les patientes ayant une indication de chimiothérapie connue dés le
diagnostic, de débuter la chimiothérapie en premier traitement.

Il n"existe aujourd hui aucune recommandation de conférence de consensus préconisant la
réalisation du GS aprés CNA. En 2008, Buchholz a publié dans le JCO |les recommandations
émises a la suite du symposium du National Cancer Institute sur |’état des connaissances
concernant les traitement loco régionaux apres chimiothérapie pour cancer du sein. La place
du GS avant ou apres chimiothérapie a été débattue. Le panel d experts a conclu a la
faisabilité du GS aprés CNA [Buchholz 2008].

2.2) En rechercheclinique
i. Etude anatomique du drainage Ilymphatique sentinelle

avant et apresCNA

Le taux d'identification du GS est le parametre de fiabilité de la méthode le plus important.
L’ étude anatomigue du drainage lymphatique mis en évidence méthode isotopique pour le
repérage du GS a été peu étudiée dans la littérature chez les patientes traitées par CNA. Nous

pensons que chez les patientes sans atteinte ganglionnaire clinique et échographique qui
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pourraient bénéficier d'un GS apres CNA, il pourrait étre intéressant et utile de réaliser avant
et apres chimiothérapie une imagerie métabolique dont le but serait de rechercher une
éventuelle modification du flux isotopique induit par la chimiothérapie et de confirmer, apres
la CNA au moment de I’'intervention chirurgicale, la présence d’'un ou plusieurs GS. Gréce
aux nouvelles machines hybrides, associant gamma-camera et scanner, il est possible de
réaliser une acquisition tomoscintigraphique couplée a un scanner de repérage, technique
appelée Sngle Photon Emission Computed Tomography — Computed Tomography (SPECT-
CT). La position d'un foyer hyper fixant est ainsi précisée grace a I’image anatomique sous
jacente.

ii. Faisabilité de la technique du GS chez les patientes présentant un

envahissement ganglionnaire avant CNA

Chez les patientes aynat un envahissement ganglionnaire prouvé au moment du diagnostic, il
a été montré que la chimiothérapie néo adjuvante permettait une conversion du statut
ganglionnaire chez 20 a 40% des patientes. Chez ces patientes, un curage axillaire n’est donc
pas utile. L’ évaluation ganglionnaire par latechnique du GS pourrait donc étre envisagée pour
ces patientes. Une étude de faisabilité du GS chez ces patientes N+ est actuellement activée en
France sous I'impulsion du Pr Jean Marc Classe. L'é&ude GANEA 2 est une étude
prospective, multicentrique avec pour objectif principal I’ évaluation du taux de faux négatifs
de la technique du ganglion sentinelle aprés CNA chez les patientes avec envahissement
ganglionnaire axillaire pré thérapeutique prouvé, justifiant la réalisation pour chague patiente
d’ une détection du GAS, avec la technique combinée, et d’ un curage axillaire complémentaire
des étages | et Il. Le diagnostic d’ atteinte axillaire pré thérapeutique est obtenu par cytologie
axillaire écho guidée. Les patientes incluses ont toutes une exploration ganglionnaire axillaire
par échographie avec cytoponction des ganglions suspects. Deux groupes de patientes sont
ains definis : le groupe 1 avec envahissement ganglionnaire prouvé chez qui est
systématiquement réalisé apres la chimiothérapie, une détection du GAS avec curage
complémentaire, correspondant au bras de I'éude, et le groupe 2 sans envahissement
ganglionnaire axillaire prouvé chez qui sera réalisée une détection du GAS avec curage
axillaire uniquement en cas d échec de détection ou d envahissement du GAS. Ce dernier
groupe fera I’ objet d’ une surveillance notamment du risque de récidive axillaire en cas de
GAS seul pendant 5 ans. L’ objectif principal de |’ éude est le calcul du taux de FN dans cette
population. L hypothése retenue est un taux de FN compris entre 10 et 15% ce qui nécessite
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I’ évaluation de 860 patientes pour inclure 260 patientes présentant un envahissement axillaire.
Les objectifs secondaires de cette étude sont : le taux de détection, |’évaluation des
performances de |’ échographie axillaire, I’analyse des résultats en fonction de la réponse
anatomopathologique au traitement, définie par le grade de SATALOFF, I'analyse des
résultats du Pet Scanner a deux cures de CNA comparée aux résultats anatomopathol ogiques
ganglionnaires et I’ analyse du taux de récidives axillaires dans e groupe des patientes n’ ayant
eu qu'une détection du GAS sans curage axillaire. Il nous semble utile que le centre Jean

Perrin puisse participer a ce protocole.
iii. M éastase moléculairedu GS aprés CNA

L’ analyse moléculaire per opératoire du GS présente 2 intéréts principaux :

Standardiser et automatiser |’analyse du GS. Depuis plusieurs années, |’analyse per
opératoire du GS par RT-PCR en temps réel s est développée [Blumencranz 2007, Martinez
2009, Tafe 2010, Baranzelli 2010]. Baranzelli a publié I'expérience de I’ utilisation de la
technique RT-PCR en temps réel GeneSearch™ Breast Lymph Node Assay (BLN) aux
centres anticancéreux de Lille et Clermont-Ferrand [Baranzelli 2007] (Annexe 1). Quatre
vingt trois patientes et 157 GS ont été examinés par BLN et analyse standard. La sensibilité de
BLN a été de 92% et |la spécificité de 98%. Cinguante pourcent des patientes ont eu au final
un curage secondaire aors que I’ utilisation de la méthode BLN aurait permis de réaliser le
curage axillaire dans le méme temps opératoire pour 93% d’ entre elles. Par ailleurs, la durée
moyenne de la procédure pour 2 GS a été dans cette étude de 40 minutes. Cette technique
présente |’ avantage d’ une automatisation de |’analyse per opératoire du GS. Nous pensons
gu’ elle va se généraliser dans I’ avenir.

Augmenter le taux de détection de métastases du GS. L’analyse moléculaire du GS
permet de détecter 1a présence de cellules néoplasiques dans environ 30% de cas ou |’ analyse
histologique en HES est négative. Notre travail de D.E.A. que nous avions publié en 2007,
avait évalué la technique dans une série de patientes ayant bénéficié de la recherche du GS
pour un cancer du sein débutant [Gimbergues 2007] (Annexe 2). Nous avions montré dans
une série de 67 patientes que la recherche de la surexpression des transcrits Mammaglobine,
CK 19 et ACE permettait de détecter une métastase moléculaire chez 36% des patientes pour
qui I’examen en HES ne retrouvait pas de cellules néoplasiques. La valeur pronostique de ces
métastases moléculaire est controversée. Dans notre étude, |’ atteinte métastatique moléculaire

était significativement corrélée au pronostic risque intermédiaire de Saint Gallen.
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Il nous semble en tout cas intéressant de tester cette technique d' analyse du GS chez des
patientes traitées par CNA ce qui a notre connaissance n'a jamais été réalise, essentiellement
dans le but de diminuer le nombre de reprise chirurgicale pour curage axillaire différé pour les
patientes ayant un GS métastatique mais aussi pour mieux definir la valeur pronostique des

métastases mises en évidences par cette technique.
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ANNEXE 1

Utilisation d’une méthode PCR en temps réel pour I’ é&ude des ganglions sentinelles dans
les carcinomes mammaires: expérience des centre anticancéreux de Lille et Clermont-
Ferrand.

M-C Baranzelli, F. Penault-Llorca, F. Revillon, G. Portefaix, F. Mishellany, M-P Chauvet, S.
Giard, M-M Dauplat, P. Gimbergues, Y-M Robin, J. Dauplat, J. Bonneterre.
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Résumé:

La technique RT-PCR en temps réel GeneSearch™ Breast Lymph Node Assay (BLN),
utilisant le MRNA de la mammaglobine et de la cytokeratine (CK) 19, permet de détecter en
per opératoire dans les ganglions sentinelles (GS) les métastases supérieures a 0,2 mm.

