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INTRODUCTION

La Tomographie par émission de positons (TEP) au '*Fluoro-déoxy-glucose (‘°F-
FDG), analogue radiopharmaceutique du glucose, est une technique d’imagerie en plein
essor depuis les années 2000, avec un développement particuliérement rapide dans le
domaine de I’oncologie. Il s’agit de I’imagerie de référence pour I’exploration in vivo de la
glycolyse cellulaire. L'augmentation de la glycolyse dans la cellule tumorale a été décrite
initialement par Warburg en 1924. Elle est liée a la surexpression tumorale des
transporteurs membranaires du glucose, a 1’augmentation de I’activité de 1’hexokinase
impliquée dans la phosphorylation du glucose et a I’augmentation de la glycolyse cellulaire

anaérobie par inhibition de la voie oxydative.

En cancérologie mammaire, la TEP au '*F-FDG s’est imposée comme un examen clé
du bilan d’extension pré-thérapeutique et de la détection précoce de la récidive tumorale.
La TEP au ""F-FDG permet également un suivi évolutif du métabolisme tumoral en cours
de chimiothérapie. L’intérét est que la modification du métabolisme glucidique de la
tumeur, observée lors de D’initiation du traitement cytotoxique systémique, précede la
réduction de la taille tumorale évaluée par I’imagerie morphologique. Cette réponse
métabolique précoce traduit la chimiosensibilit¢ tumorale et refléte 1’efficacité du
traitement. L’évaluation précoce de la réponse tumorale par la TEP au '*F-FDG est depuis

plusieurs années un domaine tres actif de la recherche clinique.

La chimiothérapie néoadjuvante, est devenue une attitude standard visant a obtenir une
réduction tumorale suffisamment importante pour permettre une chirurgie mammaire
conservatrice non envisageable initialement. De surcroit, cette approche permet d’évaluer
in vivo la réponse tumorale histologique lors du geste chirurgical qui suit la chimiothérapie
néoadjuvante. Cette situation offre ainsi 1’opportunité¢ d’identifier, par des recherches
translationnelles, des facteurs cliniques, radiologiques, biologiques ou moléculaires
prédictifs de la qualité de la réponse histologique finale. La distinction précoce des
patientes répondeuses et non-répondeuses vise a éviter le recours a des chimiothérapies
inefficaces pour certaines patientes, bien que pourvoyeuses de nombreux effets

secondaires.
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Au cours de la derniére décennie, plusieurs études ont évalué le role potentiel de la
TEP au '"F-FDG, dans 1’évaluation précoce de I’efficacité de la chimiothérapie
néoadjuvante. La corrélation entre les modifications précoces de la fixation tumorale du
'SE-FDG (aprés une, deux ou trois cures de chimiothérapie) et la réponse histologique
finale sur pi¢ce opératoire a notamment été¢ étudiée. Toutes les études ont montré que la
TEP au "®F-FDG est une technique d’imagerie performante pour évaluer trés précocement

la chimiosensibilité tumorale et ainsi prédire la réponse histologique finale.

Cependant, le cancer du sein est composé de multiples entités. L'évolution récente des
techniques de biologie moléculaire permet désormais une approche globale du génome ou
du transcriptome tumoral. Une taxonomie s’est établie en fonction des caractéristiques
génétiques et biologiques tumorales. Elle méne a I’individualisation du pronostic et de la

prédiction de la réponse au traitement.

Cependant, les analyses de biologie moléculaire sont actuellement peu utilisées en
routine clinique du fait de leur cott et des difficultés techniques pour réaliser ces analyses.
Plusieurs études récentes ont montré que I’immunohistochimie (IHC) permet d’établir une
classification alternative aux sous-types moléculaires de la classification intrinséque.
Comme son homologue moléculaire, la classification IHC permet de progresser vers
I’individualisation du pronostic et de la prédiction de la réponse au traitement des

différents types de cancer du sein.

Les quatre articles publiés dans le cadre de cette thése ont pour sujet 1’é¢tude du
comportement métabolique du cancer du sein durant la chimiothérapie néoadjuvante.
L’objectif est de mieux comprendre les liens unissant le métabolisme glucidique et les
caractéristiques immuno-histochimiques de la tumeur primitive mammaire. Ils évaluent
¢galement la corrélation entre la réponse métabolique de la tumeur primitive, observée par
la TEP au ""F-FDG dés la fin de la premiére cure de chimiothérapie néoadjuvante, la

réponse histologique obtenue lors de la chirurgie finale, et la survie de patientes.
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CHAPITRE | : LE CANCER DU SEIN

1. Epidémiologie

Le cancer du sein est un probléme majeur de santé publique. En France, il s’agit la
premiére cause de décés par cancer chez la femme. Actuellement, ce cancer touche une
femme sur dix et une femme sur vingt-cinq en meurt. Selon les estimations de I’Institut
National du cancer (INCA), environ 49.000 nouveaux cas ont été diagnostiqués en 2012 en
France métropolitaine [1].

L'incidence annuelle du cancer du sein a augmenté de fagcon importante entre 1980 et
2005 : le taux d’incidence standardisé a la population mondiale a presque doublé, passant
de 56,3 pour 100 000 en 1980 a 97,8 pour 100 000 femmes en 2005 avant d'amorcer une
baisse pour tendre vers 88,0 cas pour 100 000 femmes en 2012 (figure 1) [1].

=
[=]
=
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% y
T

60
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50

1980 1980 2000 2008 2010 2012

Figure 1: Incidence annuelle mondiale du cancer du sein [1]

Un facteur de cette baisse d’incidence depuis 2005 pourrait étre la diminution de la
prescription de traitements hormonaux de la ménopause ou de leur durée. L’arrét de la
montée en puissance du dépistage, la stabilisation de plusieurs facteurs de risque au cours
des dernicres années (age tardif de la premiere grossesse, moins d’allaitement...) peuvent
¢galement étre évoqués [1].

L’age moyen du diagnostic est de 55 ans et 60 % des patientes ont un age compris

entre 45 et 75 ans. Le cancer du sein est rare avant 40 ans (10 % des patientes). La survie
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globale, tous stades confondus (avec des écarts importants selon les stades) est d’environ
75 % a 5 ans [1, 2]. La mortalité est évaluée a 11.900 déces par cancer du sein en 2012, en
France métropolitaine. Le taux de mortalité (standardis¢ monde) par cancer du sein a
atteint un pic en 1990 avec 20,2 déces annuels pour 100 000 femmes, puis a baissé de
manicre réguliere, pour atteindre 15,7 pour 100 000 femmes en 2012, soit une baisse de
22,2% (figure 2) [1].
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Figure 2 : Taux de mortalité (standardisé monde) par cancer du sein [1]

Pour expliquer cette baisse de mortalité, il est difficile de faire la part entre un
diagnostic plus précoce apporté par le dépistage et 1’amélioration des techniques de

traitements adjuvants et de leurs indications.

Classification des cancers du sein

Le cancer du sein est multiple : diverses taxinomies du cancer du sein ont été
développées basées sur [’histologie, I’immunohistochimie ou encore la biologie

moléculaire.
2.1. Classification anatomopathologique classique

Le type histologique du cancer du sein est un élément important pour la conduite
thérapeutique et I’évaluation du pronostic. Les tumeurs malignes du sein les plus
fréquentes sont des adénocarcinomes développés a partir des canaux galactophores
(adénocarcinomes canalaires) et des lobules (adénocarcinomes lobulaires) (figure 3). Ils

représentent 98 % des tumeurs malignes du sein.
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Lobule terminal

Canal galactophore
Ductule Sinus galactophore
Lobule !

Tissu conjonctif

Tissu adipeux

Figure 3 : représentation schématique de 1’anatomie de la glande mammaire (source: site
internet du Centre de Référence des Pathologies Gynécologiques rares: http://hopital-
necker.aphp.fr)

2.1.1. Carcinome in situ

Les phases initiales des cancers du sein se développent a partir des cellules épithéliales
des canaux ou des lobules. Tant que les cellules cancéreuses restent confinées au niveau
des canaux ou des lobules, sans franchissement de la membrane basale, les cancers sont
dits « in situ». Il n’y a pas de risque théorique d’envahissement ganglionnaire ou

métastatique.
2.1.1.1. Carcinome canalaire in situ

Le carcinome canalaire in situ (CCIS) se définit comme une prolifération de cellules
épithéliales, cytologiquement malignes, confinées a l'intérieur de 1'arbre galactophorique. 11
se distingue du carcinome infiltrant par I'absence d'effraction de la membrane basale et
d'envahissement du tissu conjonctif. La classification OMS du CCIS est fondée sur
l'architecture des Iésions. On distingue 4 types architecturaux: massif, en comédons,
papillaire, cribriforme [3]. Cette classification est cependant assez peu utile en clinique du
fait de l'absence de signification biologique et pronostique de ces différents types

architecturaux.
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2.1.1.2. Carcinome lobulaire in situ

Le carcinome lobulaire in situ est un carcinome intéressant les canaux intra-lobulaires
qui sont comblés et distendus par une prolifération de cellules peu jointives, sans
envahissement du tissu conjonctif voisin. Les cellules sont en général régulicres et de taille
petite ou modérée, avec un cytoplasme faiblement coloré et un noyau rond ne présentant

que peu ou pas de mitoses. Les localisations multiples ou bilatérales sont fréquentes.

2.1.2. Carcinomes infiltrants

A partir du moment ou les cellules cancéreuses ont traversé la membrane basale des
canaux ou des lobules et sont présentes dans les tissus avoisinants, le cancer est infiltrant.
La classification de 1’organisation mondiale de la santé (OMS) des cancers du sein, en
2003, est complexe : elle indique 20 types histologiques principaux et 18 sous-types

mineurs [3].
2.1.2.1. Carcinome canalaire infiltrant

C'est la forme la plus fréquente des tumeurs malignes du sein. Ce groupe comprend les
carcinomes infiltrants qui ne peuvent étre classés dans une des variétés dites particulieres.
Les cellules tumorales se disposent généralement en ilots, en travées ou en formations

glandiformes.
2.1.2.2. Carcinome lobulaire infiltrant

Le carcinome lobulaire infiltrant se compose de petites cellules réguliéres identiques a
celles observées dans la forme lobulaire in situ. Classiquement les cellules sont dissociées
les unes des autres, ou agencées en fines travées avec un aspect en file indienne ou en cible
autour des galactophores non atteints. L'identification de reliquats de carcinome lobulaire

in situ aide au diagnostic.
2.1.2.3.  Autres types histologiques

Il existe de nombreux autres types et sous-types histologiques infiltrants plus rares : les
carcinomes mucineux, carcinomes médullaires, carcinomes papillaires, carcinomes
tubuleux, carcinomes adénoides kystiques, carcinomes apocrines, carcinomes
métaplasiques, les carcinomes canalaires infiltrants avec composante intra-canalaire
dominante (composante in situ au moins 4 fois plus importante que la composante

invasive)...
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La limite de cette classification complexe est qu’elle repose exclusivement sur des
critéres morphologiques, sans compréhension du comportement biologique tumoral et

donc avec une utilité clinique et un impact pronostic limités.

2.2. Classification selon le grade histo-pathologique

Il existe plusieurs modalités d'établissement des grades histo-pathologiques. La plus
couramment utilisée en France est celle de Scarff-Bloom-Richardson (grade SBR)
modifiée par Elston et Ellis (tableau 1) [4]. Cette classification s'applique a toutes les
formes de cancer invasif. L’avantage de cette classification est qu’elle apporte une
information pronostique indépendante de la taille tumorale et de I1’envahissement
ganglionnaire. Les survies globales et sans récidives sont plus courtes pour les tumeurs de
grade III que pour celles de grade I et II [5].C'est aussi un facteur prédictif de la réponse a

la chimiothérapie ; les tumeurs grade III répondent mieux que celles classées grade I ou II

[6].

Score

Formation de tubes

la tumeur ne comprend que des tubes (> 75%) |

la tumeur est partiellement tubulaire (10-75%) 2

la tumeur ne comprend aucun tube (< 10%) 3
Atypies cytonucléaires :

noyaux réguliers monomorphes 1

atypies modérées 2

noyaux pléiomorphes avec atypies marquées 3
Index mitotique

Variable selon le diamétre du champ la3

Tableau 1 : grade SBR modifié par Eston et Ellis [4].

L'addition de ces trois scores permet de déterminer le grade SBR : Grade I (score = 3,
4 ou 5), Grade II (score = 6 ou 7), Grade III (score = 8 ou 9). Le role du grade histo-
pathologique est maintenant largement admis pour les tumeurs carcinomateuses
infiltrantes. Il est actuellement recommand¢é de ne pas limiter 1'évaluation du grade aux

carcinomes canalaires infiltrants mais de l'effectuer pour tous les sous types histologiques.
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2.3. Classification génomique

L'évolution des techniques de biologie moléculaire, principalement les puces a ADN,
permet une approche globale du génome ou du transcriptome a différents temps. Cet outil
extrémement puissant permet d’augmenter les connaissances en biologie moléculaire du
cancer du sein. Grace au développement récent de ces puces, une taxonomie du cancer du
sein s’est établie en fonction des caractéristiques génétiques et biologiques tumorales,
ayant permis de progresser vers 1’individualisation du pronostic et de la prédiction de la
réponse au traitement. Au début des années 2000, les études fondatrices de Sorlie et Perou
ont analysé les profils d’expression génétique de 115 cancers du sein et classé les tumeurs
mammaires en 5 groupes principaux: luminal A et B, basal-like, HER2/neu (surexpression

du HER?2) et normal-like [7-9].

Une étude plus récente, publiée en 2012 dans la revue « Nature » indique qu’une
grande partie des cancers du sein sont secondaires a des mutations localisées sur 30 a 50
genes [10]. Les cellules tumorales de 825 patientes, ont été étudiées avec un grand nombre
de méthodes moléculaires a haut débit. Entre autres données, celles de I’expression des
ARNm, les informations sur la méthylation de I’ADN et les mutations ponctuelles de
I’ADN ont été recueillies. Par ailleurs, les micro-ARN et le séquencage complet de
I’exome ainsi que ’expression de certaines protéines ont ét¢ mesurés chez 507 patientes.
Les resultats indiquent une maladie trés hétérogéne, seuls trois génes (TP53, PIK3CA et

GATAZ3) sont mutés dans dix pour cent ou plus de I’ensemble des tumeurs.

Au total, les 5 profils moléculaires du cancer du sein initialement définis par Sorlie et
Perou et confirmée par 1’étude publiée en 2012 par le « Cancer Genome Atlas Network »,
dressant un atlas des mutations du génome des cellules tumorales mammaires, sont les
suivants [7-10] (tableau 2): profils Luminal A, Luminal B, HER2 enriched, basal et

normal-like.

2.3.1. Le profil luminal

Le profil luminal se rapporte au nom donné a un des 2 types cellulaires matures du
tissu mammaire normal, bordant le lobule ou le canal. Ces tumeurs sont appelées luminales
car leurs geénes codent les protéines des cellules épithéliales de la lumiére des canaux ou
des lobules du sein. Ce sont les tumeurs les plus fréquentes, elles expriment des marqueurs

associés aux récepteurs hormonaux (récepteurs des cestrogénes et de la progestérone),
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certaines cyto-kératines (CKS8, CK18) ainsi que des facteurs de transcription spécifiques de

différentiation luminale comme GATA3 et FOXA1. Elles sont classées en 2 sous-groupes :

- les tumeurs luminales A représentent 44% des tumeurs de [’étude et

correspondent donc au génotype le plus fréquent. Elles expriment fortement les récepteurs

hormonaux et ont des caractéristiques peu prolifératives.

- Les tumeurs luminales B représentent 24% des tumeurs de I’étude, elles

expriment également fortement les récepteurs hormonaux mais avec des caractéristiques

plus prolifératives que les tumeurs luminales A.

Bien que peu chimio-sensibles, les cancers luminaux ont une survie a long terme

favorable par rapport aux tumeurs basales et HER2 [11, 12].

2.3.2. Le profil HER2 enriched

Les tumeurs HER2 enriched représentent 11% des tumeurs de 1’étude. Elles se
caractérisent par une forte expression du gene appelé HER2/neu qui est un proto-oncogene
identifi¢ au niveau du chromosome 17q21. Le terme HER2/neu signifie Human Epidermal
Growth Factor Receptor-2 (récepteur pour les facteurs de croissance épidermiques
humains) et il est spécifié neu en raison de la conséquence qu’amene sa mutation. Des
traitements spécifiques de ce sous-type existent : des anticorps qui inactivent les récepteurs
HER2 en se liant a la région extracellulaire de la protéine HER2 (trastuzumab et
pertuzumab) ou des inhibiteurs des domaines intracellulaires de la tyrosine kinase des

récepteurs EGFR (ErbB1) et HER2 (ErbB2 ) (lapatinib) [13].

2.3.3. Le profil basal

Il représente 19% des tumeurs de I’étude. Ces tumeurs expriment une partie des
marqueurs « basaux » : CK 5 et 17, I’épithélium growth factor-receptor (EGFR), CK14...
Ils sont de haut grade et, dans plus de 80% des cas, P53 est mutée. Leur pronostic est
péjoratif du fait de leur caractere fortement prolifératif, a haut risque métastatique et de
I’absence de thérapie ciblée efficace en routine clinique [9]. La plupart de ces tumeurs
n’expriment ni le proto-oncogéne HER2/neu, ni les récepteurs aux cestrogenes, ni les
récepteurs progestatifs : ¢’est pourquoi le génotype basal est souvent assimilé au phénotype

triple négatif.

2.3.4. Le profil « normal-like »

Il représente 2% des tumeurs. Ce sous-type est difficile a caractériser. A noter qu’une
¢tude de Hu et al., menée sur 105 tumeurs, indique que le groupe « normal-like » est peu
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pertinent sur le plan pronostic et émet 1’hypothése que ce groupe puisse correspondre a
des tumeurs contaminées par un tissu mammaire sain, ce qui en ferait donc un groupe
« artéfactuel » [14]. Dans I’étude publiée en 2012 par le « Cancer Genome Atlas Network
», seulement 8 tumeurs mammaires sur 510 appartenaient au sous-type normal-like, ce qui

¢tait insuffisant pour conclure sur le profil mutationnel de ces tumeurs.