Matériel et méthodes 83 patientes, 33 du centre Jean-Perrin et 50 du centre Oscar-Lambret,
étaient éligibles pour cette étude, entre novembre 2007 et juin 2008. Chaque GS était étudié

pour moitié par BLN et pour moitié de fagcon habituelle (extemporané par empreintes +/-
coupes congelées, incluson en paraffine, coupes semi-sériées et éudes
immunohi stochimiques).

Résultats : 157 GS étaient examinés avec BLN, avec un nombre moyen et médian de 2 GS par
patientes. Quatorze patientes avaient des macro ou des micro métastases ; le diagnostic a été
posé 7 fois en extemporané, et le curage axillaire a pu étre alors immédiat ; dans les 7 autres
cas, le diagnostic a été fait par la méhode BLN et/ou I'histologie définitive; 2 cas de
discordance entre BLN et I histologie définitive ont été observe probablement en rapport avec
I’ échantillonnage. Sept curages ont été réalisés secondairement, dont 6 auraient été faits
immédiatement avec |la méthode BLN. La sensibilité de BLN est de 92%, la spécificité de
98%, la valeur prédictive positive de 92%, la valeur prédictive négative de 98%. La durée
moyenne de procédure est de 40 minutes pour 2 GS. Cette méthode ne détecte pas les cellules
tumorales isolées (CTI) pour lesquelles aucun consensus n’existe sur la réalisation ou non
d’un curage complémentaire.

Conclusion : dans cette étude, cette méthode sensible et rapide permet d’ augmenter le confort

des patientes en réduisant |le nombre de ré interventions pour curage.
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Résumé. La technique RT-PCR en temps réel,
GeneSearch™ Breast Lymph Node Assay (BLN), utili-
sant le mRNA de la mammaglobine et de la cytokéra-
tine (CK) 19, permet de détecter en peropératoire dans
les ganglions sentinelles (GS) les métastases supérieu-
res a 0,2 mm. Matériel-méthodes. Quatre-vingt-trois
patientes, 33 du centre Jean-Perrin et 50 du centre
Oscar-Lambret, étaient éligibles pour cette étude,
entre novembre 2007 et juin 2008. Chaque GS était
étudié pour moitié par BLN et pour moitié de fagon
habituelle (extemporané par empreintes +/- coupes
congelées, inclusion en paraffine, coupes semi-sériées
et étude immunohistochimique). Résultats. Cent
cinquante-sept GS étaient examinés avec BLN, avec
un nombre moyen et médian de deux GS par pte.
Quatorze patientes avaient des macro- ou des micro-
métastases ; le diagnostic a été posé sept fois en extem-
porané, et le curage axillaire a pu étre alors immédiat ;
dans les sept autres cas, le diagnostic a été fait par la
méthode BLN et/ou I'histologie définitive ; deux cas de
discordance entre BLN et |’histologie définitive ont été
observés probablement en rapport avec I'échantillon-
nage. Sept curages ont été réalisés secondairement,
dont six auraient été faits immédiatement avec la
méthode BLN. La sensibilité de BLN est de 92 %, la
spécificité de 98 %, la valeur prédictive négative de
98 % et la valeur prédictive positive de 92 %. La durée
moyenne de la procédure est de 40 minutes pour deux
GS. Cette méthode ne détecte pas les cellules tumora-
les isolées (CTI) pour lesquelles aucun consensus
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Abstract. The intraoperative determination of
axillary node micrometastasis according to the
Rapid GeneSearch™ Breast Lymph Node (BLN) is
based on RT-PCR (mRNA of mammaglobine and
CK19) detects metastases > 0.2 mm. Patients and
methods. Eighty-three pts between November
2007 and June 2008 were included (33 from Centre
Jean-Perrin and 50 from Centre Oscar-Lambret).
Lymph nodes were cut in 2 mm slices, and 1 out
of 2 was examined with BLN; the others were
examined by imprints then histological exam with
immunohistochemistry. Results. Forteen pts had
micro- or macrometastasis. Seven were positive
with intraoperative imprints including six macro-
metastasis and one micrometastasis; seven were
positive with BLN and seven at histological exam
with two cases of discordance. Sensitivity was
92%, specificity 98%. Positive predictive value
92%, and negative predictive value 98%. The
median time for intraoperative determination was
40 minutes for 2 SLN. Discussion. Half each lymph
node is study by each method. This explains the
discordances observed. Limit of BLN is the absence
of CTI detection; however there is no consensus
about the necessity of axillary clearance in such a
case. Conclusion. In this series BLN reduces axil-
lary clearance and improves comfort patients. A
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n’existe sur la réalisation ou non d’un curage complé-
mentaire. Conclusion. Dans cette étude, cette méthode
sensible et rapide permet d’augmenter le confort des
patientes en réduisant le nombre de réinterventions
pour curage. A

Mots clés : ganglion sentinelle, carcinome mammaire,
RT-PCR, extemporané

Key words: Sentinel lymph node, intraoperative exam,
breast carcinoma, RT-PCR

Introduction

L’étude du ganglion sentinelle (GS) est devenue une
procédure habituelle d’évaluation de I’envahissement
ganglionnaire axillaire pour les tumeurs TO, T1, T2
jusqu’a 3 cm, en l'absence de métastases ganglionnai-
res évidentes cliniquement ou a 'imagerie [1-4]. Il fait
l'objet d’une étude histopathologique approfondie
incluant coupes semi-sériées et étude immunohisto-
chimique si I'examen standard est négatif.

Ainsi, des métastases de trés petite taille sont mises
en évidence, justifiant un aménagement de la classi-
fication pour le N dans I'OMS 2003 [5]. En
I'absence d’envahissement tumoral, le curage axil-
laire n’est pas réalisé, et donc sa morbidité est
évitée. Si des micrométastases (0,2 a 2 mm) ou des
macrométastases (> 2 mm) sont décelées a I'examen
histopathologique, un curage axillaire est réalisé
secondairement. Environ 30 % des patientes devront
bénéficier d’une réintervention pour curage axillaire
secondaire. Pour éviter ces « procédures », de nom-
breuses équipes pratiquent un examen extemporané
du GS sous forme d’appositions ou de coupes conge-
[ées, impliquant un curage axillaire immédiat en cas de
détection de cellules tumorales. Néanmoins, en raison

Tableau 1. Résultats globaux.

de la sensibilité limitée de ces méthodes, 10 a 17 %
des patientes doivent avoir un curage axillaire secon-
dairement.

Pour réduire ces réinterventions pour curage axillaire
et améliorer la sensibilité de I'examen extemporané,
une nouvelle technique de RT-PCR en temps réel
(GeneSearch™ Breast Lymph Node Assay [BLN];
Veridex, LLC, Warren, NJ) (tableau 1) a été testée
dans deux centres francais de lutte contre le cancer
(Centre Jean-Perrin de Clermont-Ferrand et Centre
Oscar-Lambret de Lille) sur 83 patientes. Ce test a eu
I'agrément de la FDA le 16 juillet 2007, dans le cadre
de la détection de métastases ganglionnaires des
cancers du sein en peropératoire, a la condition que
la moitié du ganglion soit examinée en méthode
conventionnelle. C’est un test basé sur une méthode
d’amplification de I’acide nucléique, utilisant le
mRNA de la mammaglobine et de la cytokératine
(CK) 19, calibré pour une détection des Iésions métas-
tatiques supérieures a 0,2 mm. Les GS ont été étudiés
pour moitié par la méthode extemporanée standard et
pour moitié par la méthode BLN. Les sensibilités, les
spécificités, les valeurs prédictives positives et négati-
ves des deux méthodes ont été comparées.