Repartition

Normal-like
HER2 enriched 2%

11%

Luminal B
24%

Figure 4 : fréquence des 5 principaux types de la classification génomique du cancer du
sein [10].
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Subtype Luminal A Luminal B Basal-like HER2E

ER*/HER2™ (%) 87 82 10 20

HER2* (%) 7 15 2 68

TNBCs (%) 2 1 80 9

TP53 pathway = TP53 mut (12%); gain of TP53 mut (32%); gain of MDM2 TP53 mut (84%); gain of TP53 mut (75%); gain of
MDM2 (14%) (31%) MDM2 (14%) MDM2 (30%)

PIK3CA/PTEN | PIK3CA mut (49%); PTEN | PIK3CA mut (32%) PTEN mut/loss | PIK3CA mut (7%); PTEN PIK3CA mut (42%); PTEN

pathway mut/loss (13%); INPP4B (24%) INPP4B loss (16%) mut/loss (35%); INPP4B loss | mut/loss (19%); INPP4B
loss (9%) (30%) loss (30%)

RB1 pathway Cyclin D1 amp (29%); Cyclin D1 amp (58%); CDK4 gain  RB1 mut/loss (20%); cyclin E1  Cyclin D1 amp (38%);
CDK4 gain (14%); low (25%) amp (9%); high expression of = CDK4 gain (24%)
expression of COKN2C; CDKN2A; low expression of
high expression of RB1 RB1

mRNA High ER cluster; low Lower ER cluster; high proliferation Basal signature; high HER2 amplicon signature;

expression proliferation proliferation high proliferation

Copy number Most diploid; many with Most aneuploid; many with focal Most aneuploid; high genomic = Most aneuploid; high
quiet genomes; 1q, 8q, amp; 1q, 8q, Bp11 gain; 8p, 16q instability; 1g, 10p gain; 8p, 5q ' genomic instability; 1q, Bq
8p11 gain; Bp, 16q loss; loss; 11913.3 amp (51%); 8p11.23  loss; MYC focal gain (40%) gain; 8p loss; 17q12 focal
11g13.3 amp (24%) amp (28%) ERRB2 amp (71%)

DNA mutations | PIK3CA (49%); TP53 TP53 (32%); PIK3CA (32%); TP53 (84%); PIK3CA (7%) TP53 (75%); PIK3CA
(12%); GATA3 (14%); MAP3K1 (5%) (42%); PIK3R1 (B%)
MAP3K1 (14%)

DNA - Hypermethylated phenotype for Hypomethylated -

methylation subset

Protein High oestrogen signalling;  Less oestrogen signalling; high High expression of DNA repair | High protein and phospho-

expression high MYB; RPPA reactive = FOXM1 and MYC; RPPA reactive  proteins, PTEN and INPP4B protein expression of
subtypes subtypes loss signature (pAKT) EGFR and HER2

Tableau 2 : résumé des caractéristiques génomiques extrait de 1‘article «Comprehensive
molecular portraits of human breast tumours» publié dans la revue Nature en 2012 [10].
L’analyse du profil des mutations somatiques du génotype normal-like n’a pas été réalisée du
fait d’un effectif trop faible de tumeurs (8 patientes avec une tumeur normal-like)

2.4. Classification immunohistochimique

Du fait de leur co0t et des difficultés techniques pour réaliser ces analyses, les analyses
par puces ADN sont actuellement peu utilisées en routine clinique. Plusieurs études
récentes ont montré que la difficulté de I’accés a ces puces peut étre contournée par
I’immunohistochimie. Celle-ci permet en effet d’établir une classification substitutive des
sous-types moléculaires de la classification intrinseque [15-17]. Comme son homologue
moléculaire, la classification IHC permet de progresser vers 1’individualisation du
pronostic et de la prédiction de la réponse au traitement des différents types de cancer du
sein [16-19].

Une classification des grands profils de phénotypes tumoraux mammaires a ainsi

progressivement émergé en se basant sur I'expression des recepteurs aux cestrogenes (RE),
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progestatifs (RP), le récepteur de facteur de croissance Her2, Ki-67 et éventuellement
d'autres biomarqueurs tels les cyto-keratines de haut et de bas poids moléculaires (CK8
/18, CK5/6 etc..) [17].

Lors des conférences internationales de Saint Gallen de 2011 puis 2013, les experts ont
recommandé¢ une classification du cancer du sein en 5 sous-types clinico-pathologiques, en

fonction des résultats de I’'immunohistochimie [20, 21]:

- Luminal A — like : RE et RP positifs, absence de surexpression de Her2 et une

expression de Ki-67 inférieure a 14%.

- Luminal B — like / HER2 négatif: RE positif, absence de surexpression de Her2

et au moins I’une des 2 conditions suivantes: RP négatif ou faible (<20%) et/ou
une expression de Ki-67 supérieure a 14% [22].

- luminal B — like / HER2 positif: RE positif, surexpression de HER2.

- HER2 positif (non-luminal): RE et RP négatifs, surexpression de HER2.

- Triple négatif: RE et RP négatifs, absence de surexpression de HER2.

Le groupe triple négatif est celui de plus mauvais pronostic. Il constitue 10 a 20% des
cancers du sein et touche plus fréquemment les femmes jeunes [23, 24]. Les rechutes sont
souvent précoces puisque 95% des rechutes métastatiques surviennent avant 6 ans [23]
(figure 5). Il n’existe actuellement pas de traitement spécifique de ce sous-type et moins de
30% des patientes avec une tumeur métastatique de phénotype triple négatif survivent a 5

ans [25].
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Figure 5 : Taux de récidive métastatique des patientes présentant un cancer du sein triple
négatif, d’apres Foulkes et al. [23]

Le sous-type basal, défini par la génomique, est souvent assimilé aux cancers du sein «
triple négatifs ». La réalité est plus complexe car différents types histologiques (carcinome
canalaire infiltrant, carcinome médullaire, carcinome métaplasique...) et différentes entités
moléculaires sur le plan transcriptomique, avec des pronostics et des comportements
biologiques tres différents, peuvent entrer dans ce groupe. En effet, si 75% des tumeurs de
phénotype triple négatif sont des tumeurs de profil génomique basal, 25% sont de profils
trés différents (Claudin low, basal, interferon rich, moléculaire apocrine...). C’est donc un

groupe de tumeurs trés hétérogenes [26, 27].

Une possibilité est d’utiliser 1’expression des génes de kératines de haut poids
moléculaire (CK5/6, CK14), les marqueurs de prolifération, et I’expression d’EGFR pour
distinguer le phénotype basal-like («five markers method »: RE-, RP-, Her2-, CK 5/6+
et/ou EGFR+) des autres tumeurs triple négatives [28, 29]. Par ailleurs, une étude récente
de Keam et al. suggére que I’expression de Ki-67 peut discriminer 2 groupes de tumeurs
triple négatives avec des profils tumoraux différents [30]. Enfin, certaines ¢tudes ont
suggéré la présence d’un autre sous-groupe de tumeurs: les carcinomes moléculaires
apocrines dont la biologie dépend de 1’absence d’expression de récepteurs aux cestrogenes

mais de I’expression des récepteurs androgéniques (RA) [31-33].

Une récente étude de Lehmann et al. a identifié six profils transcriptomiques et

d’altérations génomiques distincts parmi les tumeurs triple négatives [31].

A ce jour, les mutations de deux genes principaux ont ét¢ identifiées comme facteurs

génétiques de prédisposition au cancer du sein: il s’agit des mutations de BRCAI et
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BRCAZ2. Ces deux genes sont impliqués dans la réparation des anomalies de codage de
I’ADN et donc maintiennent l'intégrité génomique. Selon une étude de Atchley et al, 57%
des tumeurs chez les femmes mutées BRCA1 seraient de type triple négatif contre 23%

chez les femmes mutées BRCA?2 et seulement 14% chez les non-mutées BRCA [34].

En conclusion, les classifications génomiques et immunohistochimiques ne sont pas
complétement superposables, comme mentionné ci-dessus avec 1’exemple des tumeurs
triple négatives. Néanmoins, lors des conférences de consensus de Saint Gallen en 2011 et
2013, les experts ont validé 1’utilisation de la classification IHC en routine clinique pour
identifier les différents sous-types du cancer du sein et pour guider les choix thérapeutiques

[20, 21].

Traitement par chimiothérapie néoadjuvante

3.1. Historique

La chimiothérapie néoadjuvante (CNA) correspond a l'utilisation d'un traitement
cytotoxique systémique avant le traitement chirurgical. La terminologie de traitement
neoadjuvant a ¢été utilis¢é au début des années 80, pour les chimiothérapies des
ostéosarcomes [35, 36].

Dans le cancer du sein, la CNA a initialement été utilisée dans les formes localement
avancées non résécables (T4 et/ou N3) et dans les formes inflammatoires (T4d). Le but
était d'améliorer le controle locorégional et la survie en comparaison a un traitement local
exclusif, généralement insuffisant [37-43]. Devant les résultats encourageants, cette
modalité thérapeutique a été proposée a partir de la fin des années 80 pour les formes
opérables d'emblée mais avec comme principal objectif une chirurgie partielle en cas de
réduction tumorale importante, €vitant ainsi une mastectomie. Elle s'adresse ainsi aux
tumeurs non métastatiques, généralement de taille supérieure a 3 cm ou inférieure mais en

position centrale, ou a des tumeurs avec un envahissement ganglionnaire initial [42].

3.2. Interét théorique de la chimiothérapie néoadjuvante

Par rapport a la chimiothérapie adjuvante, la chimiothérapie néoadjuvante présente

théoriquement 3 avantages que nous allons détailler.
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3.2.1. Améliorer la survie par 3 mécanismes

- administrer précocement la chimiothérapie : 1’objectif est de traiter
précocement les micro-métastases avant 1’émergence de clones chimio-
résistants. Cela repose sur I’hypothése de Goldie et Coldman selon laquelle
plus une population croit, plus émergent des clones chimio-résistants, résultant
de mutations somatiques spontanées [44].

- limiter la stimulation tumorale par la sécrétion de facteurs de croissance lors
de l'intervention chirurgicale [45-47].

- adapter la chimiothérapie a la réponse tumorale: D'utilisation de la
chimiothérapie avant la chirurgie permet de juger in vivo de son effet par
I’¢tude de la réponse tumorale et ganglionnaire. L’analyse histologique de la
tumeur résiduelle sur la piece opératoire, obtenue lors de la chirurgie
mammaire qui suit la chimiothérapie néoadjuvante, permet cette évaluation in
vivo de la réponse tumorale. Cela permettrait une identification des patientes
mauvaises répondeuses pour lesquelles il serait possible de s’orienter vers un
autre protocole de chimiothérapie sans résistance croisée. Cette adaptation
thérapeutique précoce n’a cependant pas encore fait ses preuves en termes

d’amélioration de la survie.

3.2.2. Augmenter le taux de conservation mammaire

La chimiothérapie néoadjuvante ayant démontré de trés bons résultats en terme de
réponse tumorale dans le cadre de cancers non résécables [43, 48], ses indications se sont
étendues aux cancers résécables d’emblée mais avec ’objectif d’augmenter le taux de

conservation mammaire.

3.2.3. Intérét pour la recherche translationnelle

Comme mentionné par I’ Agence Nationale de la Recherche, « Le concept de recherche
translationnelle s’est imposé comme I’expression d’un besoin essentiel pour que les
promesses de la recherche fondamentale se traduisent rapidement par une amélioration de
la santé des individus et des populations ainsi qu’une meilleure prise en charge des
patients. De ce fait, la recherche translationnelle en santé assure un continuum et constitue
ainsi une passerelle directe et bidirectionnelle entre recherche exploratoire et recherche

clinique en stimulant cette derniere par des innovations thérapeutiques, méthodologiques
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ou des outils d’investigation émanant de la recherche fondamentale, et réciproquement par
la dissémination vers la recherche fondamentale d’observations nouvelles sur la nature et la

progression des maladies. »

Ainsi, il apparait que la Recherche Translationnelle est le chainon manquant entre la
Recherche Fondamentale et la Recherche Clinique. En cancérologie, un des objectifs
prioritaires est d’identifier et de valider des marqueurs biologiques (biomarqueurs) pour le
diagnostic et la prédiction de ID’efficacit¢é de diverses thérapies anti-tumorales. La
chimiothérapie néoadjuvante permet d'observer in vivo la chimiosensibilité tumorale,
offrant ainsi un terrain idéal pour I’étude en situation clinique de biomarqueurs prédictifs

(biologiques, moléculaires...) préalablement identifiés par des recherches précliniques.

3.3. Importance de la réponse histologique compléte

De nombreuses études ont montré un bénéfice de survie pour les patientes présentant
une stérilisation compléte du site tumoral et ganglionnaire axillaire a 1’issue du traitement
néoadjuvant (pCR pour pathological complete response) (tableau 3) [49-56]. Il est
¢galement constaté un role pronostic péjoratif de l'envahissement ganglionnaire résiduel
aprés chimiothérapie dans plusieurs de ces études [50, 54, 57]. La réponse histologique
compléte est un facteur pronostic plus puissant que la réponse clinique dans les cancers du
sein localement avancés [54], mais aussi dans les formes moins avancées, opérables
d’emblée [50, 57]. Pour cette raison, la pCR est souvent utilisée comme marqueur
substitutif de la survie dans les ¢études cliniques €évaluant I’efficacité de diverses thérapies

cytotoxiques en situation néoadjuvante.

Etude Suivi médian Critére d'évolution P
Bonadonna [57] 8 ans Survie sans rechute 0,034
Fisher [50] 5 ans Survie sans rechute 0,0001
Kuerer [54] 5 ans Survie globale <0,01
Bear [51] 5 ans Survie sans rechute <0,0001
Cléator [56] 10 ans Survie sans rechute 0,01
Abrial [53] 7,6 ans Survie globale < 0,003

Tableau 3 : principales études montrant un bénéfice de survie pour les patientes présentant une réponse
histologique compléte (pCR).
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Néanmoins, I'existence de plusieurs classifications histologiques évaluant la réponse
tumorale rend l'analyse de la littérature sur ce sujet relativement difficile car hétérogene.
La classification de Chevallier [58] (tableau 4) évalue la réponse macroscopique et
microscopique de la tumeur et des ganglions axillaires homolatéraux. Elle a été¢ la
référence en France mais présente des limites : les patientes avec une réponse de grade 3
représentent un ensemble de réponses trés hétérogenes, puisque comprenant de trés bonnes
réponses tumorales (reliquat minime et altéré) et des réponses partielles avec une

régression tumorale de moins de 50 %.

Classification de CHEVALLIER (1993) [58]

Grade 1: absence de toute cellule tumorale histologiquement, et absence de
métastase axillaire

Grade 2: présence de carcinome in situ dans le sein, sans cellule tumorale
invasive et absence de métastase axillaire

Grade 3: carcinome invasif avec altération stromale

Grade 4: absence d'altération des cellules tumorales

Tableau 4 : Classification de Chevallier pour 1’évaluation histologique de la réponse a la
chimiothérapie néo-adjuvante dans les cancers du sein.

La classification de Sataloff, qui définit les réponses tumorale et ganglionnaire de
fagon indépendante, est également tres utilisée. En effet les études récentes de Von
Minckwitz et al. et de Cortazar et al. montrent que, pour avoir une meilleure valeur
pronostique, la pCR doit étre définie comme ’absence de cellules résiduelles invasives
dans le site tumoral mais également dans les adénopathies, une composante in-situ
résiduelle pouvant étre éventuellement tolérée [59-61]. Cette définition correspond aux
définitions histologiques «ypTO ypNO» et «ypTO/is ypNO», ou encore a une

classification Chevallier 1 et 2.

Par ailleurs, un point également trés important abordé dans 1I’étude de Von Minckwitz
et al., menée sur 6377 patientes traitées par chimiothérapie néo-adjuvante est que la valeur
pronostique de la pCR est étroitement liée aux sous-types de cancer du sein de la patiente
[59]. Cette étude ne montrait une valeur pronostique de la pCR que pour les patientes
présentant une tumeur de type luminal B/HER2 négative, HER2-positive non-luminale et

triple négative. Aucune valeur pronostique de la pCR n’était mise en évidence pour les
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tumeurs luminales B/HER2 positives et luminales A (figure 6) [59]. Une méta-analyse
récente, publiée dans « The Lancet » met également en évidence la plus forte valeur
pronostique de la pCR pour les sous types tumoraux les plus agressifs, a savoir les tumeurs

triple négatives et HER2 positive/ non-luminales [61].
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Figure 6 : Valeur pronostique de la réponse histologique compléte (pCR) sur la survie sans
récidive en fonction du phénotype tumoral. (A) Patientes avec une tumeur luminale A (B) tumeur
luminale B / HER2 négative, (C) tumeur luminale B/HER2-positive, (D) tumeur HER2-positive
non-luminale (E) tumeurs triple-négatives (F) comparaison de la survie sans récidive selon le
phénotype tumoral. Schéma extrait de 1’étude de Von Minckwitz et al. publiée dans le JCO en 2012
[59].

En conclusion, la réponse histologique complete semble €tre un facteur pronostique
majeur pour les patientes bénéficiant d'une chimiothérapie néo-adjuvante, a condition
d’utiliser une définition de la pCR incluant I’évaluation ganglionnaire et de tenir compte
du phénotype tumoral de la tumeur. Pour cette raison, elle est trés utilisée comme marqueur
substitutif précoce de la survie dans les études cliniques évaluant I’efficacit¢ d’une

chimiothérapie néo-adjuvante.

3.4. Résultats observés dans la littérature

Plusieurs essais non randomisés utilisant des chimiothérapies a base d’anthracyclines

ont montr¢ des taux de réponse clinique objective de 60 a 90%, dont 15 a 30% de réponse
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clinique complete (RCC), autorisant une conservation mammaire dans 60 a 80 % des cas.

Le taux de réponse complete histologique est de ’ordre de 10 a 15% [38, 57, 62].

Neuf essais randomisés, ayant comparé une chimiothérapie néo-adjuvante suivie d’un
traitement locorégional (chirurgie et/ou radiothérapie) a un traitement locorégional suivi
d’une chimiothérapie adjuvante, sont recensés dans une méta-analyse publiée en 2005 par
Mauri et al. [63]. Cette derniére regroupe les données de 3946 patientes. Les objectifs
principaux sont la comparaison des taux de survie globale, de survie sans récidive
locorégionale ou a distance. Les objectifs secondaires sont les taux de réponse clinique
compléte, de réponse histologique compléte et de chirurgie conservatrice. Aucun bénéfice
significatif en terme de survie globale n’est mis en évidence: le bénéfice initialement
observé apreés un suivi de 5 ans dans les essais de Scholl et al. [64] et Mauriac et al. [65]
disparait aprés réactualisation des résultats et un suivi plus long de 10 ans [66]. Cinq essais
randomisés sur les neuf de cette méta-analyse ont confirmé une augmentation significative
de la conservation mammaire dans le bras neoadjuvant avec un taux variant de 22 a 89%
suivant les études. Mais il a également ét¢ montré que ce bras neoadjuvant est associé a
une augmentation statistiquement significative des récidives locorégionales (RR=1.22,

95%, C1=1.04 a 1.43).

Le NSABPB-18 (National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project Operations and
Biostatistical Centers) a réalisé une vaste étude prospective incluant 1523 patientes afin de
comparer 1’administration en neoadjuvant ou en adjuvant d’un schéma de chimiothérapie
avec 4 cycles de doxorubicine et cyclophosphamides [67]. Le taux de réponse clinique
compléte était de 36% et le taux de réponse histologique compléte (pCR) de 13%. L’ajout
des taxanes au schéma précédemment cité, en neoadjuvant, permet d’augmenter
significativement le taux de RCC a 60% et le taux de pCR a 26% (p<0.001) [51, 68]. Il est
¢galement mis en évidence une augmentation significative du taux de récidives
locorégionales chez les patientes traitées par chirurgie conservatrice apreés chimiothérapie
néoadjuvante alors qu’initialement une mastectomie était indiquée. La pCR est associée a

une amélioration de la survie globale et sans récidive.

3.5. Importance du phénotype tumoral

La probabilité d’obtenir une réponse histologique complete a 1’issue du traitement

neoadjuvant est fortement influencée par le phénotype tumoral. Tumeurs luminales, HER2
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positives ou triple négatives sont 3 situations pour lesquelles la probabilit¢ de pCR et sa

signification pronostique sont différentes (figure 7).

3.5.1. Le phénotype HER2 positif

En combinaison avec la chimiothérapie, le trastuzumab prolonge significativement la
survie des patientes porteuses d’un cancer sur-exprimant HER2, métastatique ou non [69,
70]. En situation néo-adjuvante, les études retrouvent un taux important de réponse
histologique complete, allant de 12 a 54% selon la chimiothérapie associée au trastuzumab.
Dans I’é¢tude de Coudert et al, 33 patientes opérables d’emblée et sur-exprimant HER2 ont
recu 6 cures de chimiothérapie néo-adjuvante associant du docetaxel (100mg/m2 toutes les
3 semaines) au trastuzumab hebdomadaire pendant 18 semaines [71]. Une réponse
histologique complete a été obtenue chez 54% des patientes. Dans [’étude NOAH
(Neoadjuvant Herceptin) de Gianni et al., conduite de 2007 a 2010 sur 228 patientes avec
une tumeur HER2+, le taux de pCR était trés nettement amélioré par 1’ajout de
trastuzumab a une chimiothérapie néo-adjuvante associant doxorubicine et docetaxel [72].
Le taux de pCR était de 43% dans le bras avec Trastuzumab contre 23% dans le bras sans
trastuzumab (p=0.002). De méme la survie sans progression était améliorée (Hasard ratio =
0.59, IC 95%=[0.38 — 0.90], p= 0.013). Cette ¢tude soulevait cependant la problématique

de la toxicité cardiaque de I’association trastuzumab-anthracyclines.

Plusieurs études récentes, dont celle de Baselga et al., ont montré que le trastuzumab
pouvait étre remplacé par du lapatinib, une autre thérapie anti-HER2 inhibant la tyrosine
kinase, avec des résultats comparables en terme de pCR (29% dans le groupe de patientes
traitées par trastuzumab, versus 24% dans le groupe traité par lapatinib) [73]. L’association
de trastuzumab et de lapatinib induit une augmentation tres significative du taux de pCR a

51%.

Cependant, lorsqu’elle est combinée a une chimiothérapie néoadjuvante classique,
cette double association trastuzumab-lapatinib semble moins efficace en termes

d’augmentation de la pCR [74]. L’impact sur la survie n’a pas encore été évalué.

L’association du pertuzumab, un anticorps monoclonal bloquant la dimérisation de
HER?2, avec du trastuzumab semble également trés prometteuse pour augmenter le taux de
pCR, avec une incidence de dysfonction ventriculaire gauche symptomatique qui reste

faible [75].
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En somme, si la surexpression de HER2 par la tumeur mammaire est un facteur
pronostique péjoratif, la prise en charge a ét¢ profondément modifiée par 1’arrivée du
trastuzumab. Ce dernier, associé¢ aux chimiothérapies néo-adjuvantes habituelles, a permis
d’obtenir une augmentation trés significative du taux de réponse compléte histologique et

de la survie.

3.5.2. Le phénotype triple négatif

I1 est caractérisé par une grande agressivité clinique, avec un pronostic inférieur a celui
des cancers HER2 positifs non traités par trastuzumab [23]. Cependant, en situation néo-
adjuvante, plusieurs auteurs ont montré que ce phénotype est prédictif d'une bonne réponse
histologique tumorale avec un taux élevé de pCR: cette constatation a été décrite comme
"le paradoxe triple négatif.” [59, 61, 76, 77]. Le pronostic des patientes qui obtiennent une
pCR est excellent, avec moins de 10 % de récidives a 5 ans, équivalent a celui des
patientes également en réponse complete mais présentant un autre sous-type tumoral. A
I’inverse, les patients avec une tumeur triple négative qui n’obtiennent pas de pCR a

I’issue du traitement neoadjuvant ont un pronostic beaucoup plus sombre [59, 61, 76, 77].

Dans une méta-analyse récente, parmi 911 patientes avec une tumeur triple négative,
traitées par une chimiothérapie néoadjuvante (taxanes et anthracyclines), un taux de pCR
de 36% était observé (ypTOypNO). Les patientes sans pCR avaient un risque 6 fois plus
élevé de récidive (95 % CI : 3.92-9.25) et une mortalité 12 fois plus élevee (95 % CI :
5.82-26.49) [59]. Ces résultats soulignent I’importance de maximiser le taux de pCR pour
les patientes avec une tumeur triple négative. L’ajout de bevacizumab ou de carboplatine
au schéma classique de chimiothérapie (paclitaxel, doxorubicine et cyclophosphamides)
permet d’augmenter tres significativement le taux de réponse histologique compléte de la
tumeur primitive [78]. Cependant, une méta-analyse récente a montré que I’ajout de
bevacizumab, en situation néo-adjuvante comme en situation métastatique, ne semble au

final pas améliorer la survie globale des patients [79].

3.5.3. Le phénotype luminal

L’intérét de la chimiothérapie néo-adjuvante pour les patientes dont le phénotype

tumoral est de type luminal/HER2 négatif est controversé.

Bien qu’il s’agisse d’un phénotype de relativement bon pronostic, 1’obtention d’une
pCR en fin de traitement est en effet plus rare, traduisant sa moindre chimiosensibilité [19,

20]. De plus, dans la méta-analyse de Von-Minckwitz et al, publiée en 2012 et ayant inclus
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6377 patientes, la valeur pronostique de la pCR n’a pas ét¢ mise en évidence pour les
tumeurs luminales A [59]. Néanmoins, une proportion significative de ces patientes va
présenter une réponse tumorale suffisante pour envisager un geste chirurgical conservateur
du sein [80]. Il semble donc que I’objectif premier de la CNA dans ce sous-groupe soit plus
I’obtention d’une réponse tumorale suffisante pour proposer une chirurgie conservatrice,

que I’obtention d’une pCR.

Comme décrit précédemment, les tumeurs luminales A et B se distinguent par leur
caractéristiques prolifératives. Les tumeurs luminales B, plus agressives, présentent une
chimiosensibilit¢ et une fréquence de réponse histologique compléte supérieure aux
tumeurs luminales A [8, 9]. Une ¢étude de Cheang et al. a suggéré d’utiliser un seuil
d’expression tumoral de Ki-67 a 13.25% pour distinguer ces 2 types de tumeurs luminales

[22].

Cependant, Lips et al ont montré qu’aucun des biomarqueurs actuels ne permet de
prédire de maniere suffisamment fiable I’absence de réponse a la chimiothérapie néo-
adjuvante des tumeurs luminales, y compris ’expression de Ki-67 [80]. Il est donc tres
difficile de prévoir initialement quelles patientes avec un phénotype tumoral luminal vont

tirer bénéfice de la CNA.
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Figure 7 : taux de pCR (ypTO/is ypNO) en fonction du phénotype tumoral. Résultats de la
méta-analyse de Von Minckwitz et al. de 2012 [59].
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3.6. Evaluation preécoce de I’efficacité de la chimiothérapie néo-adjuvante

Un des atouts majeurs de la chimiothérapie néo-adjuvante est de permettre une
¢valuation in-vivo de la chimiosensibilit¢ de la tumeur, via I’analyse de la réponse
histologique tumorale lors du geste chirurgical. Comme nous 1’avons vu précédemment, la
réponse histologique compléte est utilisée comme marqueur substitutif précoce de la survie
dans les études cliniques évaluant 1’efficacit¢é d’une chimiothérapie néo-adjuvante.
Malheureusement, il s'agit d'un critére de connaissance tardive et ne concernant que 15 a
30% des patientes. L’analyse des réponses clinique, biologique et d'imagerie semble
théoriquement pouvoir fournir des critéres plus précoces pour 1’évaluation de I’efficacité
de la chimiothérapie, d’ordre pronostique. L’objectif serait de permettre au clinicien de
choisir et d'adapter au mieux son traitement. Ainsi, il pourrait étre utile en I'absence de
réponse a un type de molécule cytotoxique, d'administrer d'autres traitements dépourvus de
résistance croisée. Cependant, l'influence bénéfique sur la survie d'une adaptation précoce

du traitement préopératoire n'a pas fait ses preuves et reste donc a évaluer.

3.6.1. Clinique

La réponse tumorale évaluée par I’examen clinique est un facteur important pour la

détermination de l'efficacité d'une chimiothérapie préopératoire.

Bien que plusieurs études aient montré une corrélation entre la réponse clinique et le
pronostic (tableau 5), ce lien est inconstant. Ainsi, 1'étude menée par Ellis et al en 1998
[81] montre un impact de la réponse clinique sur la survie sans récidive, mais sa valeur
statistique disparait en analyse multivariée. Dans I'essai du NSABP B-18, mené par Fisher
et al en 1998, la survie sans récidive a 5 ans est également augmentée significativement
pour les patientes présentant une réponse clinique complete (p= 0,0014), mais sans que la

survie globale ne soit modifiée [50].

Ce lien avec la survie est d'autant plus ténu que d'autres études s'accordent sur le
caractere partiel de la corrélation entre les réponses cliniques et anatomopathologiques [55,
82]. Ainsi, dans I'essai de Fisher et al, on observe sur la piece d'exérese chirurgicale 56 %
d'envahissement ganglionnaire et 75 % de tumeur mammaire résiduelle chez les patientes
considérées en réponse clinique compléte a l'issue de la chimiothérapie néo-adjuvante [67].
La chirurgie mammaire avec curage axillaire reste donc capitale, bien sr pour réduire

l'incidence des rechutes locales, mais aussi pour la vérification histologique des pieces
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d'exérese, permettant ainsi de déterminer au mieux la réponse histologique de la tumeur a

la chimiothérapie néoadjuvante.

Etude Suivi médian Critére d’évolution % RCO P
Hortobagyi [40] 5 ans Survie globale 88 0.01
Cameron [83] 7.5 ans Survie globale 63 0.005
Bonadonna [57] 8 ans Survie sans rechute 56 0.0001
Ellis [81] 5 ans Survie globale 76 0.08
Fisher [50] 5 ans Survie sans rechute 76 0.0014
Pierga [84] 10 ans Survie globale 63 0.01

Tableau 5 : principales études montrant un bénéfice de survie pour les patientes présentant une
réponse clinique objective (RCO).

3.6.2. Biologique

De nombreuses études ont recherché d'éventuels paramétres biologiques corrélés a une
bonne réponse tumorale aprés chimiothérapie néoadjuvante. Les résultats sont souvent peu
concluants, voire discordants d'une étude a l'autre, la majorité de ces travaux ayant été
conduits de fagon rétrospective, sur des populations de malades hétérogeénes. Cependant, a
travers les données récentes de la littérature, certains critéres retrouvés dans plusieurs

¢tudes semblent constituer des marqueurs de chimiosensibilité.

Makris et al. se sont intéressés a I'évolution de I'expression des récepteurs hormonaux,
de p53, de Bcl-2, de Ki67 et du pourcentage de cellules en phase S dans les tumeurs
mammaires de 31 patientes biopsiées avant et apreés la premiere cure d'une hormono-
chimiothérapie né¢o-adjuvante [85]. Les patientes ayant répondu a ce traitement présentent
une réduction plus importante du Ki67 et du pourcentage de cellules en phase S. Il n'est
noté aucun changement concernant I'expression de p53 ou de Bcl-2 en cours de traitement.
Dans un travail similaire de Chang et al, parmi tous les facteurs biologiques étudiés
(niveau d'expression des récepteurs aux cestrogenes et la progestérone, p53, Bcel-2, Ki67,

phase S) avant et a 1'issue d'une cure de chimiothérapie néo-adjuvante, seule la diminution
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de Ki67 apres un cycle de chimiothérapie constitue un facteur prédictif de bonne réponse
au traitement (figure 8) [86]. Enfin Masubara et al. ont plus récemment montré que la
baisse de I’expression tumorale du Ki-67 entre 1’évaluation pré et post-chimiothérapie néo-
adjuvante est un marqueur de bon pronostic indépendant, mais seulement pour les patientes
avec un phénotype tumoral prolifératif (Luminal B, triple négatif ou HER2) [87].
Cependant, du fait de la reproductibilit¢ médiocre de la mesure du Ki-67 et du faible
nombre d’études disponibles, il n’existe pas de recommandation quant a I’utilisation du Ki-

67 pour le monitoring de la réponse tumorale.

Concernant 1'évaluation par des marqueurs biologiques sanguins, il existe peu de
données dans la littérature : Bottini et al. ne retrouvent aucun changement au cours de la

chimiothérapie néo-adjuvante quant aux dosages sanguins de divers marqueurs tumoraux,

dont le Ca 15.3 et I'ACE [88].
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Figure 8 : Forte expression tumorale du Ki-67 en pré-thérapeutique (A) avec une importante
baisse d’expression sur le résidu tumoral post-chimiothérapie (B).

3.6.3. Imagerie

Pouvoir évaluer précocement 1'efficacité de la chimiothérapie néo-adjuvante représente
un intérét majeur pour le clinicien, lui permettant de l'adapter si nécessaire. Mais en
pratique, cette évaluation s'avere complexe a mettre en ceuvre : comme vu précédemment,
la valeur de l'examen clinique a I’issue de la chimiothérapie néo-adjuvante est médiocre.
La qualité de la réponse histologique représente un élément décisionnel fondamental pour
statuer sur l'efficacité d'une chimiothérapie néo-adjuvante, mais il présente l'inconvénient
d'étre connu seulement apres la réalisation complete de celle-ci, ne permettant donc pas de

la modifier, ou de l'interrompre précocement en cas de non efficacité.

Afin de prendre une décision thérapeutique la plus précoce possible, plusieurs
parametres ont été évalués par l'imagerie: le volume tumoral d'une part et, d'autre part, les
caractéristiques physiologiques cellulaires évaluées par I'imagerie fonctionnelle et

moléculaire.
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3.6.3.1. Le volume tumoral

Différentes méthodes permettent de mesurer le volume tumoral mammaire et de suivre
ses éventuelles modifications en cours de traitement : I'échographie, la mammographie et
l'imagerie par résonance magnétique (IRM). L’examen tomodensitométrique (TDM) n’est
pas utilisé pour la mesure du volume tumoral mammaire, I’irradiation délivrée par le TDM
¢tant supérieure a celle de la mammographie pour des performances moindres. En effet, les
densités du tissu fibro-glandulaire et du tissu tumoral sont proches, ce qui ne permet

généralement pas une délimitation précise des contours tumoraux.

Les critéres utilisés pour apprécier la réponse thérapeutique reposent soit sur des
mesures tridimensionnelles du volume tumoral, soit, de maniére plus simple, sur la mesure

d'une ou de deux dimensions.

Les critetres OMS évaluent la surface tumorale (produit des deux plus grandes
dimensions perpendiculaires dans un méme plan). Une baisse de plus de 50% étant

nécessaire pour parler de réponse tumorale [89].

Les criteres RECIST (Response Criteria In Solid Tumor), dans sa version 1.1, sont
surtout utilisés en situation métastatique. Ils reposent sur la somme des plus grands
diametres de une a deux lésions de plus de 10mm par organe (petit axe supérieur a 15mm
pour les ganglions), sans dépasser 5 Iésions [90]. Il est nécessaire de tenir compte
¢galement de 1’évolution des lésions non mesurables (os, épanchement pleural, carcinose
péritonéale...). On considére qu'il existe une réponse clinique tumorale si le score obtenu
diminue de plus de 30%. Une progression correspond a une augmentation de plus de 20%

du score.

Ainsi, ces critéres nécessitent une réduction tumorale importante pour étre satisfaits. Ils
s’averent peu pertinents si 1'on souhaite évaluer la réponse tumorale de maniére précoce,
d'autant plus que les nouvelles thérapeutiques ciblées n'ont pas toujours d'effet sur le
volume néoplasique, en dépit d'une réelle efficacité biologique. Par ailleurs, les variations
de volumes des localisations secondaires hépatiques et osseuses ne sont pas fiables et des

. - i A . o .
pseudo-augmentations des Iésions hépatiques peuvent étre observées du fait d'une nécrose

tumorale extensive.

La baisse précoce du volume tumoral mesurée en IRM a une valeur prédictive
supérieure a la baisse de volume mesuré cliniquement : apres 2 cures, 1’aire sous la courbe

pour prédire la pCR est calculée a 0.70 pour I’IRM versus 0.61 pour 1’évaluation clinique
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[91]. Les résultats restent cependant mitigés, y compris en utilisant I’évaluation RECIST
en IRM [92, 93]. De plus, les modifications de la taille de la 1ésion ne sont habituellement

détectées que plusieurs semaines apres le début de chimiothérapie [94].

L’originalité et le caractére innovant de 1’é¢tude GeparTrio a consisté a évaluer
I’impact de 1’adaptation du traitement neoadjuvant aprés 2 cycles de chimiothérapie
(docetaxel/doxorubicine/cyclophosphamide) en fonction de la réponse tumorale [95]. Elle
¢tait évaluée par la mesure du volume tumoral en échographie. Les patientes non-
répondeuses, définies par une diminution de moins de 50% des dimensions tumorales
¢taient randomisées en 2 groupes : le premier recevant 4 cycles de la méme
chimiothérapie, le deuxiéme groupe bénéficiant d’un switch thérapeutique par
vinorelbine/capecitabine. L’adaptation de la chimiothérapie ne permettait pas d’augmenter
le taux de pCR en fin de traitement, mais améliorait néanmoins légeérement la survie des

patientes, particulierement pour les patientes avec une tumeur RH+ [96].
3.6.3.2.  Perfusion et perméabilité capillaire tumorale

Le développement tumoral est conditionné par la perfusion sanguine. Il s’accompagne
d’une néo-angiogenése permettant d’augmenter le débit sanguin et les échanges
transmembranaires nécessaires pour la croissance de la tumeur. La perfusion tumorale et la
perméabilité capillaire sont logiquement devenues de nouvelles cibles thérapeutiques. Des
thérapeutiques tels que le bevacizumab, qui est un anticorps monoclonal dirigé contre le
facteur de croissance de I’endothélium vasculaire (en anglais : Vascular Endothelial
Growth Factor ou VEGF), sont utilisées dans le traitement adjuvant du cancer mammaire,
en association avec les traitements cytotoxiques habituels. Une évaluation précise des
modifications de la perfusion tumorale en cours de chimiothérapie semble donc étre d’un
grand intérét. Plusieurs techniques d’imagerie permettent d’évaluer la perfusion tumorale,

nous allons les détailler.

3.6.3.2.1. L’IRM de perfusion (DCE-MRI, pour dynamic contrast

enhanced magnetic resonance imaging)

Le gadolinium ne peut étre utilis€ sous sa forme ionique libre a cause de sa haute
toxicité. Il est néanmoins possible de masquer cette toxicité en séquestrant cet ion dans des
molécules ligands: on obtient ainsi des chélates de gadolinium qui peuvent €tre injectés au
patient. En raison de son effet paramagnétique, le gadolinium réduit les temps T1 et T2 de
relaxation des protons aprés leur stimulation par une onde de radiofréquence au sein d’un

champ magnétique. L’effet T1 du gadolinium est prédominant: il va entralner un
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rehaussement en pondération T1. Cet agent de contraste arrive tout d’abord par voie
vasculaire puis diffuse librement dans le secteur interstitiel. Le profil perfusionnel de la
tumeur peut étre étudié par I’aspect de la courbe représentant ’arrivée d’un bolus de
traceur par voie artérielle dans le volume tumoral : pente initiale de la courbe lors de
I’arrivée du traceur (« wash-in), amplitude du pic, élimination du traceur (« wash-out »).
Des analyses plus complexes de la vascularisation tumorale peuvent étre menées en
utilisant une analyse compartimentale (modé¢le avec 2 compartiments : espace vasculaire et
espace interstitiel) : les constantes de transfert Kya,s (du secteur vasculaire vers le secteur
interstitiel) et K., (du secteur interstitiel vers le secteur vasculaire) sont calculés pour

déterminer la perméabilité vasculaire.

Il a été démontré que les tumeurs mammaires trés vascularisées (pente initiale, pic,

Ktrans ¢élevés) sont corrélées a une altération de la survie sans récidive et globale [97].