Par ganglion, n =157

Nombre de GS déclarés positifs®

Nombre de GS déclarés négatifs®

HPS et IHC 16 (+2 GS avec CTI) (10 %)
GeneSearch™ BLN Assay 16 (10 %)
Extemporané 8 (5 %)

141 (90 %)
141 (90 %)
149 (95 %)

Par patiente, n =82

Nombre de ptes avec au moins 1 GS positif®

Nombre de ptes avec GS négatifs®

HPS et THC 13 (+2 ptes avec CTI) (16 %)
GeneSearch™ BLN Assay 13 (16 %)
Extemporané 7 (8,5 %)

69 (84 %)
69 (84 %)
75 (91,5 %)

Les CTI sont signalées et non prises en compte car non détectées par la méthode GeneSearch™ BLN Assay.
GS : ganglion sentinelle ; HPS : hémalun-phloxine-safran ; IHC : immunohistochimie ; CTI : cellules tumorales isolées ; ptes : patientes.
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Utilisation d'une méthode PCR en temps réel pour l'étude des ganglions sentinelles dans les carcinomes mammaires

Matériel et méthode

Les patientes éligibles pour I'étude des GS par la
méthode BLN, dgées de plus de 18 ans, avaient un
adénocarcinome mammaire invasif, TO, T1 ou T2 de
moins de 3 cm, sans chirurgie homolatérale, axillaire
ou mammaire, dans les six semaines précédentes.
Entre novembre 2007 et juin 2008, 83 patientes (33 du
Centre Jean-Perrin et 50 du Centre Oscar-Lambret) ont
été enregistrées dans |'étude du GS. Toutes les patientes
ont été dliment informées et ont signé un consentement
écrit. Une pte a été exclue en raison d’une chirurgie
mammaire homolatérale préalable et récente, non
précisée lors de I'intervention pour GS.

Recueil du GS et examen peropératoire

Les GS, identifiés par la méthode isotopique ou au bleu
et disséqués selon les modalités habituelles, ont été
transmis au laboratoire d’anatomie pathologique dans
les dix minutes.

Chaque GS a été dégraissé et sectionné perpendiculai-
rement a son plus grand axe en un nombre pair de tran-
ches de section. Une tranche sur deux était examinée
selon la méthode extemporanée standard (empreintes
+ coupes congelées), et une tranche sur deux selon la
méthode BLN. Les GS macroscopiquement suspects
ont également été étudiés par les deux méthodes.

Description de la méthode BLN

L’échantillon ganglionnaire est pesé, puis homogé-
néisé pour libérer les molécules d’ARN. L’ARN est
purifié, et la RT-PCR est effectuée sur un échantillon
d’ARN.

La réaction RT-PCR en temps réel est effectuée de
facon isolée et homogene dans I'appareil Cepheid
Smart Cycler® I, avec les mélanges réactionnels
(tampons contenant des amorces et des sondes
d’ADN spécifiques aux marqueurs, des désoxyribo-
nucléosides triphosphates et de I’ADN-polymérase)
fournis par la société Veridex. Pour chaque échantil-
lon, sont étudiés les deux marqueurs de carcinome
mammaire, CK19 et mammaglobine, et un gene de
contrle interne (housekeeping gene ou gene de
ménage) présent dans toutes les cellules et témoin
d’un déroulement correct de la manipulation. Les tests
sont calibrés pour détecter les métastases supérieures a
0,2 mm. Un controle externe est, par ailleurs, réalisé

Bull Cancer vol. 97 e N° 3 e mars 2010

pour chaque manipulation. Les résultats sont rendus
en positif sans notion de taille de la métastase, en néga-
tif ou en invalide en cas de contrdle interne ou externe
non satisfaisant.

Le résultat de la méthode BLN n’a pas eu de valeur
décisionnelle dans cette série de patientes, et seules
les patientes avec un examen extemporané standard
positif ont bénéficié d’un curage axillaire immédiat.

Examen histologique définitif

Les tranches ganglionnaires examinées en extemporané
standard ont fait 'objet, apres inclusion totale, de six
coupes semi-sériées a 150 p, colorées pour une sur
deux de fagon standard a I’hémalun-phloxine-safran ;
en l'absence de métastase, une étude immunohisto-
chimique complémentaire par CKAET (M3515, CK
clone AET AE3 de chez Dako avec kit de détection
ultraview DAB, référence 760-500 de chez Ventana)
est réalisée sur les autres coupes.

Analyse

L’analyse a porté :

— sur les résultats obtenus suivant chacune des deux
méthodes : examen extemporané standard ou BLN
en termes de « GS » et en termes de « procédures »,
une procédure étant réalisée pour une pte et inc-
luant un ou plusieurs GS. Les parametres de sensibi-
lité, de spécificité, de valeur prédictive négative ou
positive ont été calculés pour chacune des deux
méthodes, en prenant comme méthode de référence
I"histologie définitive incluant la technique standard
et 'immunohistochimie ;

— sur la comparaison des résultats de I’histopathologie
définitive et de la méthode BLN ;

— sur le temps nécessaire a la méthode BLN et a sa
faisabilité.

Résultats

Pour les 82 patientes incluses dans le protocole, 157 GS
ont été étudiés avec un nombre moyen et médian de
deux GS par pte (extrémes : 1 a 6) (tableaux 1 et 2).

— 16 des 157 ganglions examinés par la méthode BLN
ont été déclarés positifs. A I’examen extemporané par
appositions, huit d’entre eux étaient positifs et huit
étaient négatifs. A I'examen définitif incluant I'étude
immunohistochimique, des lésions métastatiques ont
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Tableau 2. Comparaison des résultats, par patiente, suivant la
méthode utilisée. CTI incluses.

15 HPS
et IHC positif

13 GeneSearch™ 12 12
BLN Assay positifs

69 GeneSearch™
BLN Assay négatifs

67 HPS
et IHC négatif

1° micrométastase 66
2 CTI

@ Pour ces deux patientes, la micrométastase a été détectée par une
seule méthode, l'examen définitif ou GeneSearch™ BLN Assay.

été retrouvées sur 15 des 16 ganglions : neuf macro-
métastases dont sept détectées en extemporané, six
micrométastases dont une de 1,5 mm détectée a |'exa-
men extemporané ;

— 141 des 157 ganglions examinés par la méthode
BLN ont été déclarés négatifs. A I'examen définitif,
des amas de cellules tumorales isolées (CTI) ont été
retrouvés dans deux ganglions, et une micrométastase
de 350 p dans un troisieme ganglion.

Parmi les 82 patientes, 13 ont eu au moins un GS déclaré
positif par la méthode BLN ; pour sept d’entre elles, le
diagnostic a été posé des I'examen extemporané, il cor-
respondait, pour six des sept, a des macrométastases
supérieures a 2 mm. Pour une d’entre elles, I'examen défi-
nitif, incluant I'étude immunohistochimique, était négatif.

Quinze patientes ont eu au moins un GS déclaré positif
a l'examen définitif incluant I’étude immunohisto-
chimique. Pour trois d’entre elles, le GS positif n’avait
pas été détecté par la méthode BLN : deux GS avec des
CTl et un GS avec une micrométastase de 350 u. Pour
sept d’entre elles, le diagnostic avait été posé lors de
I’examen extemporané (cf. supra).

La procédure BLN a duré en moyenne 35 minutes pour
I'étude d’'un GS et cinq minutes par GS supplémen-
taire, soit 40 minutes par pte, puisque le nombre
moyen de GS est de deux par pte. La durée de I'exa-
men extemporané standard est de 18 a 25 minutes
selon la réalisation d’empreintes et/ou de coupes
congelées.

Ainsi, parmi 82 patientes, 14 (17 %) présentant des
micro- ou des macrométastases étaient justiciables d’un
curage axillaire, alors que 'examen extemporané stan-
dard n’en avait détecté que sept (50 %) qui ont eu un
curage axillaire immédiat ; 13/14 (93 %) ont eu un diag-
nostic en peropératoire posé par la méthode BLN. Pour
une pte, 'examen définitif n’a pas retrouvé les lésions
métastatiques détectées en PCR, et pour une autre pte
la micrométastase détectée apres étude immunohistochi-
mique n’a pas été dépistée en peropératoire par la
méthode GeneSearch BLN™ Assay (tableaux 2 et 3).

Tableau 3. Patientes avec résultats positifs avec au moins une des trois méthodes.