Pour le suivi de la réponse tumorale, L'IRM dynamique de contraste est un bon
biomarqueur pour mesurer I’efficacité des thérapies a visée anti-angiogénique (réponse au
Bevacizumab), ou méme des thérapies cytotoxiques, puisque responsables d’altérations de
la vascularisation tumorale [98]. Cependant, en situation néo-adjuvante, les données
publiées quant a I’intérét de I’IRM dynamique de contraste pour prédire la réponse
histologique du cancer du sein sont contradictoires [99-103]. Yu et al. ont montré que les
modifications de Ktrans et Kep évaluées des la fin du premier cycle de chimio-néo-
adjuvante sont trés modérées et probablement trop précoces pour prédire a elles-seules la
réponses tumorale histologique [102]. Cependant, la réponse perfusionnelle peut Etre
combinée a la réponse tumorale pour mieux différencier les patientes avec une tumeur
répondeuse des patientes avec une tumeur non-répondeuse. Une autre étude a montré une
réduction significative et précoce de Ktrans et Kep pour les patientes répondeuses par

rapport aux non répondeuses [101].

3.6.3.2.2. En échographie de contraste

L’imagerie par échographie de contraste est une technique qui permet d’évaluer la
vascularisation d’une tumeur. Les agents de contraste ultrasonores sont des microbulles
gazeuses qui restent strictement dans 1’espace intravasculaire. L’évaluation de la perfusion
réalisée a partir de la cinétique de rehaussement tumoral n’est donc pas dépendante de la
perméabilité capillaire des vaisseaux. La surface de la tumeur se rehaussant apres injection

de produit de contraste représente ainsi sa partie vascularisée. Comparativement a I’IRM,
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I’échographie de contraste est moins onéreuse, sa disponibilité est meilleure, sa résolution

temporelle est supérieure.

En cancérologie mammaire, 1’échographie de contraste tridimensionnelle est corrélée
avec la densité micro-vasculaire tumorale et avec 1’expression des facteurs de croissance
de I’endothélium vasculaire (VEGF): elle est donc capable d’évaluer 1’angiogenéese
tumorale [104]. Elle est également corrélée avec les résultats de perfusion tumorale
obtenue avec I'IRM dynamique (DCE-MRI) [105]. En préclinique, elle permet de
déterminer trés précocement la réponse tumorale a une chimiothérapie cytotoxique, via la

baisse de perfusion tumorale, précédant la diminution du volume tumoral [106].

3.6.3.2.3. En TEP a I’eau marquée a I’oxygéne 15 (H,™°0)

La TEP a I'H,"°0 est I’examen de référence pour 1’étude de la perfusion tumorale. Non
invasif, I’examen nécessite une acquisition dynamique pour I’étude de la bio-distribution
tumorale du traceur au cours du temps. Cette acquisition, débutant au moment de
I’injection intraveineuse du traceur H,"0, se poursuit pendant 5 a 10 minutes [107]. Une
analyse compartimentale simple (1 compartiment vasculaire et 1 compartiment tissulaire)
permet de mesurer la constante de transfert K; du traceur entre le compartiment vasculaire
et tumoral, correspondant a la perfusion tissulaire tumorale. La limite de ce traceur est sa
faible disponibilité. En effet la demi-vie de ce radiopharmaceutique est de 2 minutes :
I’examen doit donc étre réalis¢é dans un centre disposant d’un cyclotron a proximité

immédiate.

L’équipe de Seattle a publié plusieurs études évaluant les modifications de la perfusion
tumorale mammaire avant et a mi-course de la chimiothérapie néo-adjuvante, en utilisant
la TEP a I’ H,'°0 [107-111]. La réduction précoce de la perfusion tumorale aprés 2 mois de
chimiothérapie néo-adjuvante ¢était prédictive de la réponse histologique finale et de la

survie (figure 49) [108, 110].

3.6.3.3. Etude de la diffusion en IRM

L’objectif des séquences pondérées en diffusion est d’obtenir des images dont le
contraste est influencé par les différences de mobilit¢ des molécules d’eau. La mesure du
coefficient apparent de diffusion (ADC) est sensible a la densité cellulaire, a I’intégrité des

membranes cellulaires et a la microstructure tissulaire (figure 9) [112]. Les tumeurs ont

43



généralement une densité cellulaire élevée qui restreint la diffusion des molécules d’eau.
La diminution de la densité cellulaire tumorale aprés un traitement chimio-toxique entraine
donc une augmentation des coefficients ADC et s’avere donc étre un biomarqueur
prometteur pour évaluer précocement la chimiosensibilité d’une 1ésion, avant la diminution
de la masse tumorale [113]. Aprés 3 cycles de CNA, une étude menée sur une petite
population de 34 patientes a suggéré un seuil de 55% (augmentation de I’ADC) pour
différencier les répondeuses histologiques complétes des autres patientes. Ce seuil avait,
dans cette étude, une sensibilité de 100% et une spécificité de 70.4% [114]. Cependant,
I’effectif de cette étude est tres limité et elle ne tient pas compte des différents phénotypes
du cancer du sein. Wu et al. ont mené une méta-analyse incluant 6 études et montré que la
sensibilit¢ de I’IRM de diffusion pour prédire la réponse histologique était de 93% et la
spécificité¢ de 82% [115]. Il semble que la valeur du coefficient apparent de diffusion
(ADC) soit tres variable d’un phénotype tumoral a 1’autre. Richard et al. ont en effet
montré, sur une analyse rétrospective ayant inclu 118 patientes, des différences
significatives de I’ADC pré-thérapeutique en fonction du phénotype tumoral étudié, qu’il
s’agisse de tumeurs luminales A (1.001 + 0.143 x 10° mm?/s), luminales B (0.983 +
0.150 x 10° mm?/s), HER2 positives (1.132 £ 0.216 x 10° mm?/s), ou triple-négatives
(1.168 + 0.245 x 10 mm?*/s; P=0.0003). Concernant le phénotype triple négatif, I’ADC
pré-thérapeutique était plus élevé pour les tumeurs n’obtenant pas de pCR que pour celles

avec une pCR (P =0.047) [116].
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Figure 9 : Patiente de 35 ans présentant une tumeur mammaire triple négative. Les images de
I’¢tude IRM pré-thérapeutique, en coupes axiales, pondérées en T2 fat-sat (a), T1 (b), T1 2 min
apres injection de gadolinium (c) et T1 gadolinium et soustraction (d) montrent une masse tumorale
solide avec présence de nécrose (fléche blanche). L’image de diffusion avec une valeur de b = 700
s/mm” (e) et la carte ADC(f) donne un ADC faible dans la partie solide de la tumeur (1.07 x 107
mm’/s), ce qui augmente la probabilité de réponse histologique compléte en fin de traitement
néoadjuvant. Images extraites de 1’article de Richard et al. [116].

3.6.3.4.  Spectroscopie RMN

La technique de spectroscopiec RMN du proton ('H) peut étre utilisée pour évaluer la
concentration de choline présente dans la tumeur mammaire. Des niveaux élevés de
métabolites riches en choline sont principalement dus a 1’augmentation du métabolisme
des phospholipides et de la synthése de membrane cellulaire dans les cellules
prolifératives. Plusieurs études ont étudié la valeur prédictive de la spectroscopie RMN du
proton pour le monitoring de la réponse tumorale, mais les résultats sont contradictoires

[117-119]. En conséquence, la place de la spectroscopie RMN pour I’évaluation de la
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réponse tumorale n’a pas été clairement établie, en partie du fait de la difficulté technique

de quantifier de maniére reproductible le pic de choline observée dans la tumeur.
3.6.3.5. Meétabolisme glucidique tumoral

De nombreux auteurs ont montré que la réduction de la captation du '*F-FDG aprés
une a trois cures de chimiothérapie néo-adjuvante est prédictive de la réponse histologique
obtenue en per-opératoire. Ces études seront détaillées dans le chapitre 3.5 du chapitre 11
consacré & I’intérét de la TEP au '*F-FDG dans I’évaluation de la réponse du cancer du

sein.
3.6.3.6.  Les autres approches envisageables

D’autres marqueurs prédictifs de la réponse histologique a la chimiothérapie
néoadjuvante pourraient, dans un avenir plus ou moins proche, voir le jour en pratique

clinique.

. Des radiopharmaceutiques émetteurs de positrons autres que le "*F-FDG : la
thymidine marquée au Fluor 18 est un marqueur de la prolifération cellulaire qui suscite
beaucoup d’intérét, mais 1’expérience clinique avec ce traceur est encore trés limitée.
L’hormono-dépendance du cancer du sein ouvre des perspectives a la TEP au 16a-'*fluoro-
cestradiol-17p (‘*F-FES) : I’hormono-sensibilité a I’cestradiol s’accompagne d’une fixation
tumorale accrue du '*F-FES [120].

. L’imagerie optique : le sein est un tissu que les infrarouges peuvent traverser. Il
est envisagé d’utiliser ces rayons pour mettre en évidence la baisse de la concentration de

I’hémoglobine oxygénée sous ’effet de la chimiothérapie néo-adjuvante [121].

En somme, I’imagerie du cancer du sein a beaucoup progress¢, conduisant a identifier
des marqueurs de la réponse tumorale précoce. Le biomarqueur actuellement le mieux
documenté est la modification précoce du métabolisme glucidique tumorale sous I’effet
d’une chimiothérapie néo-adjuvante. La mesure de la captation du '"F-FDG a en outre
I’avantage d’intégrer de nombreux aspects de la physiologie tumorale, qu’il s’agisse de la
prolifération cellulaire ou de la déviation vers le métabolisme glycolytique anaérobie. Cette
technique d'imagerie a connu un essor important en cancérologie cette derniere décennie et

a vu ses indications se multiplier, notamment dans la prise en charge du cancer du sein.
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CHAPITRE Il : LATEP EN SENOLOGIE

1. Principe et fonctionnement de la tomographie par émission de positons

1.1. Introduction

La TEP est une modalit¢ d’imagerie fonctionnelle qui se différencie des systémes
d’imagerie morphologique tels que le TDM ou I’Imagerie par Résonance Magnétique
(IRM) anatomique. Elle permet la détection in-vivo de la désintégration d’un radiotraceur
émetteur de positons dans I’organisme. Ce radiotraceur est généralement constitué de
l'association d'une molécule vectrice et d’un isotope radioactif ou radionucléide. La
molécule vectrice est choisie pour son tropisme particulier pour un organe, un secteur
liquidien, une fonction physiologique ou une pathologie. Pour I’imagerie TEP, le
radionucléide est un émetteur de positon li¢ a cette molécule vectrice. Apreés incorporation
du radionucléide sur la molécule vectrice, on obtient une molécule radiomarquée.
Lorsqu’elle est administrée a des patients, elle a donc le statut de médicament et est
appelée radiopharmaceutique. Ces produits sont également appelés traceurs (ou
radiotraceurs) du fait de leur capacité a suivre un phénoméne biologique (« tracer »), mais
aussi en raison des quantités administrées (« traces »). Ces médicaments
radiopharmaceutiques ne possédent pas de propriétés pharmacodynamiques étant donné

I’utilisation de doses massiques extrémement faibles.

Avant leur administration a I’Homme, les médicaments radiopharmaceutiques
nécessitent une opération chimique dite de radiomarquage, c’est a dire I’incorporation du
radionucléide au niveau de la molécule vectrice. Suivant ce concept, des atomes ou
groupes d’atomes d’une molécule sont substitués par des radionucléides (méme élément ou

non). Il existe essentiellement deux grandes stratégies de radiomarquage:

» Le radiomarquage direct : dans ce type de radiomarquage, le radionucléide est
incorpor¢ au sein d’une molécule possédant une fonction biologique connue. Le
but est de générer une liaison covalente ou de coordination entre la molécule
d’intérét et le radionucléide. Les cas les plus courants en TEP sont les
radiomarquages directs par le fluor 18 (exemple: '“F-FDG) ou encore les
isotopes radioactifs de I’iode (exemple: '**I-annexin V). Cette approche ne
garantit pas le maintien des propriétés biologiques des molécules ainsi

radiomarquées, nécessitant des phases de validation in vitro pour s’en assurer.
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» Le radiomarquage indirect : cette approche se fait en utilisant un agent
bifonctionnel chélatant. Cet agent est une molécule organique qui va étre
conjuguée a une macromolécule (par exemple les anticorps) tout en possédant la
capacit¢ de complexer un radiométal. En général, I’agent bifonctionnel est
d’abord conjugué a la macromolécule de maniére a étre radiomarquée par la
suite. L’utilisation d’un agent bifonctionnel chélatant permet de radiomarquer
des macromolécules d’intérét avec des métaux de transition ou de post-transition
(exemples : ¥Zr, **Cu, ®*Ga...). Du fait de la présence de ’agent bifonctionnel
chélatant sur la macromolécule d’intérét, ses propriétés biologiques peuvent s’en
retrouver altérées. Ainsi, comme pour la méthode de radiomarquage direct, il
convient de s’assurer du maintien de I’activité biologique in vitro de la molécule

radiomarquée avant toute utilisation in vivo.

Les premiéres molécules marquées au '°F ont été synthétisées a la fin des années 1970.
A la méme époque, ont été construits les premiers tomographes a émissions de positons
utilisables a des fins médicales. De nombreux travaux effectués par les centres de
recherche et les industriels ont permis le développement de caméras TEP permettant de
réaliser des examens corps entier, avec une amélioration croissante des résolutions spatiale,

temporelle et de la sensibilité de détection des systemes TEP [122].

La TEP, initialement confinée a quelques centres de recherche, a essaimé dans les
structures hospitaliéres a partir des années 2000, conduisant & son usage croissant en
cancérologie. Le fonctionnement de ces structures repose sur l'installation de caméras TEP
dans les services de Médecine Nucléaire, et sur la mise en place d'un réseau de distribution
des radiopharmaceutiques marqués. La molécule actuellement la plus utilisée est le
Fluorodeoxyglucose marqué au fluor 18 ('*F-FDG) en raison de ses nombreuses

indications, notamment en cancérologie.
1.2. Emetteurs de positons

1.2.1. Les isotopes émetteurs de positon : principes physiques et exemples.

Lorsqu’un noyau possede un exces de nucléons, protons ou neutrons, il devient
instable. Son retour a 1’équilibre est permis par une succession d’une ou plusieurs

désintégrations radioactives. Lorsque que ces atomes présentent un exces de protons, ils
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peuvent se désintégrer de deux manicres: soit par émission de positon soit par capture

¢lectronique.
1. La premiére met en jeu la désintégration élémentaire suivante :
p— n+et+u,

\ \ + N . . .
Avec p correspondant & un proton, n a un neutron, € a un positon, antiparticule de
rél . \ o . . \ .
¢lectron, de masse égale a celle d’un ¢électron mais de charge opposée et v, a un neutrino,

particule élémentaire de charge ¢lectrique nulle et de masse négligeable.

Appliquée au noyau pere X de numéro atomique Z et de nombre de masse A, encore

noté5X, on obtient la formation du noyau fils ;2,Y telle que :
X - AY +et + v
Appliquée au fluor 18, noté '°F, élément instable de nombre de masse A=18 et de
numéro atomique Z=9, la désintégration s’écrit :

BF -» B0 +e* + v°

2. La seconde désintégration possible, appelée capture électronique, s’écrit :
X+ e > AV + v
Appliqué au '*F, I’équation est la suivante :

BF+e - 30+ ve

Le taux d’embranchement, c’est-a-dire la probabilité pour que le noyau excité suive
I’une ou I’autre de ces voies de désintégration, dépend des propriétés du noyau pere. 1l est
en faveur de I’émission de positon pour les noyaux de faible numéro atomique Z. Ainsi,
dans le cas du '°F, le taux d’embranchement est de 97% pour 1’émission de positons et de

3% pour la capture électronique.

Lors de la désexcitation par émission de positon, 1’énergie libérée est partagée entre le
noyau fils, le neutrino et le positon. Les positons sont émis avec une €nergie cinétique qui
varie de 0 a une énergie maximale E;,x de I’ordre du méga-¢lectron volt (ou MeV, avec 1

eV = 1,602x10").

La période de I’isotope radioactif est propre a chaque élément ; elle correspond au
temps nécessaire pour que la moiti¢ des €éléments de 1’échantillon se désintegre. Ces
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périodes sont trés variables d’un isotope & I’autre. Pour exemple, L'oxygéne 15 ('°0),
l'azote 13 (**N) et le carbone 11 (*'C) ont des périodes relativement courtes, respectivement
de 2, 10 et 20 minutes, ce qui implique deux contraintes : le cyclotron qui produit ces
isotopes doit étre a proximité du lieu de réalisation des examens TEP, et le radiomarquage
de la molécule vectrice doit étre rapide. D’autres isotopes, tels que le '°F, le **Cu ont
encore le ¥Zr ont une période radioactive plus longue, de plusieurs heures a plusieurs jours
(tableau 6), ce qui limite les deux contraintes préalablement mentionnées. A noter que
certains isotopes ont une courte période, mais sont issus de générateurs isotopiques de
longues périodes. Tel est le cas du gallium 68 (**Ga), dont la période est de 68 minutes
(issu du germanium 68 de période de 271 jours), et le rubidium 82 (**Rb), dont la période

est de 76 secondes (issu du strontium 82 de période de 25 jours).

Le tableau 6 présente les principales caractéristiques physiques d’isotopes émetteurs de

positons utilisés en TEP.

Isotopes Tx embranch' Emax B+ Emoy B+ Rmax Rmoy Période
du p+ (Mev) (Mev) dans I’ecau  dans’eau  (min)
(mm) (mm)
c 99% 0.96 0.39 3.9 0.9 20
50 98% 1.73 0.73 7.9 2.4 2
B 97% 0.64 0.25 2.3 0.6 110
%cy 18% 0.65 0.28 2.5 0.7 762
8Ga 89% 1.90 0.83 9.0 2.8 68
¥7r 22% 0.90 0.40 4.2 1.3 4704

Tableau 6: caractéristiques physiques des principaux isotopes émetteurs de p+. ' C = Carbone
11; 0= Oxygene 15; '"*F= Fluor 18 ; “*Cu=Cuivre 64 ; ®*Ga= Gallium 68 ; *Zr = Zirconium 89;
Emax B+ = Energie maximale de I’émission f+, Emoy B+ = Energie moyenne de 1’émission -+,
Rmax = libre parcours maximal , Rmoy = libre parcours moyen.

1.2.2. Réaction d’annihilation

Une fois émis, le positon parcourt quelques millimetres dans les tissus (tableau 6), au
cours desquels il perd toute son énergie cinétique par suite de collisions inélastiques avec
les ¢électrons du milieu. La distance parcourue par le positon est appelée libre parcours
moyen du positon. Elle est déterminée par 1'énergie cinétique d'émission des positons.
Quand le positon est au repos, il se recombine avec un électron du milieu, de charge
opposée. La paire électron/positon ainsi formée, dont la durée de vie moyenne est de

I’ordre de 10" secondes, va alors s’annihiler et produire simultanément 2 photons de 511
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keV ¢émis dans des directions quasiment opposées. Au cours de cette réaction
d'annihilation, la masse des deux particules se transforme donc en deux photons gamma de
511 keV, émis avec un angle de 180 £ 0.5° (figure 10). En effet, comme les positons ne
sont pas complétement au repos avant cette annihilation, la distribution de I’angle entre les
directions des 2 photons correspond a une Gaussienne centrée sur 180° et de largeur a mi-

hauteur (LMH) d’environ 0,5°.

et positron
e~ electron
v neutrino

7Y gamma/photon
(511keV)

Figure 10: Désintégration du positon

1.2.3. Parcours des photons dans les tissus

Les 2 photons gamma émis a environ 180+0,5° lors de la réaction d'annihilation se
propagent dans la matiere. Environ 40% de ces photons de 511 keV s'échappent du corps
humain sans avoir interagi. Les autres photons interagissent dans les tissus selon deux

effets principaux :

L'effet photoélectrique (Figure 11): le rayonnement gamma d'énergie E; interagit avec

un électron lié au noyau par une énergie de liaison Ej. Le photon gamma est totalement
absorbé par 1'électron qui est alors arraché du cortége électronique avec une énergie

cinétique E. telle que
E.=Ei-Ej

La probabilité d'interaction par effet photo-électrique croit trés rapidement avec le

numéro atomique Z du milieu (proportionnelle a Z°) et décroit avec E;.
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Figure 11: effet photoélectrique

L'effet Compton (Figure 12) : il s’agit de l'interaction d'un rayonnement gamma avec

un électron du milieu (libre ou faiblement li¢). Le photon gamma est diffusé avec un angle
O par rapport a sa direction incidente. Au cours de l'interaction le photon céde une partie
de son énergie a 1'¢lectron sous forme d'énergie cinétique. L'électron, a l'origine au repos,
ayant donc acquis de 1'énergie cinétique est mis en mouvement. Il part alors avec une
trajectoire faisant un angle ¢ par rapport a la direction incidente du photon gamma. La
probabilité d'interaction par effet Compton est proportionnelle au numéro atomique (Z) du

milieu. L'effet Compton est prédominant a 511 keV.

photon incident

électron
diffusé

Figure 12: effet Compton

1.3.  Fonctionnement et caractéristiques des détecteurs de la TEP

1.3.1. Principes de la détection des photons coincidents

L’annihilation du positon se caractérise par 1'émission de deux photons gamma de 511
keV dans des directions opposées. Cette propriété est utilisée par la TEP pour déterminer le

site de 'annihilation au moyen de deux détecteurs qui détectent quasi simultanément les
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deux photons opposés. L'information mesurée correspond au lieu d'annihilation et non a

celui de I'émission du positon.

L’appariement des paires de photons détectés par I’électronique de détection, ou circuit
de coincidence, du systéme TEP peut correspondre a plusieurs types de coincidences

(figure 13) :

Les coincidences vraies

Elles correspondent a la détection de 2 photons de 511keV provenant d'une méme

annihilation et qui sont détectés a 180° 1’un de l'autre de fagon quasi simultanée

Les coincidences fortuites

Elles correspondent a I'enregistrement de deux photons issus de deux annihilations
différentes mais qui arrivent simultanément et face a face sur les détecteurs. Le taux de
coincidences fortuites dépend de la taille de la fenétre temporelle et croit comme le carré

de la radioactivité présente dans le champ de vue du systéme de détection.

Les coincidences diffusées

Outre les coincidences fortuites, les principales sources de biais et d’altération du
rapport signal sur bruit de I’image proviennent de l'enregistrement de coincidences
diffusées. Dans ce cas, le (ou les) photon(s) d'annihilation change(nt) de direction apres

une ou plusieurs interactions Compton.

Schéma 1 Schéma?2 Schéma 3

Figure 13 : Différents types de coincidence : -Coincidence diffusée : elle se produit lorsque les
photons subissent une diffusion Compton dans le patient avant de rencontrer le cristal (schémal) -
Coincidence fortuite: les 2 rayons y proviennent de 2 annihilations distinctes (schéma 2).
Coincidence vraie : coincidence de rayons y provenant d'une méme annihilation (schéma 3).

L’électronique de détection des  photons coincidents doit pouvoir appareiller
correctement les photons issus de coincidences vraies, déterminer le plus précisément le

lieu de I’annihilation des 2 photons coincidents dans le champ de vue de la TEP, tout en
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limitant la détection des coincidences fortuites et diffusées. Pour cela, I’¢électronique de
détection utilise une fenétre temporelle et une fenétre en énergie. Les développements
technologiques récents des détecteurs TEP visent a améliorer la précision de ces deux

fenétres.

1.3.2. Résolution temporelle et énergétique des détecteurs

Toute détection de photon enregistrée par le détecteur est individuellement analysée
(énergie déposée par le photon et instant t de détection). De la précision avec laquelle
I’énergie du photon et D’instant t sont déterminés par le détecteur, dépend le bon
appariement des coincidences vraies. Ces coincidences sont détectées dans un intervalle de
temps appelé de maniére conventionnelle 2t, qui correspond a la fenétre temporelle du

systeme.

Les imperfections des résolutions énergétique et temporelle des détecteurs utilisés ont

plusieurs conséquences :

- La détection de coincidences diffusées et fortuites qui génere un bruit de fond
et dégrade le rapport signal sur bruit de I’image et 1’exactitude du systéme pour
la quantification de I’activité de la source.

- La détection des coincidences vraies permet de définir les lignes de réponses
(LDR) dans le champ de vision de la caméra TEP. Cependant, le lieu exact de

I’annihilation sur cette ligne est inconnu.

e Le taux de coincidences fortuites peut €tre estimé a partir du taux de comptage

d’évenements simples par un détecteur (N) selon la formule suivante :
Coincidences fortuites = 21 x N

Le nombre de coincidences fortuites détecté dépend donc de la taille de la fenétre
temporelle et croit comme le carré de la radioactivité présente dans le champ de vue du
systeme de détection. Meilleure la résolution temporelle du détecteur est, moins le systéme
TEP acceptera de coincidences fortuites, améliorant le rapport signal sur bruit de I’image.

Les coincidences fortuites sont distribuées uniformément dans le champ de vision.

e Le taux de coincidences diffusées dépend de la résolution en énergie du détecteur.

Prenons I’exemple d’un détecteur scintillateur dont la résolution énergétique est
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médiocre, de ’ordre de 10-20%, nécessitant une fenétre en énergie de 410-610keV
pour accepter la plupart des photons issus de coincidences vraies. Du fait de cette large

fenétre, une partie des coincidences diffusées est également prise en compte.

e Au total, le rapport signal sur bruit s’exprime par le Noise Equivalent Count Rate
(NECR).
2

NEC = ————
V+F+D

V = coincidences vraies
F = coincidences fortuites

D = coincidences diffusées

Ces rappels soulignent que le NECR de I’image peut étre optimisé en diminuant le
taux de coincidences diffusés, grace a des détecteurs avec une meilleure résolution
énergétique (fenétre en énergie plus étroite), et en diminuant les coincidences fortuites,
grace a des détecteurs avec une meilleure résolution temporelle (fenétre temporelle plus

étroite).

Les caractéristiques techniques des détecteurs sont donc primordiales pour la qualité de
I’image scintigraphique. Il s’agit également d’un enjeu majeur pour optimiser la

quantification en TEP.

1.3.3. Résolution spatiale des détecteurs

1.3.3.1.  Facteurs limitants la résolution spatiale
La résolution spatiale du systeme TEP rencontre deux limites :

* La premiere limite physique est le libre parcours du positon dans les tissus avant son
annihilation, dépendant de son énergie cinétique (Rpmoy= 0,6 mm pour le 'F et 2,8 mm pour

le ®*Ga) (tableau?7) [123, 124].
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Isotopes Perte de résolution (mm) B+

FWHM FWTM
e 0.19 1.86
0 0.50 4.14
1¥p 0.10 1.03
4Cu 0.10 1.05
Ga 0.58 4.83
%2Rb 1.27 10.5

Tableau 7 : Effet du parcours du positon sur la résolution spatiale (mm)

* La seconde limite physique est le défaut de colinéarité des 2 photons d’annihilation
(180 £ 0.5°). 1l est di a I’¢élan résiduel du positon juste avant 1’annihilation. La perte de
résolution spatiale liée au défaut de colinéarit¢ dépend essentiellement du diamétre de
I’anneau TEP (distance qui sépare les détecteurs des 2 photons coincidents). En imagerie
préclinique du petit animal (anneau TEP <20cm), la perte de résolution spatiale est limitée
a moins de 0.5mm. Cependant elle est supérieure a 2 mm pour la clinique, le diamétre de

I’anneau TEP étant généralement de 80-90 cm.

La résolution de la TEP dépend de ces 2 facteurs physiques mais également de la
résolution intrinseque du systeme de détection TEP (algorithme de reconstruction,

dimension du cristal, imprécision de codage...).

1.3.3.2.  Mesure de la résolution spatiale TEP

La résolution spatiale est généralement définie par la largeur & mi-hauteur (LMH) de la
réponse du systeme TEP a une source ponctuelle. La largeur a mi-hauteur, sous-entendu du
maximum du pic (Full width at half maximum = FWHM en anglais) est une expression de
I'amplitude d'une fonction de distribution normale, donnée pour un systeme d’imagerie par
la distance entre les deux valeurs pour lesquelles la variable est égale a la moiti¢ de sa

valeur maximale (figure 14).

La LMH peut étre approchée par la formule suivante :

d
LMHZQ\/(E)Z-I-bZ-I-T‘Z-l-CZ
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Ou:

- a : Facteur dépendant de I’algorithme de reconstruction utilisé (1<a<1.3)

- d : dimension du cristal

- b : I'imprécision sur le décodage de la position d’interaction du photon dans le
cristal de détection

- r : dimension effective de la source, tenant compte du parcours du positon

- c : effet de la non-colinéarité des 2 photons coincidents
¢ = 0.5D xtan(0.25°) = 0.0022 x D

Avec D = diamétre de 1’anneau TEP.

Le profil de distribution du positon dans les tissus est un pic central étroit, entouré
d’une large bande de décroissance exponentielle sur plusieurs millimetres. Le pic central
étroit, mesuré par la LMH est de moins de lmm pour le "*F (Epa=0.65MeV) et de un peu
plus de 1 mm pour le Rubidium® (Emax=3.4MeV). Son impact sur la dégradation de
résolution est donc modeste. Cependant, 1’étalement important de la distribution du positon
(décroissance exponentielle), s’étendant nettement au-dela du pic central, altére plus
sérieusement la netteté et le contraste lors de la reconstruction des images TEP. Cet effet de
flou de I’image est mieux représenté par la Largeur Totale au Dixiéme de la Hauteur (Full

width at tenth of maximum = FWTM en anglais) (tableau 7 et figure 14).
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Figure 14 : Profil de distribution du parcours du positon dans les tissus pour le '*F et 1’0
(FWHM = Full-width-at-half-maximum et FWTM = Full-width-at-tenth-of-maximum). En
abscisse: distance parcouru par le positon; en ordonnée : nombre relatif de positons. Schéma
extrait de I’article de Lecomte et al. [125].

1.3.4. Le «temps de vol » en TEP

Le rapport signal sur bruit de I’image peut étre amélioré si le lieu de ’annihilation du
positon est localisé plus précisément sur la ligne de réponse en TEP. Ceci est possible grace

a I’information « temps de vol » des TEP de derniere génération.

Connaissant la vitesse de la lumiere (c) et le décalage entre les temps d’arrivée des 2
photons gammas sur les deux détecteurs (At), il est possible de réduire I’incertitude sur le
lieu d’annihilation des photons sur la LDR, et ce d’autant plus précisément que la

résolution temporelle du systeme TEP est élevée.
Avec

cx At

Et

At=1t2 —tl
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Figure 15: principe de la réduction de I’incertitude sur le lieu d'annihilation avec la mesure de
temps de vol (Time of Flight) ; Source : (Lecomte, 2009) [125].

Par exemple, une précision temporelle de 500 ps, ce qui correspond a 1’ordre de
grandeur des systémes TEP temps de vols actuels, permet de localiser le lieu d’annihilation
du positon avec une précision de 7,5 cm sur la LDR. Cette information est alors exploitée
au niveau de 1’algorithme de reconstruction des images. Les détecteurs utilisés et la chaine
de traitement de 1'information doivent &tre trés rapides. Cette technologie, possible grace a
I’amélioration de la résolution temporelle des détecteurs, permet le suivi et la mesure des
événements gamma de manic¢re plus précise en utilisant des mesures treés rapides de
I’instant t de détection du photon (figure 15). Le NECr de I’'image est amélioré. Le gain du
rapport signal sur bruit peut étre calculé par le ratio suivant, tenant compte de la taille de

’objet (patient) situé dans le champ de vue de la TEP.

SNRTOF _ Dobjet
SNRyoN-TOF Ax

Avec une TEP TOF dont la résolution temporelle est de 500ps (Ax=7.5cm), le gain
attendu de rapport signal sur bruit, et donc de sensibilité du systeme TEP, est de 2.3 (si
Dpjer = 40cm), ce qui permet soit une réduction de la radioactivité du radiopharmaceutique
injecté (réduction de I’irradiation du patient), soit une réduction du temps d’acquisition de
’examen. Par exemple, la dose usuelle de '*F-FDG injectée au patient est de 2 a 3
MBg/kKg avec un systtme TEP temps de vol, contre 5 MBq/kg avec un syst¢tme TEP

conventionnel. La dose injectée est donc réduite de 40 a 60%.
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1.3.5. Technologie des détecteurs TEP

Les systemes TEP les plus couramment utilisés sont constitués d'une couronne de
détecteurs €élémentaires répartis en anneau autour du patient [126]. Ces détecteurs sont
composés de 2 éléments principaux : le cristal scintillant et le photodétecteur. Le cristal
permet la détection des photons gamma : ils interagissent avec les €lectrons du cristal en
cédant leur énergie et générant des scintillations. L'énergie lumineuse ainsi créée est

ensuite dirigée vers le photodétecteur, qui la converti en impulsion électrique mesurable.
1.3.5.1.  Description du scintillateur

Le cristal scintillant idéal, c'est-a-dire le cristal qui permet d'obtenir a la fois une bonne
résolution spatiale et une bonne efficacité de détection, doit posséder les propriétés

suivantes [127] :

- une densit¢ et un coefficient d'atténuation linéaire élevés pour maximiser la
probabilité que les photons de 511 keV interagissent dans un petit volume de cristal. En

effet, plus le volume du détecteur est faible, meilleure la résolution spatiale des images est.

- une photo-fraction élevée pour que le maximum de photons dépose la totalité de leur

énergie par effet photoélectrique.

- une faible constante de décroissance, c'est-a-dire I'émission d'un grand nombre de
photons lumineux par unité de temps ; elle conditionne la résolution temporelle du systéme
de détection. Meilleure la résolution temporelle du détecteur est, plus étroite sera
I’ouverture de la fenétre temporelle de coincidence. Comme nous 1’avons vu
précédemment, une fenétre étroite permet de limiter la détection de coincidences fortuites.
Une constance de décroissance trés rapide permet également de réduire le temps mort

relatif a chaque mesure.

- La résolution en énergie du détecteur est importante pour la collimation €lectronique,
qui utilise I’énergie des photons pour séparer les coincidences vraies des coincidences
diffusées. Cette caractéristique du cristal est particuliecrement importante pour les
acquisitions corps-entier en 3D, situation dans laquelle la détection des photons diffusés est

majeure (Jusqu’a 60%).

Le tableau 8 résume certaines propriétés des cristaux les plus couramment utilisés.
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Scintillateur Nal(Tl) BGO GSO LSO LYSO

Densité (g/cm3) 3.7 7.1 6.7 7.4 7.2
Epaisseur d’atténuation 1/p a 511 5.9 11.2 15.0 123 12.6
keV (mm)
Photofraction (%) * 18 42 26 34 33
Photofraction® (%) ** 3.2 19 6.8 12 11
Décroissance de la scintillation 230 300 60/600 40 40
(ns)
Résolution en énergie (en % de
511Kev) 7.8 20 8.9 <9 11

Tableau 8: principaux scintillateurs utilisés pour détecter les photons de 511 keV en TEP.

*Photofraction = probabilité d’absorption par effet photoélectrique.

**Photofraction’ = probabilit¢ d’absorption des 2 photons coincidents par effets
photoélectrique.

A Dijon, de 2002 a 2006, la TEP Philips utilisée (modele C-PET) était équipée d’un
cristal d'iodure de sodium dopé au thallium (Nal(Tl)). En 2006, une TEP Philips Gemini a
été installée, elle était équipée d’un cristal de type GSO (orthosilate de gadolinium). En
2010, elle a été remplacée par une TEP Philips « temps de vol » (Gemini TF) équipée d’un
cristal d'orthosilicate de lutétium (LYSO).

Un autre cristal scintillant utilisé sur les machines TEP commercialisées est le

germanate de bismuth (BGO).

Comparativement au cristal utilisé dans les premiers systemes TEP (le Nal(Tl) qui a
comme avantage d’étre peu onéreux), les cristaux BGO, LSO et LY SO sont des cristaux de
densité élevée, avec un fort pouvoir d’arrét des photons. Par exemple, 11mm d’épaisseur
de BGO et 12mm de LYSO sont nécessaires pour que 63% des photons de 511keV
interagissent dans le cristal, contre 26mm d’épaisseur pour le Nal(TIl). La probabilité
d’interaction du photon par effet photo-électrique est un peu plus élevée pour le BGO
(42%) que pour le LYSO (33%), et nettement supérieur a celui du Nal(Tl) (18%). Le
LYSO a une décroissance de scintillation considérablement plus rapide que le BGO (40ns
versus 300ns), ce qui augmente le taux de comptage maximum, diminue le taux de

coincidences fortuites, et permet une acquisition avec calcul du temps de vol du photon.

La plupart des cristaux ont un fonctionnement compatible avec un champ magnétique

¢leveé, et peuvent donc étre utilisés dans les systemes TEP-IRM, a I’exception du cristal
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GSO qui contient une quantit¢é importante de gadolinium dont les propriétés

paramagnétiques perturbent le champ magnétique.

1.3.5.2.  Description du photodétecteur

Les photons de scintillations sont ensuite interagir dans un photodétecteur, qui va les
convertir en un signal électronique. Il existe différents types de photodétecteurs. Nous

allons évoquer les 4 principaux utilisé ou utilisable dans les systémes TEP :
- les photomultiplicateurs, actuellement les plus utilisés dans les systemes TEP

- les photodiodes a avalanches (ou APD pour Avalanche Photodiodes), fabriqués

a partir de semi-conducteurs.

- les SiPMs (Silicone photo-multiplicateur), composés d’un ensemble de

microcellules APD de faible surface
- les digital-SiPMs, derniére évolution technologique des SiPMs
1.3.5.2.1. Le photomultiplicateur

Dans la plupart des TEP actuelles, les matrices de cristaux scintillants sont couplées a
des tubes photomultiplicateurs pour amplifier et convertir le signal lumineux en un signal
¢lectronique. L’association des photomultiplicateurs aux matrices de cristaux forme un

bloc de détection.

Les avantages des photomultiplicateurs sont un gain trés élevé (défini comme le
rapport entre le nombre d'électrons recueillis & I'anode et celui recu sur la premiére
dynode), de ’ordre de 10°, un faible bruit du systéme et une réponse relativement rapide
du systéme entre la détection du photon incident et I’impulsion électrique de sortie, de

I’ordre de la nanoseconde (10~ seconde).

Leur inconvénient principal est qu’il s’agit de systemes relativement volumineux, qui
ne peuvent étre couplés a un seul cristal de petite taille, et doivent donc étre associés a une
matrice de cristaux scintillants. La taille du photomultiplicateur, qui ne peut étre réduite a
moins de 10mm de diamétre actuecllement, est donc une limite a 1’amélioration de la

résolution spatiale du couple scintillateur-photomultiplicateur.

Un second inconvénient est que le fonctionnement d’un photomultiplicateur est affecté
par la présence d’un champ magnétique, méme d’aussi faible intensité que le champ

terrestre. 1ls ne sont donc pas utilisables dans les systemes TEP-IRM. Le champ
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magnétique devie la trajectoire des électrons entre la photocathode et les dynodes
(figure 16), ce qui altere a la fois le gain et la résolution eénergétique du

photomultiplicateur.

Photocathode Elect Anode
rons .
Incident Scintillator / \ Electrical
photon 7 connectors
\/\ —
—
e —
[
e
Light ,
Protons F"’c"rs'ogg Dynode
elect Photomultiplier tube (PMT)

Figure 16 : schéma du photo-détecteur standard en TEP, composé d’un photomultiplicateur
couplé a un cristal scintillateur. Extrait de 1’article de Lecomte et al. [125].