Nombre Examen GeneSearch™ HPS et IHC GS CA

de GS extemporané BLN Assay
n° 4 2 2N+ 2N+ 2 GG avec 1 macrométastase/2N 1 Nmi/19N
n°6 2 2N- 1IN+/2N 1 GG avec 1 micrométastase/2N 1 Nmi/5N
n°7 3 3N- 2N+/3N 1 GG avec 1 micrométastase et 1 GG avec 15N-

1 macrométastase/3N
n° 10 1 IN- IN+ 1 GG avec 1 micrométastase/1N 1Nmi/14N
n° 17 2 1IN+/2N 2N+ 1 GG avec 1micrométastase et 1 GG avec 12N-
1 macrométastase/3N

n° 20 2 2N- 2N- 1 GG avec CTI/2N 9N-
n° 21 2 2N- 1N+/2N 2N-/2N
n® 27 1 IN+ IN+ 1 GG avec macrométastase/1N 10N-
n° 35 3 3N- IN+/3N 1 GG avec macrométastase/3N 14N-
n° 46 3 1N+/3N IN+/3N 1 GG avec macrométastase/3N 4N+/15N
n° 7P 1 1IN+ 1IN+ 1 GG avec micrométastase/1N 3N+/19N
n® 15P 2 2N- IN+/2N 1 GG avec micrométastase/2N 1N+/5N
n®19P 1 IN- IN- 1 GG avec CTI/IN 1N+/10N?
n°21P 2 2N- 2N- 1 GG avec 1 micrométastase/2N 12N-
n® 25P 2 1N+/2N IN+/2N 1 GG avec macrométastase/2N 14N-
n® 27P 2 IN+ IN+ 1 GG avec macrométastase et GG avec CTI/2N 10N-

? Pte ayant recu une chimiothérapie néoadjuvante et dont le curage axillaire était d’emblée prévu.
N+ : ganglion avec macrométastase ; Nmi : ganglion avec micrométastase ; CA : curage axillaire effectué d’emblée.
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Le curage axillaire, justifié pour 14 des 82 patientes
(17 %) et réalisé dans le méme temps opératoire pour
les sept patientes, aurait été réalisé dans le méme
temps opératoire pour 13 patientes avec BLN. Une
six patientes (7 %). La pte, pour laquelle la métastase a
été détectée essentiellement par BLN, n’a pas eu de
curage axillaire comme prévu initialement (cf. matériel
et méthodes). Les résultats des curages sont spécifiés dans
le tableau 3. Les deux patientes avec CTI ont également
eu un curage secondaire : I'une, dgée de 46 ans, avaitune
tumeur de 25 mm, de grade 3, et aucune métastase n'a été
retrouvée dans le curage (9N-) ; I'autre avait eu une chi-
miothérapie néoadjuvante, et le curage axillaire avait été
réalisé d’emblée, une macrométastase a été retrouvée
dans le reste du curage.

Pour 33 patientes traitées au centre Jean-Perrin, la
CK19 a été testée par étude immunohistochimique
sur la tumeur primitive, et toutes étaient positives
pour cet anticorps.

La pte exclue de I"étude pour chirurgie homolatérale
préalable avait subi, six semaines auparavant, une
lobectomie mammaire qui avait mis en évidence un
carcinome lobulaire. L’étude des GS avec reprise chi-
rurgicale des berges d’exérése a été réalisée dans un
second temps sans précision des antécédents chirurgi-
caux récents lors de I'extemporané. Un faux-positif a
été réalisé sur I'extemporané (coupes congelées et
empreintes) en raison d’une confusion avec des cellu-
les macrophagiques, d’autant que I’aspect macrosco-
pique était trompeur.

Sensibilité, spécificité, VPP, VPN

Il n"a pas été tenu compte, dans les calculs des deux
amas, de CTl retrouvées dans deux ganglions essentiel-
lement a I'examen immunohistochimique, puisque la

détection étudiée par la méthode BLN est celle des
micrométastases. Ainsi, la sensibilit¢ de la méthode
BLN évaluée sur les 82 patientes étudiées est de 92 %
(12/13) [IC 95 % : 78-1001; la spécificité de 98 %
(68/69) [IC 95 % : 96-100] ; la valeur prédictive posi-
tive de 92 % (12/13) [IC 95 % : 78-100] et la valeur
prédictive négative de 98 % (68/69) [IC 95 %:
96-100]. La sensibilité de I'examen extemporané est
de 54 % (7/13) [IC 95 % : 27-81], la spécificité de
100 % (69/69), la valeur prédictive positive de 100 %
(7/7) et la valeur prédictive négative de 92 % (69/75)
[IC 95 % : 86-98] (tableau 4).

Une étude de colt a été menée pour les patientes du
centre Oscar-Lambret, le surcolt lié a la méthode BLN
a été estimé a 356 euros par pte; il inclut les frais sup-
plémentaires de personnel et de matériel et les frais liés
a la mise en place de la méthode.

Discussion

Les méthodes de détection peropératoire classiques par
empreintes ou grattage avec examen cytologique ou par
coupes congelées donnent des résultats tres variables
selon les études publiées : 58 a 87 % pour les coupes
congelées, 48 a 94 % pour les empreintes [6]. Cela est
lié, notamment, aux modalités variables d’étude histo-
pathologique selon les équipes (nombre de coupes
sériées réalisées, réalisation ou non d’une étude immu-
nohistochimique, et si oui sur quels plans de coupes),
aux différentes tailles des tumeurs primitives incluses et
au type de métastases détectées, macrométastase,
micrométastase, ou aux CTl. Néanmoins, la totalité du
tissu ganglionnaire n’est jamais strictement étudiée.
La réalisation de trois niveaux de coupes sur chaque
tranche de 2 a 3 mm d’épaisseur d’un ganglion 15 mm
étudie moins de 1% de l'ensemble du tissu [7].
La méthode BLN étudie, quant a elle, la totalité de

Tableau 4. Corrélations entre résultats peropératoires, extemporané et BLN Assay, et histologie définitive.

Pour l'examen extemporané standard

Histologie définitive positive

Histologie définitive négative

Extemporané positif 7
Extemporane négatif 6

0
69

Pour la méthode GeneSearch® BLN Assay

Histologie définitive positive

Histologie définitive négative

GeneSearch™ BLN Assay positif 12
GeneSearch™ BLN Assay négatif 1

1
68
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["échantillon, a I’état frais et homogénéisé ; une étude
histopathologique sur coupes en paraffine est donc
ensuite impossible. C’est pourquoi cette technique
PCR en temps réel est appliquée a 50 % du ganglion,
I'autre moitié étant étudiée en histologie classique.
Cela explique aussi les discordances possibles entre
les résultats des deux méthodes, une micrométastase
inférieure a 2 mm pouvant se trouver en totalité dans
la tranche de section étudiée par I'une ou lautre
méthode. Deux cas de discordance ont été observés
dans notre étude, n° 21 (pas de métastase retrouvée a
I’'examen définitif) et n® 21P (micrométastase de 350 p
retrouvée a I'examen définitif), en faveur de 'une et
["autre méthode. Blumencranz et al. [8], sur une étude
de 416 patientes, ont observé 4 % de discordance en
faveur de la méthode BLN et 3 % en faveur de la
méthode histologique standard. Aucune différence de
sensibilité n’a été détectée selon la taille de la tumeur
primitive ou le type histologique en particulier lobu-
laire. C'est effectivement dans les carcinomes lobulaires
que la détection des métastases est la plus difficile a
I'examen extemporané, voire définitif ; c’est également
dans ce type histologique, lobulaire, que surviennent
généralement les faux-positifs en extemporané, en rai-
son de la confusion des cellules tumorales lobulaires
avec des cellules macrophagiques [6]. Dans notre expé-
rience, le taux de sensibilité observé de la méthode BLN
est de 94 %, et aucun faux-positif n'a été observé.
Les résultats obtenus par d’autres équipes sont similai-
res : 88 % [8, 91, 92 % [10]. La sensibilité augmente en
fonction du nombre de GS étudiés : 82 % pour un GS et
87 % pour deux GS [11].