1.35.2.2. Les photodiodes a avalanches (APDs)

Les APDs sont une solution technologique alternative aux tubes photomultiplicateurs.
Il s’agit de semi-conducteurs : le photon va interagir directement par effet photo-électrique
ou Compton dans le matériau semi-conducteur composant I’APD, et ainsi lui céder une
partie ou la totalité de son énergie sous forme d'énergie potentielle (ionisation) et cinétique.
L'électron ¢jecté lors de l'interaction va déclencher a son tour d'autres ionisations en
cascade. Un nuage d’¢électrons va se créer au sein du semi-conducteur. Le semi-conducteur
étant polarisé par une haute tension, les €électrons vont étre attirés vers 1’anode et engendrer
ainsi un courant mesurable dans un circuit connecté au détecteur. Du fait de cette haute
tension, Les APDs possédent un temps de réponse rapide, pouvant descendre sous la

nanoseconde [128].

L’amplification des ¢électrons se fait dans le semi-conducteur et n’est pas perturbé par
le champ magnétique. Comme il s’agit également de systémes de détection compacts, leur
utilisation est intéressante pour la conception de systtmes TEP-IRM dans lesquels les

détecteurs TEP pourraient étre placés a I’intérieur du tunnel étroit de I’'IRM .

Par rapport aux photomultiplicateurs, ils présentent également une trés bonne

résolution en énergie.

Les APDs présentent deux inconvénients principaux :
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- Leur fonctionnement est trés dépendants de la température : leur gain et le bruit de
sortie du systeme varie fortement avec celle-ci (par agitation thermique dans le
semi-conducteur). Un systéme de régulation de la température est nécessaire.

- Leur gain ne dépasse généralement pas 10°, raison pour laquelle le signal de sortie

doit généralement étre amplifié.

1.3.5.2.3. Les SiPMs

Les SiPMs sont des photodétecteurs qui utilisent des matrices de microcellules APD

fonctionnant en mode Geiger a faible tension de polarisation.

Ce sont des détecteurs trés compacts, formés d’une matrice de milliers cellules de
détection (typiquement 576 pour un détecteur de 1mm? de surface). La taille des SiPMs va
de 1x1 & 5x5 mm?. Du fait de leur compacité, chaque SiPMs peut étre couplé a un cristal
unique (couplage un pour un), ce qui permet une résolution spatiale élevée du bloc de
détection mais nécessite de multiplier les canaux de lecture et les composants électroniques
du traitement du signal. Ceci induit une forte production de chaleur: un systéme de
refroidissement est donc nécessaire. Bien que chaque photocellule réagisse de maniére
binaire (soit elle est au repos, soit elle capte un photon et émet une quantité fixe de signal
¢lectrique par photon), le signal du SiPM est une mesure analogique car obtenu en
cumulant les signaux de I’ensemble des cellules. Un circuit électronique intégré de
traitement du signal de type ASIC (Application-Specific Integrated Circuit) permet sa

numeérisation.

Les SiPMs sont caractérisés par un fort gain, de I’ordre de 10°, comparable a celui des

photomultiplicateurs et supérieur a celui des APDs.

Leur résolution temporelle peut atteindre 60ps, ce qui est supérieur a celle des APDs
[129]. Ces détecteurs sont donc particulicrement bien adaptés pour les systemes TEP

Temps de vol [130].

Les avantages de ce détecteur sont également sa faible tension d’alimentation (entre 30
et 80 V), sa faible consommation électrique (<100uW/mm?) et, comme pour les APDs, son

insensibilité au champ magnétique jusqu'a 7 Tesla [128].

Ils ont comme inconvénients de présenter un bruit important (de 300 kHz a 10 MHz)
pénalisant la détection de flux trés faibles et d’avoir un gain dépendant de la température.

Par ailleurs, la surface active du détecteur SiPM n’étant pas de 100% (présence de silicone
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entre les cellules photodétectrices), leur efficacité de photo-détection est de 10 a 40 %

(lorsqu’associés au cristal LSO), inférieure a celle de APDs.

Au total, les photodétecteurs SiPMs sont une technologie prometteuse a la fois pour les

prochaines générations de TEP, mais également pour les systémes hybrides TEP-IRM.

Figure 17: Schéma des SiPMs. Chaque SiPM est une matrice constituée de milliers de cellules
photo-sensibles (des APD en mode Geiger) de dimensions trés réduites (entre 20 et 100
micrometres de c6té). Chaque cellule réagit de maniére binaire : soit elle est au repos, soit elle
capte un photon et émet une quantité fixe de signal électrique par photon. Le signal du SiPM est
obtenu en cumulant les signaux de I’ensemble des cellules. On obtient ainsi une mesure analogique
de la quantité de lumiere détectée par un SiPM, mesure qui peut aller du photon unique a plus de 10
000 photons détectés. Au sein du bloc de détection, Les SiPMs sont eux méme assemblés en
tableaux de 4 x 4 ou de 16 x 16 éléments.

;&rray with 22 x
22 LYSO pixels

S;PM-T]e: 4x4i
monglithic SiPM
arrays with 22

Analog SiPMs

ASIC-Tile.
2% 32 Channel
TDC/ADC

Interface-Tile
64 channel
FPGA pre-
processing

Digital

Figure 18: schéma du systeme de photodétection Cristal / SiPM / systéme ASIC
(Application-Specific Integrated Circuit) pour la numérisation du signal analogique /
systeme de pré-traitement FPGA (field-programmable gate array) : il s’agit d’un circuit
logique intégré programmable capable de traiter différentes informations du signal
numérique dont 1’énergie d’impulsion totale de 1’événement et l’instant t de cette
impulsion pour I’appariement des paires de photons coincidents. Schéma extrait de I’article
de Vandenberghe et al. [128].
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13.5.2.4. Les digital SiPMs

Un des derniers développement technologique des photodétecteurs est 1’apparition des
SIPM numérique (« digital SiPM ») [131]. Les signaux de cellules photodétectrices sont
individuellement analysés et additionnés directement sous forme de signal numérique.
Contrairement aux SiPMs « conventionnels », le signal n’est donc plus analogique. Une
partie de I’¢lectronique de détection et du traitement du signal est directement intégrée au
capteur : les systemes ASIC (Application-Specific Integrated Circuit) pour la numérisation
du signal analogique ne sont plus nécessaires. Cela aboutit a une amélioration de la

performance et une baisse de la sensibilité des détecteurs a la température.

La société Philips a récemment commercialisé une TEP « temps de vol » utilisant des
digital SiPMs couplés a un cristal LSO (couplage un pour un). Ces photodétecteurs ne
présentent pas le probleme de bruit électronique des SiPMs, la résolution spatiale du
systtme est de 1 a 1.6 mm (LHM), la résolution temporelle de 160ps, la résolution en
énergie de 12%. Cette nouvelle génération de TEP temps de vol permet donc un net gain de
sensibilité de détection des lésions infra-centimétriques et un gain de précision de la

quantification de la fixation du radiotraceur de ces 1ésions [131].

Type de Photo- APD SiPM Digital SiPM
photodétecteur multiplicateur
Compatibilité Non Oui Oui oui
IRM
Compatibilité Limitée Non Oui oul
TOF
Amplification elevée (10° moyenne (10°) elevée (10°) non applicable
du signal
Compacité Volumineux Compact Compact compact
Systeme ASIC Nécessaire Nécessaire Nécessaire intégré

Tableau 9 : Tableau récapitulatif des principales caractéristique des différents systémes

de photodétection.

1.4. Mode d’acquisition et reconstruction tomographique

Deux modes d'acquisitions sont possibles en TEP : le mode 2D et le mode 3D.
Mode d'acquisition 2D : La méthode d'acquisition 2D, bidimensionnelle, est la plus

ancienne. Cela signifie que seules les lignes de réponses ayant une incidence
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perpendiculaire au plan du détecteur sont acceptées. En pratique, I'acquisition en mode 2D
est réalisée en positionnant des parois de plomb (ou septa) entre les différentes couronnes
de détecteurs. En mode 2D, 10 % des coincidences détectées impliquent au moins un
photon diffusé.

Mode d'acquisition 3D: Ce mode d'acquisition réalis¢ en l'absence de septa permet de
mesurer l'ensemble des coincidences. Il en résulte une augmentation importante de la
sensibilité¢, ce qui permet de réduire la radioactivité injectée. En revanche le taux
d'évenements diffusés et aléatoires est nettement plus élevé qu'en 2D : il peut excéder 50
%. Au niveau des images, cela se traduit par une diminution du contraste, du rapport signal
sur bruit, une perte en résolution spatiale et une modification du nombre d'événements
comptés par pixel. Un détecteur avec une résolution en énergie élevée, permettant de
mieux discriminer les photons diffusés, est donc indispensable pour une acquisition 3D de

bonne qualité.

Les paires de photons détectées en coincidence vont étre reconstituées et stockées sous
la forme d'un sinogramme. Un sinogramme contient tous les éléments de projection d'une
coupe de l'objet. Les données de ces sinogrammes vont ensuite pouvoir étre traitées afin
d'obtenir une cartographie de la radioactivité au sein du volume étudié : c'est ce qu'on
appelle la reconstruction tomographique. En imagerie TEP, les reconstructions itératives
(par exemple la méthode OSEM) sont actuellement la référence. Elles permettent
d'¢liminer les artefacts en étoile autour des structures hyperfixantes intenses,
habituellement observées avec les reconstructions analytiques. Bien que leur mise en
ceuvre se traduise par une augmentation du temps de calcul, ceci ne pose plus probléme du
fait de I’augmentation de la puissance des consoles de traitement d’image. A Dijon, les
TEP Gemini XL PET/CT et Gemini TF de Philips utilisent la méthode dite "row-action
maximum-likelihood algorithm » (RAMLA).

1.5. Corrections de ’atténuation

Les photons gamma émis lors de l'annihilation subissent une absorption dans la
matiere : il s'agit du principe d'atténuation. Afin de corriger ce phénomene, les TEP sont
couplées a un scanner dont le rayonnement X, détecté a sa sortie apres avoir traversé les
tissus, donne une cartographie précise des coefficients d'atténuation, variables en fonction

des différents tissus traversés (os, graisse, air...). Il est alors possible de connaitre pour
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chaque coupe, et, pour chaque point de cette coupe, l'atténuation qu'auront subi les photons
lors de la réalisation des images d'émission. L'apport de cette acquisition TDM permet en
outre une localisation anatomique précise des lésions, aidant l'interprétation des images

scintigraphiques.

Le couplage TEP/TDM est un outil intéressant en pratique clinique, sous réserve qu'un
certain nombre d'aspects techniques soient pris en compte. Les coupes TDM sont obtenues
dans un intervalle de temps extrémement réduit, et elles ne correspondent pas
rigoureusement aux images d'émission mesurées pendant plusieurs minutes. Les
modifications du positionnement du patient (mouvements, respiration) entre les images
TEP et TDM peuvent générer des artefacts au moment de la correction d'atténuation. De
plus, la juxtaposition des images TEP et TDM sur 1’image de fusion peut-étre erronée. Par
exemple, si ’acquisition TDM s’est faite avec une inspiration de grande amplitude, alors
que I’acquisition TEP est systématiquement faite en respiration libre, un foyer
hypermétabolique du dome hépatique peut étre faussement localisé¢ au niveau de la base

pulmonaire sur les images de fusion.

sy

Figure 19 : images TEP non corrigée d’atténuation (A), image TDM pour calcul de la carte
d’atténuation de I’image (B), image TEP corrigée de 1’atténuation (C).

1.6. La mammo-TEP

La mammo-TEP, également appelée mammographie par émissions de positons (MEP),
est un systtme TEP haute résolution dédié uniquement a 1’imagerie mammaire. Elle
posseéde une résolution spatiale de 1 a 2 mm de diameétre, contre 4 & 6 mm pour la plupart
des systémes TEP corps entier [132]. Cette résolution spatiale élevée est expliquée par une
distance réduite entre les 2 détecteurs des photons coincidents, et par [’utilisation de

photodétecteurs solides en remplacement des photomultiplicateurs. Pour exemple, le
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systeme clear-PEM, utilise des semi-conducteurs de type APD couplés au cristal LYSO.
Cette association permet d’obtenir une résolution spatiale de 2.2 mm, une résolution en
énergie de 15% pour les photons de 511 Kev, une précision temporelle de 4 ns [133]. Avec
le systéme Clear-PEM, la patiente est positionnée en procubitus et le sein est placé dans un

systéme de détecteurs mobiles sur 360°, qui permet 1’acquisition d’images 3D.

Cette résolution ¢levée de la MEP se traduit par une amélioration de la sensibilité de
détection des lésions tumorales mammaires. Une étude de Schilling et al. a montré une
sensibilité¢ de détection des 1ésions tumorales mammaires de 93% pour la MEP, identique a
celle de 'IRM mammaire, et supérieure a celle de la TEP corps entier qui est de 68%
[134]. Si ’on sélectionne uniquement les tumeurs infra-centimétriques, la sensibilité de la

MEP est de 60 a 70% [135].

La spécificité de la MEP se situe entre 92 et 97% et est donc sensiblement supérieure a
celle de I'IRM (85-92%). Les quelques résultats faux positifs de la MEP sont généralement

dus 4 la présence de fibroadénomes fixant modérément le '"*F-FDG [134].

Les indications de la MEP sont similaires a celles de ’IRM mammaire : elle est utile
pour la stadification de 1’extension tumorale intra-mammaire (stade T), la détection de
1ésions multifocales et/ou controlatérales, la distinction entre une récidive intra-mammaire
et une zone de fibrose post-chirurgicale, et 1’évaluation thérapeutique [132]. Comme avec
I’IRM, les biopsies mammaires peuvent étre guidées par I’imagerie MEP. La technique ne

permet pas I’évaluation de 1’extension lymphatique.

Les inconvénients de la MEP sont le cofit ¢levé de I’examen, sa faible disponibilité
puisque trés peu de centres sont équipés de ce systéme, et I’irradiation des patientes,
supérieure a ’IRM mammaire ou a la mammographie, le radionucléide injecté se
répartissant dans [’ensemble de 1’organisme (irradiation non limitée a la glande

mammaire).

En conclusion, La mammo-TEP est un examen performant, de sensibilité¢ équivalente
et de spécificité 1égerement supérieure a celles de I’IRM mammaire. Cependant, la MEP
est un examen tres peu disponible, de seconde intention, qui peut étre proposé s’il existe
une contre-indication a I’IRM mammaire ou dans les cas de caractérisation difficile des
lésions mammaires par I’imagerie conventionnelle (présence de tissu mammaire dense ou

de risque élevé de cancer multifocal) [132, 136].
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1.7. Les systemes TEP/IRM

La TEP couplée au TDM est devenue une imagerie hybride de référence en
cancérologie et, a I’heure actuelle, plus aucun constructeur ne commercialise de TEP non
couplée au TDM. Le développement de I’imagerie multi-modalités se poursuit
actuellement avec ’apparition de systémes hybrides couplant la TEP avec I'IRM (figure
20). Bien que les preuves de faisabilité de tels systemes soient contemporaines de celles
des systtmes TEP/TDM [137], leur implantation hospitali¢re est trés récente, encore peu
répendue, et sera vraisemblablement amenée a se développer dans les années a venir. De

maniére synthétique, certains problémes technologiques se posent avec ces systémes:

- La sensibilité des photomultiplicateurs TEP au champ magnétique de I’IRM.
Cependant, comme nous 1’avons vu précédemment, le développement technologique
récent des photodétecteurs de type APD, SiPM ou digital SiPM, dont le fonctionnement
n’est pas altéré par un champ magnétique élevé, est une excellente alternative aux
photomultiplicateurs. De plus, du fait de leur compacité, il est envisageable d’intégrer ces
détecteurs a lintérieur de D’anneau IRM, tout en gardant un diamétre de l’anneau
compatible avec des images IRM de bonne qualité.

- La perturbation du champ magnétique par les détecteurs TEP.

- La correction d’atténuation des images TEP visant a permettre une semi-
quantification fiable de la distribution du radiotraceur. En effet, en imagerie TEP/TDM, les
images TDM permettent de calculer la carte des coefficients d’atténuation des tissus a
partir de I’atténuation des rayons X. En IRM, les images ne permettent pas de calculer
directement les coefficients d’atténuation des rayons par les tissus. Bien que le probleme
ne soit pas totalement résolu, plusieurs méthodes de segmentation d’image sont en
développement afin d’obtenir une carte des coefficients d’atténuation a partir des images

IRM [138].

Par rapport a la TEP/TDM, la TEP/IRM permet une nette amélioration de la qualité de
I’image (contraste) des tissus mous, tel que le cerveau. Par ailleurs, cette imagerie hybride
permet de combiner les nombreuses séquences fonctionnelles ou moléculaires de I’IRM
(perfusion, diffusion, spectroscopie...) avec les images TEP. Enfin, la réduction de
I’irradiation du patient (dose équivalente de I’ordre de 10 a 15 mSv pour un TEP/TDM
corps entier contre 4 & 6 mSv pour une TEP/IRM), semble particulierement intéressante
pour les enfants et les adultes jeunes qui, du fait de leur pathologie, sont amenés a

bénéficier de TEP itératives (exemple du lymphome).
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Body RF coi
Figure 20 : trois concepts d’intégration de la TEP et de I'I[RM : une TEP dédiée a
I’acquisition cérébrale insérée dans une IRM corps entier (en haut), un systétme TEP-IRM

séquentiel pour une imagerie corps entier (au milieu) et un systeme intégrant compleétement
les systémes TEP et IRM (en bas). Schéma extrait de I’article de Vandenberghe et al. [128].

FDG-PET V Fused PET-MRI

Figure 21: image TEP-IRM corps entier, avec fusion des 2 modalités. Source : "Inflammatory
Bowel Disease" [139].
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2. L e Fluoro-2-Deoxy-D-Glucose marqué au Fluor 18 (]F-FDG)

Nous allons rappeler les caractéristiques du métabolisme glucidique des cellules

tumorales puis nous étudierons le "*F-FDG lui-méme.
2.1.  Caractéristiques biologiques des cancers

Une revue récente de la littérature de Hanahan et Weinberg rappelle les 10 principales
caractéristiques biologiques développées par les cellules et tissus tumoraux humains au

cours de leur évolution (figure 22) [140] :

. Une indépendance vis a vis des signaux de prolifération
J Une insensibilité aux signaux antiprolifératifs
o Le développement d’une résistance a la mort cellulaire
o Une capacité a induire 1’angiogeneése
o Une capacité a développer des mécanismes d’invasion et de dissémination
. Un potentiel illimité de réplication
o La capacité de ne pas activer le systtme immunitaire
o La reprogrammation du métabolisme énergétique
o L’instabilité génomique et les mutations
o L’inflammation
Sustaining Evading
proliferative growth
signaling suppressors

Deregulating Avoiding

immune
energetics destruction
- "
- j b l N

Resisting Enabling

cell replicative
death immortality
Genome Tumor-
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Figure 22 : Résumé des 10 grandes caractéristiques des tissus tumoraux. Schéma extrait de
I’article de Hanahan et al, “Hallmarks of cancer: the next generation”, publi¢ en 2011 dans la revue
“Cell” [140].

La TEP, imagerie fonctionnelle non invasive, est un outil qui permet d’explorer ces
diverses voies biologiques tumorales afin de mieux évaluer, comprendre et suivre les

modifications de ces voies métaboliques en cours de traitement.
2.2.  Metabolisme glucidique cellulaire

2.2.1. Métabolisme glucidigue des cellules normales

Le glucose est le principal substrat énergétique de I'organisme. Dans la cellule
normale, il franchit la membrane cellulaire grace a un transporteur spécifique dénommé
GLUT pour GLUcose Transporter. On dénombre plusieurs transporteurs (Glut 1, 2, 3,
...13). Une fois dans la cellule, les deux principales voies métaboliques du glucose sont la

glycolyse et la voie des pentoses phosphate.

2.2.1.1.Voie de la glycolyse

La glycolyse est la voie du métabolisme du glucose en pyruvate et en lactate, via une
succession de réactions enzymatiques. Elle est présente dans le cytosol de toutes les
cellules. Cette voie a pour particularité de pouvoir fonctionner en présence d’oxygene

(glycolyse aérobie), mais également en son absence (glycolyse anaérobie).

En situation aérobie, le pyruvate est le produit final de la succession des réactions

enzymatiques de la glycolyse (figure 23). Le pyruvate ne s’accumule pas dans le cytosol
mais est transporté dans la mitochondrie par un transporteur spécifique. Il est ensuite
transformé en Acétyl-CoA par un complexe multi-enzymatique nommé « pyruvate
deshydrogénase ». Lors de cette réaction enzymatique Le nicotinamide adénine
dinucléotide (NAD+), une co-enzyme d’oxydoréduction, est réduit en NADH. L’acetyl-
CoA fournit I'énergie nécessaire a la production d'ATP via le cycle de Krebs et la

phosphorylation oxydative mitochondriale.

En situation anaérobie, le métabolisme du glucose differe du point de vue de la nature

de son produit terminal. Comme 1’oxygene vient & manquer, le NADH ne peut étre réoxydé
par le transfert des équivalents réducteurs via la phosphorylation oxydative mitochondriale.
Or, lors de la glycolyse, le NADH est requis dans la réaction catalysée par la

glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase. Pour que la glycolyse puisse continuer a
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fonctionner en situation anaérobie, le pyruvate est réduit en lactate a I’aide du NADH, qui
est réoxydé en NAD+. Cette réaction est catalysée par la lactate déshydrogénase.
L’oxydation du NADH lors de la formation du lactate permet a la glycolyse de se
poursuivre en ’absence d’oxygene. Le lactate est donc le produit final de la glycolyse dans
des conditions anaérobies (figure 23). Il est expulsé de la cellule par les transporteurs de

mono-carboxylate.

Glucose

EFFET WARBURG Glucose Glucose s-Pi@k Fructose 6-P
ATP

Phospho.

FERMENTATION LACTIQUE tructokinase

2 ATP+ (2 ADP
! 2
2 lactates 2 pyruvates@@ phosphoénol (@)(EDI(‘T’)I@@)@)- Fructose 1-6 Bis P

ruv
Pyruvate pyruvates
Kinase M

Formation d'Energie +++
via la chaine de transport des éléctrons
et la PHOSPHORYLATION OXYDATIVE
dans la membrane mitochondriale inteme

Lactate

H Acétyl-CoA
2ca,

Déshydro
5 CYCLE

Figure 23 : Glycolyse des cellules normales. Le produit final en aérobiose est le
pyruvate, mais il s’agit du lactate en anaérobiose

Trois étapes de la glycolyse ne sont pas réversibles et sont donc les sites majeurs de la
régulation de la glycolyse. Il s’agit des réactions catalysées par I’hexokinase, la
phosphofructokinase et la pyruvate kinase. Au total, I’oxydation d’une molécule de glucose
rapporte jusqu’a 38 molécules d’adénosine triphosphate (ATP) en aérobiose contre

seulement 2 ATP en anaérobiose.

2.2.1.2.Voie des pentoses phosphate (figure 24)

La voie des pentoses phosphate, présente dans le cytosol, est I’autre voie majeure du
métabolisme du glucose. Elle peut ¢galement mener a son oxydation compléte. Elle ne
produit pas d’ATP mais permet de générer le Nicotinamide Adénine Dinucléotide

Phosphate (NADPH), nécessaire aux synthéses réductrices comme la biosynthése des
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acides gras et des stéroides. Elle permet également de fournir le ribose 5 phosphate (ribose-
5-P) pour la biosynthese des nucléotides et des acides nucléiques. Elle peut-&tre divisée en
deux phases : la phase oxydative générant le NADPH et du CO2 (phase irréversible). La
phase non-oxydative fournissant le ribose (phase réversible).

Le ribose-5-P est le produit de la voie oxydative du shunt des pentoses phosphates a
partir du glucose 6-P, avec production concomitante de NADPH destiné a des processus de
biosynthése (des acides gras notamment), et de glutathion réduit (GSH) pour les processus
de détoxification. Le ribose 5-P est en équilibre direct avec le fructose 6-P et le
glycéraldéhyde 3-P (tous les deux sont des produits intermédiaires de la glycolyse). La
direction du shunt des pentoses est déterminée essentiellement par la vitesse de conversion
du glycéraldéhyde 3-P en pyruvate. Lorsque celle-ci est élevée, comme c’est le cas en
normoxie dans les cellules normales, le ribose 5-P est rapidement métabolisé en fructose 6-

P, glycéraldéhyde 3-P et finalement en pyruvate.

Glycolyse Voie des Pentoses
Glut,
NADP NADPH
Glucose Glucose ——————" ~ - 6-Phosphogluconate
N HK @* c---NADP <-- c--B2GSH

Glucose-6-P ’\TPG)-’» # v-= NADPH ----+---.GSSG

Fructose-6-P

PFK ‘
Frucms‘t:-l-ﬁ—[)i P Ribose 5-P—# P-ribosc-PP
Pyruvate
PK

Glyeceraldehyde 3-P
Yo - 4 Phosphoenol
ihydroxyacetone - p=€———%=

\D pyruvarte
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Figure 24 : Voie des pentoses phosphate dans la cellule normale. Le Ribose-5-P est
produit a partir du glucose 6-P avec production concomitante de NADPH et de glutathion
réduit (GSH). Le Ribose-5-P est en équilibre direct avec le fructose-6-P et le
glycéraldéhyde 3-P, deux intermédiaires de la glycolyse. Schéma extrait de 1’article de
Vuillez et al. [141]
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2.2.2 Métabolisme glucidique des cellules tumorales

L'augmentation de la glycolyse anaérobie dans la cellule tumorale a été décrite
initialement par Warburg en 1924. En effet, le métabolisme glucidique des cellules
tumorales est profondément perturbé, menant a une augmentation de la captation cellulaire
du glucose, son hyperconsommation et la production de lactates (caractéristique de la
glycolyse anaérobie). Cette reprogrammation du métabolisme glucidique n’est pas une
propriété spécifique des cellules tumorales, mais reproduit les mécanismes physiologiques
d’adaptation métabolique des tissus sains (croissance, cicatrisation, renouvellement
cellulaire) dont 1’objectif est une augmentation de la synthése de précurseurs phosphorylés
des acides nucléiques par la voie des pentoses [142]. Cependant, ce qui caractérise la
cellule tumorale, c’est la dérégulation du métabolisme glucidique par échappement aux
mécanismes normaux de rétrocontréle. Ceci aboutit & la permanence de phénoménes
normalement limités dans le temps et conditionnés par 1’action de facteurs de croissance.
En satisfaisant les besoins énergétiques et les besoins en acides nucléiques élevés des
cellules tumorales, la reprogrammation du métabolisme glucidique leur permet une

prolifération rapide et permanente.

Cette reprogrammation est la conséquence de modifications quantitatives et
qualitatives des enzymes de la glycolyse [143, 144] et d’une augmentation de la synthese
des transporteurs GLUT1 (figure 25) :

- Les modifications qualitatives et quantitatives des enzymes de la voie
glycolytique résultent en une inhibition de la voie oxydative, au profit de la
production de lactates, et cela, indépendamment de la présence d’oxygene
(« effet Warburg ») [145]. En effet, méme si la captation cellulaire de glucose
est augmentée en situation d’hypoxie [146], celle-ci n’est généralement pas la
cause principale de I’activité glycolytique tumorale accrue [147]. Ce
déréglement enzymatique du métabolisme glucidique des cellules tumorales est
complexe et dépend de nombreux facteurs intriqués (modifications
mitochondriales, modifications de la voie des pentoses, interaction avec les
autres métabolismes cellulaires et, en particulier, celui de la glutamine [148],
dérégulations génomiques...)

- La captation élevée de glucose par les cellules tumorales est également liée a
une augmentation de son transport transmembranaire [149], indépendamment

de la phosphorylation et des étapes ultérieures de la glycolyse. La biologie
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moléculaire a montrée que I’augmentation du nombre de GLUTI est
génétiquement déterminée dans la cellule tumorale. La transformation maligne
s’accompagne d’une hyper-expression du geéne codant pour GLUTI, se
traduisant par une augmentation des ARNm [149]. Cette augmentation de la
capacit¢ de transport membranaire de glucose est directement lice a la
prolifération cellulaire. Elle est cependant ¢galement liée a 1’anaérobiose : en
situation hypoxique, la tumeur produit le facteur hypoxia-inducible-factor-1
(HIF-1), qui stimule la surexpression du transporteur du glucose GLUT-1 et

donc la captation intracellulaire du glucose [150].
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Figure 25 :Glycolyse dans les cellules tumorales. Les activités hexokinase, phospho-
fructokinase assurent une capacité glycolytique élevée, tandis que la pyruvate kinase est
relativement inhibée. Les facteurs de croissance ou la transformation oncogénique (Ras par
exemple) induisent la transcription du géne de Glut-1. Schéma extrait de I’article de Vuillez et
al. [141].
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2.3. Le ®F-FDG

Le "®F-FDG est un radiopharmaceutique émetteur de positons et un analogue du 2-
déoxy-glucose. Il est utilis¢ en TEP pour étudier in vivo les premicres étapes du

métabolisme glucidique des cellules normales ou tumorales.

2.3.1. Structure chimique de la molécule de **F-FDG

Un atome de fluor radioactif est introduit en position 2 de la molécule de glucose en

remplacement d'un groupement hydroxyle (figure 26).
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Figure 26 : structure chimique de la molécule de "*F-FDG

2.3.2. Pharmacocinétique

Le '®F-FDG est un analogue du glucose et, comme lui, il pénétre dans la cellule par
diffusion facilitée grace aux transporteurs GLUT (figure 27). Il est ensuite phosphorylé en
position 6 en 'SF-FDG-6P par une hexokinase. Celui-ci n’étant ni métabolisé, ni
déphosphorylé, il est bloqué dans la cellule et s’y accumule. Ce phénomene se produit dans
la cellule normale mais est nettement plus marqué dans la cellule tumorale. Le '*F-FDG
s’accumule naturellement dans différents tissus : le cerveau (substance grise), les reins et la
vessie en raison de 1’élimination urinaire du radiotraceur. Une concentration plus modérée
est observée dans le foie et l'intestin. Il existe également une accumulation dans les
muscles striés et lisses, les glandes lacrymales, le nasopharynx ou encore la moelle
hématopoiétique (figure 28). Sur le myocarde, la fixation est plus variable, elle est fonction

de I'état métabolique du patient.
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Figure 27: métabolisme cellulaire du **F-FDG
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Figure 28: Image TEP montrant la répartition du '*F-FDG dans 1’organisme (acquisition de la
base du crane jusqu’a la racine des cuisses). Présence d’une fixation pathologique au niveau d’une
tumeur mammaire droite et d’une adénopathie axillaire droite.
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2.4. Mesure semi-quantitative et quantitative du métabolisme glucidique

2.4.1. La Standard Uptake Value (SUV)

La valeur de fixation normalisée (SUV pour Standard Uptake Value) se calcule
comme le rapport de la fixation du radiotraceur dans un tissu d’intérét (kBg/ml) a un
instant donné et la dose injectée au patient (kBq) rapportée a son volume (en mL). En
supposant que le patient a une masse volumique de 1g/mL, le SUV est calculé en pratique
en rapportant la dose injectée au poids du patient (kBqg/g). Le SUV est donc une quantité
sans dimension, dont 1’usage est fréquent du fait de la facilit¢ de son calcul. Si le
radiotraceur se répartissait uniformément dans I’organisme, le SUV serait en tout point
¢gal a 1. Le SUV apporte une aide supplémentaire par rapport a 1’analyse visuelle

qualitative.

Fixation dans le tissu d’intérét (kBg/ml)
SUV =

Dose injectée (kBq) / poids (g)

Le SUV permet une quantification relative du radiotraceur au niveau d’un site donné.
Le SUV calculé pourra d’une part étre comparé aux données de la littérature et, d’autre
part, évaluer I’évolutivité de certaines 1ésions chez un méme patient. Cependant, la qualité
de la mesure du SUV (kBg/ml) dépend fortement du protocole d’acquisition et du
traitement d’image. Concernant le protocole d’acquisition, un délai de 60 a 90 min entre
I’injection et le début de ’acquisition est généralement respecté. Ce délai résulte d’un
compromis entre la demi-vie du '*F et le temps nécessaire pour atteindre un bon rapport
entre la fixation des Iésions tumorales et la fixation vasculaire non spécifique du traceur
qui constitue le bruit de fond. Le SUV est également influencé par la correction
d’atténuation, la correction de diffusion, le mouvement respiratoire, 1’effet de volume

partiel, la reconstruction tomographique et la méthode de mesure.

Il existe autant de moyens de définir le SUV d’une lésion que de maniéres de choisir le
VOI (Volume d’intérét) représentatif de la concentration d’activité de la tumeur (c'est-a-

dire du numérateur) :

- Le SUVax est la définition du SUV la plus utilisée en routine clinique. Dans ce
cas, le VOI utilisé pour calculer le SUV est le voxel de la tumeur ayant 1’activité la plus

élevée.
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- L utilisation du SUV peax, dont le VOI utilisé pour calculer le numérateur est un
volume fixe dans la tumeur. La concentration d’activité utilisée est alors la moyenne de la
concentration d’activité des voxels contenus dans ce VOI. La définition exacte du VOIeax
doit encore faire consensus. Récemment, I’impact de cette définition sur la classification de
la réponse tumorale a été étudiée par Vanderhoek et al., en considérant 24 définitions
possibles du SUV .. Pour cela, les auteurs ont analysé des images TEP au E-FLT de 17
patients, acquises avant et pendant le traitement [151]. Les résultats montrent que la
réponse intra tumorale vue par cet index dépend plus de la taille du VOI,ca considéré que
de sa localisation dans la tumeur (centrée sur le SUV .« ou placé dans la zone d’activité la

plus élevée) ou de sa forme (circulaire ou sphérique).

Il existe également des possibilités de normalisation du SUV en modifiant le

dénominateur de la formule permettant le calcul du SUV :

- Normalisation de la glycémie : La glycémie est un autre facteur qui influe

directement sur la captation intra-cellulaire du BE_-FDG et donc sur la valeur du SUV nax- Si
la glycémie est trop élevée, le glucose marqué entre en compétition avec le glucose non
marqué et on constate une captation plus faible du '*F-FDG par les tissus. Pour limiter ce
probléme, les patients doivent étre a jeun depuis 6 heures. Mais la valeur de glycémie peut

néanmoins fluctuer et une normalisation du SUV par la glycémie est possible.

- Normalisation de la surface corporelle : en utilisant la normalisation par le

poids du patient, on considere que tous les tissus non tumoraux consomment une quantité
totale de '®F-FDG proportionnelle au poids du patient. Comme relevé par Keyes, cette
hypothése n’est pas vérifiée puisque les tissus adipeux ont une fixation de '*F-FDG
inférieure a celle des autres tissus [152]. Il en résulte une augmentation de la valeur des
SUV tumoraux pour les patients en surcharge pondérale par rapport aux patients avec un
poids standard [153, 154]. Ce probléme concerne, entre autre, le contexte du suivi
thérapeutique, ou la modification de la masse graisseuse d’un patient durant le traitement
peut engendrer des interprétations des variations du SUV contradictoires. La correction par
la surface corporelle totale (BSA, Body Surface Area), exprimée en m” permet de limiter
I’influence de la masse graisseuse du patient sur les SUV tumoraux. La formule préconisée
par I’European Organisation for Research and Treatment of Cancer (EORTC) est la

classique formule de Du Bois et Du Bois [155] :
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S=0.007184 x 7" x P**?
S = surface corporelle en m?
T = taille en cm

P = masse en kg

- Normalisation de la masse maigre (LBM pour Lean Body Mass) [153]:

Lorsque le SUV est normalisé par la masse maigre du patient, il devient le SUL (Lean
Standard Uptake). En s’affranchissant au maximum de I’impact de la masse graisseuse du
patient, le SUL est une quantification plus constante d’un patient a I’autre que le SUV
corrigé par le poids ou la surface corporelle [154]. Pour ces raisons, les criteres PERCIST
recommandent de calculer le SUL pour quantifier et définir la réponse métabolique des
tumeurs solides [156].

La formule empirique de James, qui repose sur le sexe, la taille (T en cm) et le poids

total du patient (P en kg), permet d’estimer la LBM du patient grace a I’équation suivante :

LBM james (kg) = 1,1 x P —128 x (=)?  (Hommes)

= 1,07 x P — 148 x (=)? (Femmes)

L’estimation de la masse maigre manque cependant parfois de fiabilité [157] et il a été
montré que la formule de James n’est plus suffisamment précise au-dela d’un BMI a 43

pour les hommes et 37 pour les femmes [158].

Pour cette raison, Janmahasatian et al. ont développé une autre formule de calcul du
LBM [159]:

9,27x103 X P
LBM sanma (kQ) = 6,68 X 103+ 216 X BMI (Hommes)

9,27x103 x P
= (Femmes)
8,78 X 103+ 244 X BMI

Une étude de Tahari et al. a récemment confirmé que la formule de Janmahasatian
permet d’obtenir une valeur de SUL robuste car non influencée par le poids du patient, y

compris pour ceux souffrant d’une obésité morbide [160].

2.4.2. Analyse cinétique compartimentale du **F-FDG

Cette analyse du métabolisme du "*F-FDG utilise un modéle & 3 compartiments pour
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décrire les passages entre (figure 29):

> Le "F-FDG artériel et le 'F-FDG intracellulaire, avec les constantes
cinétiques k1 et k2.

> Une fois en intracellulaire, la phosphorisation du "*F-FDG en "*F-FDG-6-P par
les hexokinases (k3) et la déphosphorylation par la glucose-6-phosphatase du '*F-FDG-6-
P (k4). Cependant, la déephosphorylation est negligeable par rapport a la phosphorylation
du "*F-FDG.

Contrairement au glucose-6-P, le '*F-FDG-6-P ne peut pas étre métabolisé par la
cellule, il s’accumule donc dans I’espace intracellulaire, jusqu’a la désintégration du **F, ce
qui justifie donc I’utilisation du 'F-FDG en TEP comme biomarqueur de 1’activité

glucidique.

1
1
kq i
Transporteur du |} ks
glucose ! hexokinase
> [——
1
' 18FDG
1 -
18FDG | 18FDG
du plasma ¢ +] del'espace¢ 6-P
< 1 . . §
K, i intracellulaire ke . de I’espaqe
Transporteur du } Glucose-6- intracellulaire
glucose et | phosphatase
diffusion -
1
]

Membrane
capillaire

Figure 29: modéle a 3 compartiments utilisé pour calculer les constantes de transfert k1, k2,
k3, k4.

Ce modeéle compartimental repose sur plusieurs hypothéses [161]:

- Les tissus contenus dans la région d’intérét (ROI) étudiée sont homogenes et
les constantes k1, k2, k3, k4, sont identiques en tout point de la ROI.

- Le systéme est a 1’état d’équilibre (k1, k2, k3, k4 et la concentration du glucose
dans le plasma sont constants dans le temps).

- Les concentrations de glucose et de '*F-FDG dans le plasma artériel sont égales

a leurs concentrations plasmatiques dans les capillaires.
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Avec ce modéle compartimental, la concentration de '"*F-FDG (kBg.mL™) dans la ROI

est donnee par la formule suivante :
t
FDG(t) = kl-f Cq(t).d; + V. Co(t)
0

Avec :

et:
C,(t) : Concentration artérielle de '*F-FDG & un instant t (en kBg.mL™).
Vp : Fraction de volume plasmatique dans le VOI (sans unité).