En raison de I'utilisation de deux anticorps, la CK19 et
la mammaglobine, la spécificité atteint 94 % [8, 9], et
aucun faux-positif n’a été décrit [8].

Dans notre expérience, nous avons observé un taux
de 4 % de passages invalides, ce qui est conforme
aux observations des autres équipes [8-10] et aux
données de la firme Johnson & Johnson. La réalisation
d’un nouveau passage a toujours permis d’obtenir
finalement un résultat; cependant, dans ces cas,
I'allongement du temps de réponse n’est plus com-
patible avec un examen peropératoire. Le temps
nécessaire a la méthode a été de 35 minutes pour un
ganglion et de cing minutes par ganglion supplémen-
taire ; d’autres équipes plus expérimentées traitent un
GS en 30 minutes avec cinq minutes par ganglion
supplémentaire [11]. La compatibilité avec un exa-

men peropératoire et la volonté d’avoir une bonne
sensibilité justifient la limitation de I"étude a trois GS
maximum.

Dans notre série, 17 % des patientes ont di bénéficier
d’un curage axillaire, et 50 % d’entre elles ont, a cette
fin, subi deux interventions. L’utilisation de la méthode
BLN aurait permis de réaliser ce curage axillaire dans
le méme temps opératoire que la mastectomie partielle
pour 93 % d’entre elles.

L’amélioration de la technique permet actuellement la
corrélation entre le nombre de cycles d’amplification
et le type de la métastase, macro- ou micrométastase.
La limite de la méthode est I'absence de détection des
CTI, définies par des amas de cellules tumorales de
taille inférieure ou égale a 200 p [12]. Aucun consen-
sus n’existe sur la nécessité de réaliser ou non un
curage axillaire en cas de CTI. La revue de la littérature
de Carolien et al. [13] rapporte, parmi 836 patientes,
12,3 % d’envahissement des ganglions non sentinelles
apres détection de CTI dans le GS ; cependant, les tail-
les des tumeurs primitives sont hétérogenes (jusqu’a
5 cm), les méthodes histopathologiques d’étude du
GS variables et les patientes ayant subi un curage axil-
laire ont pu étre sélectionnées pour d’autres facteurs de
mauvais pronostic. Le staging de |’American Joint
Cancer Commission (AJCC) ne tient pas compte des
CTI (< 0,2 mm), quelles que soient les méthodes de
détection histopathologiques utilisées [14].

Conclusion

Cette technique de détection par PCR en temps réel est
treés séduisante par sa rapidité et sa sensibilité. Elle
améliore tres nettement le confort moral des patientes,
en leur apportant une plus grande assurance de non-
réintervention, et évite les angoisses et les contraintes
que cela suscite. Le fait de ne pas détecter les CTI ne
porte pas préjudice aux patientes, en 'absence de
consensus actuel sur la prise en charge de ces patien-
tes. La décision de chimiothérapie sera prise sur des
criteres propres a la tumeur et non pas sur la présence
de CTL. ¥

Conflits d’intéréts : non renseigné.
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ANNEXE 2

Correlation between molecular metastases in sentinel lymph nodes of breast cancer
patientsand St Gallen risk category.
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Portefaix, F. Kwiatkowski, J. Dauplat, F. Penault-Llorca, A. Tchirkov.
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Résumé:

But : évaluer la valeur pronostique des métastases du ganglion sentinelle (GS) détectées par

analyse RT-PCR en temps réel chez des patientes porteuses d un cancer du sein.

Matériel et méthodes: 67 patientes ayant un cancer invasif du sein T1-T2 ont éé inclues
consécutivement. L’analyse du GS a été réalisée en histologie standard, immunohistochimie
(IHC) et RT-PCR quantitative en temps réel utilisant le mMRNA de la mammaglobine (MMG),
de I'antigene carcino embryonnaire (ACE), et de la cytokératine (CK) 19. Nous avons
recherché les corrélations entre la présence de métastases moléculaires et les principaux
facteurs pronostiques connus du cancer du sein, et notamment les facteurs de risques
pronostiques de Saint Gallen.

Résultats : parmi les 67 patientes, 15 (22,3%) avaient un ou plusieurs GS métastatiques. Cing
(9,6%) GS négatifs avaient un métastase retrouvée en IHC et 19 (36,5%) une métastase mise
en évidence en RT-PCR. Par ailleurs, I’analyse en RT-PCR était positive pour tous les GS
métastatique en analyse histologique standard ou IHC. MMG était le marqueur le plus
sensible et le plus spécifique des 3 marqueurs testés. L’ atteinte métastatique détectée en
analyse moléculaire était significativement corrélé au risque pronostique intermédiaire de
Saint gallen.

Conclusion : I"analyse moléculaire du GS par RT-PCR quantitative en temps réel pour cancer
du sein débutant peut apporter une information complémentaire aux facteurs anatomo
pathologiques déja connus sur le pronostiques de la maladie. Des études avec un long suivi

sont nécessaires pour déterminer lavaleur des métastases moléculaire sur la survie.
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Abstract

Aims: To evaluate the clinical significance of tumour metastases detected using real-time reverse transcription-PCR (RT—PCR) in sentinel
lymph nodes (SLN) of breast cancer patients.

Methods: Sixty-seven patients with T1—T2 primary breast cancer were included in a prospective study. SLN were analysed for the presence
of metastatic tumour cells using standard histopathology staining, immunochemistry (IHC) and multimarker real-time RT—PCR assay for
mammaglobin (MMG), carcinoembryonic antigen (CEA) and cytokeratin-19 (CK/9) mRNA expression. Correlations between molecular
metastases and traditional clinicopathological prognostic factors, including St Gallen risk categories were studied.

Results: Of the 67 patients, 15 (22.3%) had one or more pathology-positive SLN. Five (9.6%) pathology-negative SLN were positive by
IHC and 19 (36.5%) by RT—PCR. Of note, RT—PCR analysis was also positive in all cases with pathology- or IHC-positive SLN.
MMG was the most informative tumour marker in the panel. Molecularly detected metastases were significantly associated with interme-
diate St Gallen risk category (p = 0.023).

Conclusion: Molecular staging of SLN using real-time RT—PCR for early breast cancer could serve as a useful complement to standard
clinicopathological risk factors. Studies with long-term follow-up are necessary to define the impact of molecular metastases on disease
free survival and overall survival.

© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Breast cancer; Sentinel lymph node; Metastasis; Real-time RT—PCR

Introduction

In breast cancer patients, the presence of metastases in
axillary lymph node (ALN) is the most important adverse
prognostic factor.! Sentinel lymph node (SLN) biopsy has
emerged for more than 10 years as a valuable procedure
for staging breast carcinomas. SLN is the lymph node
that primarily drains the tumour, and its histopathology is
highly predictive for the status of remaining ALN. This

* Corresponding author. Tel.: +-33 4 73 27 81 42; fax: +33 4 73 27 81 25.
E-mail address: andrei.tchirkov@cjp.fr (A. Tchirkov).

0748-7983/$ - see front matter © 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.€j50.2006.09.013

procedure can provide accurate information for the plan-
ning of adjuvant treatment and offers therapy with minimal
morbidity, avoiding the ALN dissection when the SLN is
disease-free.? However, routine histological examination
of lymph nodes using haematoxylin-and-eosin (H&E)
staining is of a limited sensitivity. Distant metastases occur
in 20—30% of women with pathology-negatives nodes’
and, in a proportion of these cases, lymph node micrometa-
stases might have been missed. By means of serial section-
ing* and immunohistochemistery,” it was possible to detect
micrometastases in respectively 9% and 25% of axillary
nodes that were considered as disease-free after routine
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examination. Reverse transcriptase—polymerase chain
reaction (RT—PCR) appeared to be the most sensitive
method, detecting cancer cells in 30% of lymph nodes neg-
ative on H&E.®

The RT—PCR strategy for the detection of micrometa-
stases involves amplification of mRNAs that are expressed
in breast cancer cells but not in normal lymph nodes. This
approach is however limited because of heterogeneous
marker expression in individual tumours and the presence
of background levels of some marker mRNAs in normal
lymph tissue. ’~° To try to overcome these problems, inves-
tigators use multimarker panels®'” and quantitative real-
time RT—PCR methodology.®*'®"'? Nevertheless, the
optimal RT—PCR approach still needs to be established.

Clinical significance of breast cancer metastases de-
tected in lymph nodes by means of RT—PCR is at present
not proven. Several research groups reported significant as-
sociations between positive RT—PCR results and standard
predictors of poor prognosis'®'*'%% or, retrospectively,
with patient survival.?! However, most of these studies
were performed with qualitative PCR assays, and the re-
sults vary between investigators.

In the present study, we evaluated SLN for tumour metas-
tases using a multimarker quantitative real-time RT—PCR
in a prospective series of breast cancer patients. In order to
achieve an optimal detection of breast cancer metastases,
we combined two of the most specific gene expression
markers, mammaglobin (MMG) and carcinoembryonic
antigen (CEA), with a robust but less specific epithelial
marker, cytokeratin-19 (CK/9). The aim of our study was
to examine correlations between the presence of molecular
metastases in SLN and clinicopathological characteristics
of patients.

Materials and methods
Patients

Sixty-seven consecutive patients underwent lumpectomy
and SLN for invasive T1, T2, NO, MO breast cancer be-
tween December 2002 and September 2003 at our institu-
tion. Tumours were staged according to the American
Joint Committee on Cancer/International Union against
Cancer (AJCC/UICC) classification.’*** A written in-
formed consent was received from all patients. Patient char-
acteristics, which are detailed in Table 1, included age,
pathologic tumour size and nodal status, pathologic sub-
type, Scarf Bloom Richardson grade (SBR), oestrogen
and progesterone receptor status, HER2/Neu status, prolif-
erative index (percentage of Ki-67 immunoreactive tumour
cells), peritumoural vascular invasion and the St Gallen risk
category.”* The risk evaluation was as follows. Low risk:
node negative and all of the following features: pT < 2 cm,
grade I, absence of peritumoural vascular invasion, HER2/
neu gene neither overexpressed nor amplified, age > 35
years; intermediate risk: node negative and at least one of

Table 1
Patient characteristics
Characteristics N =67
Median age (range) 55.5(36—77)
Tumour size
pTla 4
pTlb 12
pTlc 39
pT2 11
pT3 1
Nodal metastasis
pNOG—) 47
pNO(Gi+) 5
pNmi 3
pNla 12
Histologic type
Invasive ductal carcinoma 55
Invasive lobular carcinoma 12
Histologic grade
1 22
I 33
1 12
Oestrogen receptor status
Positive 57
Negative 10
Progesterone receptor status
Positive 38
Negative 29
HER2/neu status
Positive 3
Negative 64
Proliferative fraction (Ki-67)
<10% 44
>10% 23
Vascular invasion
Absent 48
Present 19
Risk category (St Gallen 2005)
Low 18
Intermediate 49
High 0

the following features: pT > 2 cm, grade II-III, presence
of peritumoural vascular invasion, HER2/neu gene overex-
pressed or amplified, age < 35 years, node positive (1—3
involved nodes) and HER2/neu gene neither overexpressed
nor amplified; high risk: node positive (1—3 involved
nodes) and HER2/neu gene overexpressed or amplified,
node positive (4 or more involved nodes). Patient follow-
up involved clinical assessments every 6 months for the
first two years and then every year. Patients underwent
mammography at 6 and 12 months and every year thereaf-
ter. The median follow-up was 25.9 months (range 3—37).

SLN detection and processing

SLN were identified using a combination of blue dye
and isotope techniques. A single subdermal injection of
technetium-99m-labeled sulphur colloid in the subareolar
region at the site of tumour localisation was administered
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3—18 h before surgery. Isosulfan vital blue dye was injected
at the same site at the time of surgery. Sentinel nodes were
identified intra-operatively by lymphatic mapping and by
radioactivity measurement using a handle gamma probe
(Clerad, Clermont-Ferrand, France).

SLN were immediately examined with imprint cytol-
ogy. In case of the presence of tumour cells, ALND of
levels I—II was performed. Each SLN was dissected, and
a half was immediately snap frozen in liquid nitrogen
for subsequent RT—PCR analysis. Routine pathological
analysis was performed on the other half. Three forma-
lin-fixed paraffin-embedded sections were stained with
H&E, and three additional sections were immunostained
with pankeratin and cytokeratin antibodies (Dako, Trappes,
France).

Positive and negative lymph node controls

Twenty-six metastatic lymph nodes were obtained from
breast cancer patients treated by lumpectomy or mastec-
tomy and ALND. Metastases were detected by H&E exam-
ination. Twenty-one normal control lymph nodes were
obtained from surgical specimens of sigmoidectomy in pa-
tients with sigmoid diverticular disease who had no evi-
dence of cancer.

Extraction of RNA and preparation of cDNA

Total RNA was extracted from tumour samples using
Trizol™ reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and
1 ng of each sample RNA was reverse transcribed with Su-
perScript™ II enzyme (Invitrogen) according to the manu-
facturer’s instructions. Before reverse transcription, RNA
was treated with DNAse (Invitrogen) to remove any con-
taminating DNA.

Real-time RT—PCR

Quantification of target gene transcripts was performed
on a LightCycler (Roche Diagnostics, Meylan, France)
using FastStart DNA Master SYBRGreen I reagent mix
(Roche Diagnostics, Meylan, France). The primers used
for amplification of MMG,8 CEA® and CKI9® were re-
ported previously. In parallel, expression of the housekeep-
ing ABL gene was quantified in each sample as a control of
RNA and cDNA quality.26 The forward (F) and reverse (R)
primer sequences and corresponding amplicon sizes were
as follows: MMG: F 5-CGGATGAAACTCTGAGCAAT
GT-3/, R 5-CTGCAGTTCTGTGAGCCAAAG-3' (108 bp);
CEA: F 5-GGGCCACTGTCGGCATCATGATTGG-3', R
5'-TGTAGCTGTTGCAAATGCTTTAAGGAAGAAGC-3'
(131 bp); CK19: F 5'-CATGAAAGCTGCCTTGGAAGA-3,
R 5-TGATTCTGCCGCTCACTATCAG-3’ (138 bp); ABL:
F 5-GCCGCTCGTTGGAACTCCAAGG-3', R TGACTG
GCGTGATGTAGTTTGCTT-3’ (226 bp). Standard reac-
tion volume was 10 pl including 2 pl of cDNA, 1 ul of

Master mix with HotStart Taq polymerase, 0.8 pl of
MgCl, 25 mM), 1l of primers (5 uM) and 5.2 ul of
water. The cycling program was 95 °C for 8 min, then
40 cycles of 95 °C for 10 s, 60 °C for 10 s, 72 °C for 15 s.

The number of target gene transcripts in SLN was calcu-
lated with the LightCycler software, using the calibration
data obtained with serial dilutions of purified PCR products
containing known numbers of cDNA molecules of each
gene. The PCR results were expressed as the percentage ra-
tio of tumour marker gene to the ABL gene transcripts. PCR
assays were performed in triplicate, with a good consis-
tency of results (the mean coefficient of variation was
9.6%).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SEM soft-
ware.”” Sensitivity and specificity of the markers genes
have been tested by ROC (receiver operating characteristic)
curve analysis. The chi-square and Fisher exact tests, and
logistic regression analysis were used to examine the asso-
ciation between the presence of SLN metastases detected
by RT—PCR and clinicopathological characteristics.

Results
Sensitivity and specificity of the RT—PCR assay

Expression of MMG, CEA and CK19 genes was evalu-
ated using real-time RT—PCR in 21 normal lymph nodes
from controls and 26 metastatic lymph nodes from patients
with breast cancer. The capacity of the tumour marker
genes to discriminate between normal lymph nodes and
lymph nodes containing metastatic breast cancer cells
was then tested by ROC curve analysis (Fig. 1A—C). To
obtain a ROC curve, the true positive rate (Sensitivity)
was plotted as a function of the false positive rate
(1 — Specificity) for a range of values obtained for each
of the three markers. The optimal cut-off points for the
levels of marker expression were chosen on the basis of
the highest Youden index. The diagnostic efficacy of mo-
lecular tests in detecting breast cancer metastases was
estimated as the area under a ROC curve (AUC). The detec-
tion of CEA mRNA (cut-off = 0) was associated with
the sensitivity of 80.8% and specificity of 100%
(AUC = 0.904). CK19 mRNA was expressed in two control
lymph nodes with the CK19/ABL ratio below 9.5%. Using
a cut-off value of 9.5%, the sensitivity of 88.5% and spec-
ificity of 100% were obtained (AUC = 0.937). The pres-
ence of MMG mRNA (cut-off =0) discriminated
pathology-positive from normal lymph nodes with 100%
sensitivity and specificity (AUC = 1.000). As the specific-
ity of the markers using the cut-off points was 100%,
a SLN was considered positive for metastatic tumour if
any mRNA marker was positive.
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Figure 1. (A—C) ROC curves, demonstrating diagnostic efficacy of CEA, CK19 and MMG gene expression markers in detecting breast cancer metastases in
lymph nodes. AUC values are given with 95%-confidence intervals (CI). The cut-off points are indicated at each ROC curve. (D) Frequencies of metastases
detection in SLN from breast cancer patients using standard H&E staining and molecular markers taken alone or in combination. Note that MMG enabled the
most accurate detection of pathology-positive SLN among the three marker mRNAs. The marker combination detected metastases in all pathology-positive
cases, representing 22.4% of patients studied. Overall, 50.7% of cases had RT—PCR positive results.

Routine histopathology and real time multimarker
RT—PCR analysis

Of the 67 patients, 15 (22.3%) had one or more pathol-
ogy-positive SLN and 52 (77.6%) had pathology-negative
SLN. Of the 52 SLN negative patients, 5 (9.6%) were
SLN positive by IHC.

Real-time RT—PCR analysis revealed mRNA marker
expression in 15 out of 15 (100%) patients with pathology-
positive SLN and in 19 (36.5%) out of 52 pathology-negative
cases. Of note, RT—PCR positivity was observed in 5
(100%) out of 5 pathology-negative SLN, which were
positive using IHC. Fig. 1D shows that MMG mRNA expres-
sion was the most useful marker for the detection of metas-
tases in SLN. Only one pathology-positive case was missed
by MMG and detected by CK19 expression.

Correlation of tumour marker mRNA expression in
SLN with clinicopathological factors

We evaluated correlations between PCR-positivity and
clinicopathological parameters in the whole patient group
(N = 67, Table 2). Larger tumour size (>2 cm vs. <2 cm),

higher histological grade (II-III vs. I), negative ER and PR
status (vs. positive), positive HER-2/neu (vs. negative) and
intermediate St Gallen risk category (vs. low) are established
factors of poor prognosis in breast cancer patients.?® A signif-
icant association was observed between the presence of
molecular metastases and intermediate St Gallen risk cate-
gory (p =0.023). This association was also significant
when a logistic regression analysis of variables was
performed (p = 0.025; odds ratio = 5.65, 95% confidence in-
terval [1.24; 25.77]). In our series, no disease recurrence has
been observed during a median follow-up of 25.9 months.

Discussion

In this study, we developed a multimarker (MMG, CEA,
CK19) real-time RT—PCR assay for sensitive detection of
breast cancer metastases. We analysed 67 patients with
T1-T2 primary breast cancer and found positive RT—PCR
results in 36.5% of SLN that were negative by routine his-
tological examination. This result is in agreement with
other studies in which RT—PCR analysis detected metasta-
ses in 16% to 43% of pathology-negative SLN.'%-12:14 4
evaluate whether this more sensitive detection may be of
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Table 2
Prognostic factors and molecular analysis results

Prognostic factor PCR-negative ~ PCR-positive  p value

N=33 N=34

Tumour size
<2cm 28 28 0.78
>2cm 5 6

Histologic grade
1 11 11 0.93
1T and IIT 22 23

Oestrogen receptor status
Positive 27 30 0.41
Negative 6 4

Progesterone receptor status
Positive 15 23 0.067
Negative 18 11

HER-2/neu status
Positive 2 1 0.74
Negative 31 33

Proliferative fraction
<10% 23 21 0.49
>10% 10 13

Vascular invasion
Absent 26 22 0.2
Present 7 12

Risk category (St Gallen 2005)
Low 13 5 0.023
Intermediate 20 29

clinical value, we correlated RT—PCR results with tradi-
tional clinicopathological prognostic factors. We found
that the presence of molecular metastases was significantly
associated with higher St Gallen risk category (intermediate
vs. low, p = 0.023), providing evidence that molecular de-
tection of breast cancer metastases may have clinical im-
portance. The number of patients analysed and follow-up
period were not sufficient to correlate molecular analyses
with clinical outcome. Further studies on larger series of
patients with longer follow-up will be needed to consider
the value of multimarker real-time RT—PCR assay for de-
termining the prognosis of primary breast cancer.

To detect SLN metastases by means of RT—PCR, most
investigators recommend a combination of expression mar-
kers.® '8 Multimarker analysis allows to avoid false-negative
results that may occur because of the deficient expression of
a single marker in metastatic tumour cells. Among individual
markers, MMG appears to have the highest diagnostic accu-
racy, with sensitivity ranging from 78% to 100% and specific-
ity ranging from 86% to 100%.72 121317719 Oyr study
confirms these reports, showing the expression of MMG tran-
script in 26/26 (100%) of pathology-positive metastatic
lymph nodes and in 0/21 (0%) of normal control lymph nodes.
In our series, only one pathology-positive SLN was missed by
MMG and detected by CK/9 expression. Nevertheless, the
use of additional marker genes is important, especially in
cases with low tumour burden. For instance, Gillanders
et al.'® demonstrated that to obtain a sensitivity of 97% in
subjects with PCR-positive/pathology-positive lymph nodes

a 2-marker panel is sufficient (MMG, CEA) but to obtain
a similar sensitivity in PCR-positive/pathology-negative
lymph nodes a 4-marker gene panel is required (MMG,
CEA, PIP, CK19).

Current RT—PCR assays for lymph node metastases also
involve reliable quantification of breast cancer marker ex-
pression.>?'*~1 Quantitative real-time RT—PCR has sev-
eral advantages over traditional RT—PCR.*® In particular,
quantification of target mRNA helps to distinguish between
the low-level illegitimate transcription of some mRNA
markers by normal lymphoid tissue from their higher
expression in tumour cells. This allows to eliminate false-
positive results. In addition, PCR fragments are approxi-
mately 100 bp in length and are more efficiently amplified
than longer fragments used in traditional RT—PCR, which
increases the test sensitivity. Finally, risk of cross sample
contamination is significantly decreased since no post-
PCR specimen processing is required.

Molecular analysis of SLN for the presence of breast
cancer metastases appears to be feasible and efficient.
The prospective study of 207 patients by Mikhitarian
et al.'” has recently demonstrated that the combination of
pathologic and molecular analyses of SLN resulted in the
highest sensitivity for prediction of pathologic status of
ALN. The patients with molecular evidence of tumour me-
tastases are classified as pNO(mol+) in the report of the
AJCC staging system for breast cancer.”>*> However, the
prognostic value of metastases detected by means of
RT—PCR is still unknown. Only one retrospective study?'
demonstrated that the detection of micrometastases in
ALN using RT—PCR amplification of CEA mRNA might
have an impact on survival, showing a significant reduction
in the 5-year and 10-year disease-free survival rates from
93.0% and 87.6%, respectively, in pathology-negative pa-
tients to 72.1% and 66.1%, respectively, in patients with
molecular metastatic disease.

The expected recurrence rate for patients with small pri-
mary tumours and histologically negative ALN is low.
Therefore, several studies have examined correlations be-
tween RT—PCR results in SLN or ALN and standard clin-
icopathological factors as a surrogate end point for patient
outcome (Table 3). Studies performed on SLN reported that
RT—PCR positivity was significantly associated with ad-
verse prognostic factors such as infiltrating lobular carci-
noma, oestrogen receptor-negative tumour, a higher
Bloom Richardson score'® or with peritumoural vascular
invasion in the primary tumours.'? One study did not reveal
any association with traditional risk factors.'* In our study,
molecular metastases in SLN were significantly associated
with intermediate St Gallen risk category.

Regarding the results obtained in ALN, two studies
indicated that RT—PCR positivity correlated with an in-
creased tumour size. The largest series of patients was stud-
ied by Gillanders et al.,16 who found that the rate of
RT—PCR positivity increased with tumour size and was
significantly associated with histological SBR grade (grade

11,20
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Table 3
Prognostic value of metastases detected by RT—PCR assay in lymph nodes of patients with breast cancer
Study N RT—PCR mRNA Correlation of positive
assay markers RT—PCR results with
clinicopathological
factors
SLN analysis
Bostick et al., 41 Qualitative c-Met, Bl —4GalNAc-T, Infiltrating lobular
1998'° p97 carcinoma, oestrogen
receptor negative, higher
Bloom Richardson score
Manzotti et al., 117 Qualitative Maspin, CK19, ACE, Peritumoural vascular
20012 MUCI1, MMG invasion, positive
progesterone receptor status
Sakaguchi et al., 108 Qualitative CK19, EGP-2 No
2003
Present study 67 Real-time MMG, CEA, CK19 St Gallen risk category
ALN analysis
Noguchi et al., 126 Qualitative CK19 Tumour size,
1996%° lymphatic vessel invasion
Lockett et al., 61 Qualitative c-myc, CK19 Tumour size
1998
Gillanders et al., 489 Real-time MMG, MMG B, mucl, Histological grade,
20046 CEA, PSE, CK19, PIP St Gallen risk category

II-1III vs. I, p = 0.0225), and St Gallen risk (high risk vs.
low/intermediate, p = 0.022).

Thus, despite of heterogeneity of results, most studies
support the hypothesis that molecular detection of breast
cancer metastases may be clinically relevant. The heteroge-
neity of results could be due to the differences in sample
size (41—489), lymph nodes tested (SLN or ALN),
RT—PCR assay (conventional or real-time) and mRNA ex-
pression markers used. Importantly, molecular metastases
in SLN are significantly associated with intermediate St
Gallen risk category. The panel of experts of the St Gallen
consensus meeting in 2005 recommended adjuvant chemo-
therapy for patients with endocrine non-responsive dis-
ease.”* Molecular SLN staging might become in the
future an additional parameter for treatment decisions.

Conclusion

Tumour metastasis detected in SLN using multimarker
real-time RT—PCR may be a useful complement to stan-
dard clinicopathological prognostic factors in breast cancer.
Since the majority of patients explored by SLN biopsy have
at presentation a good-prognosis disease, a long-term fol-
low-up is required to perform survival analysis and obtain
decisive evidence regarding the clinical impact of molecu-
lar staging.
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Pierre GIMBERGUES

TITRE : Leganglion sentinelle post chimiothérapie
Theése d’ Université-Académie de Clermont Ferrand

RESUME

Le cancer du sein reste aujourd’ hui la premiére cause de décés par cancer chez la femme. L’évolution des traitements
oncologiques et les progrés dans la prise en charge chirurgicale du cancer du sein ont éé marqués par une désescalade
thérapeutique grace au développement de la prise en charge multidisciplinaire en oncologie. La chimiothérapie néo-adjuvante
(CNA) permet dans 60 a 80% des cas une intervention chirurgicale conservatrice pour des patientes chez qui initialement une
mastectomie était nécessaire. La technique du ganglion sentinelle (GS) est devenue la méthode de référence chez les patientes
porteuses d'une tumeur de petite taille ou le risque de métastases ganglionnaires est faible, permettant ainsi d' éviter la
morbidité du curage axillaire. Cette technique n’ est actuellement pas recommandée apres CNA car la chimiothérapie pourrait
induire des |ésions de fibrose et de sclérose des canaux des voies de drainage lymphatique du sein et entrainer ainsi un risque
accru de non détection du GS et une augmentation du taux de faux négatif (FN) du GS.

Nous avons démontrer la validité de la technique du GS dans une série prospective de 129 patientes traitées par CNA. Les
résultats de notre éude ont montré que le taux d'identification du GS (93,8%) était comparable au taux requis pour la
validation du GS chez les patientes non traitées par CNA. Le taux de FN (14,3%) était corrélé au statut ganglionnaire avant
CNA (0% pour les NO vs 29,6% pour les N1-N2 p=0.003) et a la taille tumorale au moment du diagnostique (5,7% pour les
T1-T2 vs 28,5% pour les T3 ; p=0.045).

Comme cela a déja été démontré dans les séries de GS sans CNA, nous avons ensuite étudié les facteurs anatomo-cliniques
pouvant étre corrélés a |’ atteinte métastatique d’un ganglion non sentinelle (GNS) lorsque le GS était métastatique et nous
avons testé 3 nomogrammes ou scores prédictifs de cet envahissement dont I’ efficacité a déja été prouvée pour des patientes
non traitées par CNA. En analyse uni variée, lataille tumorale (p=0.016) et lataille de la métastase du GS (p=0.0055) étaient
les deux facteurs significativement corrélés ala présence d’ un GNS métastatique. Le nomogramme du MSKCC ne permettait
pas de prédire de fagon fiable |’ atteinte du GNS (AUC=0.542) aors que celui du MD Anderson (AUC=0.716) et le score de
Tenon (AUC = 0.778) pouvaient, de facon statistiquement correcte, évaluer la probabilité d’ atteinte du GNS.

L’ analyse per opératoire du GS par apposition étant une des méthodes recommandées chez les patientes non traitée par CNA,
nous avons enfin étudié chez 80 patientes de notre série la faisabilité de cette technique. L’ analyse par apposition a permis
I"identification d’une métastase chez 72% des patientes (sensibilité = 38.2% ; spécificité = 97.8%). En analyse uni et multi
varié, les patientes qui présentaient une micro métastases ou la présence de cellules tumorale isolées dans le GS avaient un
risque multiplié par 2,3 de FN de I'apposition par rapport aux patientes qui avaient une atteinte macro métastatique. Ces
résultats sont identiques a ceux dégja publié dans des séries de GS sans CNA.

En conclusion, notre travail a permis de montrer que laCNA n’avait pas d'influence négative sur lafaisabilité de latechnique
du GS, en particulier pour les patientes sans atteinte ganglionnaire avant traitement. Aprés CNA, |'analyse per opératoire du
GS est possible ainsi que I’ utilisation de certains nomogrammes ou scores déja existant pour calculer |a probabilité d' atteinte
du GNS lorsque le GS est métastatique. En pratique clinique, nous pensons qu'il existe maintenant suffisamment
d arguments pour effectuer la technique du GS apres CNA aux patientes NO au moment du diagnostique. Il pourrait étre
intéressant de réaliser chez ces patientes, une étude du flux de I'isotope dans le territoire de drainage lymphatique par
SPECT-CT avant et aprés la chimiothérapie. Chez les patientes qui ont un envahissement ganglionnaire prouve avant CNA,
la faisabilité de la technique du GS fait actuellement I'objet en France d’un protocole de recherche clinique prospectif,
multicentrique, randomisé (GANEA 2). L’ analyse moléculaire par RT-PCR quantitative en temps réel per opératoire du GS
aprés CNA pourrait aussi faire I’ objet d’ une étude prospective de faisabilité.

Mots-clefs : cancer du sein, ganglion sentinelle, chimiothérapie néo-adjuvante, nomogramme, score prédictif, apposition.
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