K : constante d’entrée du "*F-FDG dans le VOI exprimée en min™.

L’analyse compartimentale complete est la méthode la plus précise pour quantifier la

concentration tumorale de '*F-FDG. Cependant, elle présente des inconvénients :

- Elle nécessite de connaitre 1’évolution dans le temps de la concentration
artérielle de '"F-FDG (fonction d’entrée artérielle), ce qui implique d’étre invasif. Une
alternative consiste a I’estimer a partir d’une ROI artérielle tracée sur les images TEP.

- Une acquisition d’images dynamiques TEP a partir du moment de I’injection et
pendant une durée d’environ 60 minutes pour mesurer I’évolution de la concentration de
'SE_-FDG dans la ROI & chaque instant.

2.4.3. Analyse cinétique simplifiée de Patlak

Bien qu’il s’agisse de la méthode de référence pour la quantification en TEP, 1’analyse
compartimentale s’avere complexe a réaliser et peu adaptée a la quantification en routine

clinique.

Des méthodes d’analyse cinétiques simplifiées ont été développées, la plus utilisée en
recherche étant celle de Patlak [162]. Il s’agit d’une analyse graphique basée sur une
régression linéaire. Dans ce modele k4 est négligee et k; est obtenu en calculant la pente de
la partie linéaire (entre 20 et 60 min aprés injection du '®F-FDG) du graphique ou
Cu(t)/ Ca(t) (avec C,t)= Concentration tumorale de '®F-FDG a un instant t (en kBg.mL’

!y est tracé par rapport a fot C,(t)dt / C,(t) (figure 30). La seule hypothése est que la
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cinétique du traceur peut étre approcheée par un modeéle a 2 compartiments : le premier
«central » et réversible, qui est rapidement a 1’équilibre avec le plasma, le second

« périphérigue », ou le traceur entre de maniére irréversible pendant 1’acquisition.

Cette méthode graphique nécessite une acquisition dynamique simplifiée, débutant 15
a 30 minutes apres injection du radiotraceur, avec une cadence d’acquisition d’images
allongée par rapport a 1’analyse cinétique compléte. Le prélévement artériel pour
déterminer C,(t) reste théoriquement nécessaire mais, en pratique, il est possible de se
contenter de prélévements veineux de sang artérialisé en chauffant le bras aux environs de
44° C. Un autre avantage de cette méthode est qu’elle est moins sensible au bruit que
I’analyse cinétique compléte. Il est de ce fait possible de créer des images paramétriques
des Ki [163, 164].

En conclusion, la simplicité d’obtention du SUV explique qu’il soit le seul paramétre
largement adopté en routine clinique. Afin de valider sa fiabilité, certaines études ont
comparé la semi-quantification par le SUV a la quantification fournie par les méthodes
d’analyse cinétique plus complexes (analyse compartimentale et Patlak). Les résultats
obtenus mettent en évidence une bonne corrélation entre les mesures semi quantitatives du
SUV et la mesure de Ki obtenue avec I’analyse graphique de Patlak [165]. La
reproductibilit¢ du SUV a elle aussi été largement étudiée : une méta-analyse récente de
Langen et al. a montré que la reproductibilité du SUV était de 1’ordre de ~30% [166]. La

reproductibilité s’est avérée meilleure pour le SUV eqk.
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Figure 30 : représentation graphique d’une analyse de Patlak de la fixation tissulaire
""E-FDG (schéma extrait du site du logiciel pmod: http://doc.pmod.com)

2.5.  Mesure de la perfusion tumorale avec le **F-FDG

2.5.1. Par I’analyse cinétigue compartimentale

Comme décrit précédemment, le modele d’analyse compartimentale & 3 compartiments
permet de calculer la constante de transfert k;, représentant la passage du '*F-FDG depuis
le compartiment plasmatique vers le compartiment intra-cellulaire. Plusieurs études ont
montré que, dans le cancer du sein, cette constante de transfert k1 obtenue avec le '*F-
FDG est fortement corrélée avec le k1 obtenu avec le radiopharmaceutique H,O' (r=0.84
dans 1’é¢tude de Zasadny et al.), qui est la référence pour le calcul de la perfusion tissulaire
en TEP [109, 110, 167]. Ces <¢études suggerent donc que [’analyse cinétique

compartimentale du '*F-FDG puisse apporter des informations sur la perfusion tumorale.

2.5.2. Par la méthode de Mullani

Ce modele, basé sur celui de Kety, a été proposé par Mullani et al. pour 1’évaluation du
flux sanguin en TEP avec des radiotraceurs autre que ’*>0O-H,0. Simple et fiable, il a
initialement été validé pour la détermination du flux myocardique avec le ®Rubidium

[168] puis étendu & la mesure de la perfusion tumorale avec le **F-FDG [169].

Comme pour 1’*°0-H,0, la mesure du flux sanguin tumoral consiste en une acquisition

dynamique dans les premiéres minutes aprés injection du *F-FDG, reflétant le premier
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passage du traceur. L’hypothése est que, lors du premier passage du traceur, il existe un
laps de temps pendant lequel le traceur n’a pas encore quitté la région d’intérét, et pendant
lequel la concentration veineuse du traceur est encore nulle. Pendant cette période, la
mesure de la perfusion peut étre obtenue dans tout organe avec n’importe quel traceur a
condition de connaitre sa cinétique de diffusion, son extraction et la concentration artérielle

du traceur.

Pour le ®F-FDG, D’extraction tumorale est considérée comme compléte (coefficient
d’extraction = 1) [169].

L’hypothése de Mullani est donc que, si le temps de mesure t est inférieur au temps de
transit du traceur (ty), la concentration veineuse du traceur est nulle. En utilisant un modeéle
mono-compartimental, I’équation pour donner la quantité Q(t) de traceur au temps t peut

alors se simplifier de la maniére suivante :

s1t<ty

t t

Q) = J'F.Ca(t)dt —J F @26t dt

t

Q(t) est la quantité de traceur dans le tissu au temps t

F est le flux sanguin dans le tissu au temps t, considéré comme constant.

Ca(t) et Cv(t) sont les concentrations artérielle et veineuse du traceur au temps t
tq représente le temps de transit du traceur a travers le tissu

Donc

Q)

J Ca(t)dt

0

F =

Par ailleurs, I’erreur de mesure de la perfusion due a la statistique de comptage peut
étre minimisée quand le numérateur et le dénominateur de 1’équation sont a leur valeur
maximale. Il faut donc définir I’instant ty, appelé «temps du pic artériel ». Il s’agit du
temps ou I’apport artériel dans le volume d’intérét cesse et la sortie du traceur est encore
nulle (donc ty, < tg). A ce moment précis, la totalité de 1’activité se situe dans la région
d’intérét tumorale, dans le champ de vue de la caméra. Le nombre total de coups detectés

atteint alors un maximum.
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L’équation générale du flux au premier passage peut ainsi étre modifiée par 1’équation

suivante, permettant d’obtenir la perfusion durant le pic artériel ty, :

Q(tm)

tm

J Ca(t)dt

La validité du modéle de la perfusion au temps du pic artériel dépend de la relation
entre le temps t,, et le temps de transit tg. Le temps de transit est plus long si le traceur

traverse la paroi capillaire et s’il passe dans le secteur intracellulaire et interstitiel.

L [Q(1)
- /

f Ca(t)dt

Figure 31 : Représentation des volumes d’intérét aortique (en rouge) et tumoral (en vert)
tracées sur I’image fusionnée TEP-TDM et sur I’image TEP dynamique pour estimation de la
fonction d’entrée artérielle du systéme (VOI aortique en rouge) et la mesure de ’activité tumorale
en fonction du temps (VOI tumoral en vert).
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Figure 32 : Evolution de D’activit¢é du traceur en fonction du temps, mesurée lors d’une
acquisition dynamique (acquisition toutes les 5 secondes) dans le VOI aortique (fonction d’entrée
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du modele de Mullani). Visualisation du phénomene de recirculation aortique et définition visuelle
du temps t,.
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Figure 33 : Evolution de I’activit¢ du traceur en fonction du temps, mesurée lors d’une
acquisition dynamique dans le VOI tumoral. Mesure de Q(tm) = quantité de traceur dans la tumeur
au temps tp,.

Ainsi, la perfusion tumorale peut étre estimée a partir de cette équation pour tout

instant t,,< ty en divisant la radioactivité totale mesurée au niveau de la région d’intérét

tumorale au temps tn (Q(tm)) par I’intégrale de la concentration artérielle du traceur du

tm

temps 0 au temps tp, ( j F.Catdt ) qui représente 1’apport de traceur au cours du temps a

0
I’organe cible. Mullani et al proposent une technique permettant d’estimer de maniére non
invasive cette fonction d’entrée artérielle en mesurant la radioactivité au cours du temps

dans une région d’intérét centrée sur 1’aorte [169].

Pour appliquer ce modéle de Mullani, une acquisition dynamique de 2 minutes doit
étre réalisée immédiatement apres injection d’un bolus de BE.FDG, avec un

échantillonnage des images toutes les 5 ou 10 secondes.

Mullani a montré une bonne corrélation entre les mesures de perfusion tumorale
obtenues avec du '®F-FDG et de 1’*°0O-H,O [168, 169]. Cette méthode a été récemment
appliquée a 1’évaluation de la perfusion tumorale dans les néoplasies hépatiques [170].

Une étude menée par A. Cochet et al. [171] a montré une bonne corrélation entre la
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perfusion tumorale mammaire mesurée en TEP au ‘*F-FDG par le modéle de Mullani et les

marqueurs immuno-histochimiques de 1’angiogenese.

L’intérét de ce modele de Mullani est de permettre une mesure conjointe du
métabolisme glucidique tumoral et de la perfusion tumorale, sans avoir recours a la TEP a
1"°0-H,0, peu accessible, et avec une méthode d’acquisition nettement plus rapide que

celle de I’analyse compartimentale compléte décrite précédemment.

Ce modeéle a été utilisé dans 1’article présenté chapitre IV, Paragraphe 4.

2.6. Mesure du volume tumoral

La mesure du volume tumoral métaboliquement actif (VMA) en TEP au *8F-FDG est
également une approche intéressante pour le développement de nouveaux parametres
métaboliques d’ordre pronostique [172] ou prédictif de la réponse [173], le suivi
thérapeutique [156], et la définition des contours des GTV (Gross Tumor Volumes) en
radiothérapie [174]. L’activité tumorale glycolytique totale (TLG pour Total Lesion
Glycolysis), qui correspond au produit du VMA par le SUV ean des voxels intra-tumoraux,
est un parameétre trées utilisé pour appréhender le volume tumoral métaboliquement actif : il
présente une bonne valeur pronostique pré-thérapeutique, notamment dans le lymphome
[177]. L utilité potentielle du VMA ne se limite pas & la TEP au **F-FDG mais pourrait
s’appliquer a d’autres radiotraceurs plus spécifiques, tels que la BEFLT, permettant de
visualiser la prolifération cellulaire, ou le *|F-FMISO pour mesurer I’hypoxie. La
définition d’un volume cible biologique pour ces traceurs pourrait en effet étre
particulierement intéressante en radiothérapie pour identifier des régions plus agressives ou
radio-résistantes. Le développement de nouvelles techniques d’irradiation ciblée telle que
la radiothérapie conformationnelle par modulation d’intensité (RCMI) et la possibilité
d’escalade de dose font de la définition du volume tumorale métabolique un enjeu majeur

pour optimiser le traitement des patients.

Diverses méthodes de définitions du VMA sur les images TEP ont été développées,
plus ou moins complexes, sans qu’aucune ne se Soit encore imposée comme méthode de

référence pour quantifier de maniere rapide, fiable et reproductible le VMA.

2.6.1. Méthodes de seuillages fixes

Avec ces méthodes, les contours du volume tumoral sont définis a partir de seuillages

fixes : les voxels dont I’intensité est supérieure a une valeur seuil sont considérés comme
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appartenant au volume tumoral. Ce seuil est généralement une valeur absolue de SUV
(SUV > 2,5) ou un seuil relatif au voxel d’intensit¢é maximum (souvent 40 ou 41% du
SUVnmax) [175]. Les méthodes de seuillages fixes sont les plus utilisées dans les
publications étudiant le volume tumoral métabolique car elles ont I’avantage d’étre rapides
et tres simples a utiliser. 1l apparait cependant de plus en plus évident que la méthode de
seuillage utilisant une valeur absolue de SUV est a proscrire du fait de la variabilité inter-
centre des SUV. Elle a par ailleurs tendance a surestimer le volume tumoral du fait de

I’inclusion de voxel appartenant au bruit de fond extra-tumoral.

La méthode d’un seuil fixe a 41% du SUVnax a €té tres utilisée dans les études
cliniques, notamment pour la pathologie lymphomateuse hodgkinienne et non-
hodgkinienne, avec une bonne reproductibilité inter-observateur [176]. Une étude de
Kanoun et al. a inclu 59 patients consécutifs présentant un lymphome de hodgkin (tous
stades confondus) [177]. Les résultats montrent que le VMA pré-thérapeutique est prédictif
de la survie sans progression a 4 ans (seuil = 225 cm®), avec une valeur pronostique
supérieure a celle du « Bulky » défini par le TDM (masse tumorale médiatisnale supérieure
a 10cm de diametre). La méme méthode de définition du volume tumoral, appliquée aux
patients présentant un lymphome B diffus a grandes cellules a montré que le VMA est
également prédictif de la survie sans progression et de la survie globale a 3 ans (seuil = 550
cm®) [178].

Cependant, les méthodes a seuillage fixe reposent sur des hypotheses simplificatrices,
et plusieurs études ont démontré leur manque de robustesse [179]. En effet, concernant le
seuil relatif, la définition du seuil tumoral dépend uniquement de la valeur du voxel
d’intensité¢ maximum (SUVnax), qui est particulierement sensible au bruit dans 1’image
ainsi qu’a I’hétérogénéité tumorale. Une faible variation du SUV 5« @ pour conséquence
une variation importante des contours tumoraux. De plus, pour la détection de Iésions avec
un faible contraste, ce type de seuillage a tendance a inclure les voxels du fond dans la
région d’intérét, surévaluant le volume métabolique. Enfin la grande hétérogénéité de
valeurs de seuils indiqués dans les publications (de 20 a 75% du SUV maximum), accentue
la variabilité liée aux méthodes de seuillages fixes. En I’absence de standardisation, ces
approches peuvent difficilement étre utilisées dans le cadre d’études multicentriques. Ces
techniques sont peu fiables dans les situations complexes, notamment de distribution

hétérogéne du radiotraceur dans le volume tumoral.

91



Pour toutes ces raisons, ces différentes méthodes ne font pas consensus et une
segmentation manuelle reste souvent préférable a un seuillage fixe pour la définition du

volume tumoral cible en radiothérapie [180].

2.6.2. Meéthodes de segmentation automatique

Des approches automatiques plus complexes ont été développées pour délimiter le
volume tumoral métabolique en imagerie TEP. Parmi elles, 1’algorithme des K-moyennes
(K-means), dans lequel les voxels de I’image sont répartis en différentes classes selon un
critere donné, généralement baseé sur leur intensité : une classe est associée au fond de
I’image, tandis qu’une autre correspond aux fixations pathologiques. Cette approche est
cependant généralement trop simpliste du fait de la complexité de 1’image TEP (fixation
tumorale hétérogéne, fixations physiologiques... ). Une méthode, dérivée de 1’algorithme
des K-moyennes et appelée Fuzzy-C-means (FCM) a été développée [181]; elle s’appuie
sur une théorie mathématique des ensembles flous. Cette méthode considére que les voxels
peuvent appartenir a plusieurs classes de l’image. Le principal inconvénient de ces
méthodes réside dans le fait que la classification ne repose que sur I’intensité des éléments
de volume sans prendre en compte I’information spatiale, ce qui la rend sensible au bruit et
a I’hétérogénéité d’intensité des voxels tumoraux. Cependant, cet algorithme a récemment
été amélioré et peut désormais intégrer une information spatiale, ce qui le rend plus robuste

pour délimiter le volume de tumeurs métaboliquement hétérogénes [182].

Par ailleurs, la méthode de definition du volume tumoral appelée FLAB (Fuzzy
Locally Adaptive Bayesian) [183] est une approche probabiliste qui permet une
classification floue en considérant un modele adaptatif prenant en compte le voisinage des
voxels, combiné a une estimation des parametres de 1’observation. L’algorithme FLAB a
été validé sur des études sur fantdmes, mais également sur des patients [173, 183] ou dans
le cadre d’études pronostiques sur la réponse au traitement, notamment dans le cancer du

sein de phénotype luminal [184].
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Figure 34: Image extraite de D’article de Zaidi et al. [185], montrant, pour une méme image
TEP du métabolisme glucidique d’un carcinome épidermoide laryngé, la différence de résultats de
9 méthodes de segmentation d’image pour définir le volume tumoral. Le volume tumoral
histologique est donné comme référence. Les méthodes automatiques donnent des résultats plus
proches de la réalité histologique que les méthodes utilisant des seuillages fixes ou adaptatifs.
Parmi les méthodes automatiques utilisées, I’algorithme FCM intégrant information spatiale donne
le meilleur résultat. Pour plus de détail sur les méthodes de segmentation utilisées, voir 1’article de
Zaidi et al. [185].

La TEP au ®F-FDG en sénologie

3.1. Fixation mammaire physiologique du *F-FDG

Le tissu mammaire sain fixe le '*F-FDG de fagon modérée et variable. La densité du
tissu mammaire est a 1’origine de cette fixation significative. Le statut hormonal a
¢galement une influence : les femmes non ménopausées ou les femmes ménopausées
bénéficiant d’un traitement substitutif ont une fixation du '*F-FDG dans le tissu mammaire
significativement plus élevée que les femmes ménopausées sans traitement substitutif. Ces
hyperfixations physiologiques restent cependant d’intensité treés modérée (SUV max moyen
¢gal a 1.4 pour le tissu mammaire dense) [124]. La lactation induit ¢galement une fixation

intense et diffuse de la glande mammaire [186].
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3.2. Indications de la TEP pour le bilan initial du cancer du sein

3.2.1. Mise au point sur les recommandations actuelles

3.2.1.1. Standards Options Recommandations (SOR) de janvier 2006

Le groupe de travail SOR conduit en 2006 par P. Bourguet [187] recommande cet
examen en option selon un niveau de preuve B2 pour le bilan d’extension locorégional et a
distance, et avec un niveau de preuve A en cas de suspicion de récidive locale ou
métastatique. La TEP n’est pas indiquée pour le diagnostic de malignité des tumeurs
mammaires (niveau de preuve A) et la recherche de micro-métastases ganglionnaires
(niveau de preuve B2). Pour I’évaluation des traitements, et notamment de la
chimiothérapie néo-adjuvante, les données de la littérature ne semblaient alors pas

suffisantes pour établir des recommandations dans cette indication.
3.2.1.2.  Recommandations de I’Institut National du Cancer (INCa)

L'INCa et la Société francaise de Sénologie et de Pathologie Mammaire (SFSPM) ont
publié en juillet 2012 des recommandations professionnelles concernant la prise en charge
thérapeutique du cancer du sein infiltrant non métastatique. Concernant 1’indication du

bilan d’imagerie, il est mentionné que :
Un bilan d'imagerie d'extension est recommandé :

- pour les tumeurs ¢T3-T4 ou cN+

- apres chirurgie, si envahissement ganglionnaire macro-métastatique confirmé.
Le bilan de premiere intention repose sur l'une des options suivantes :

- radiographie de thorax, échographie abdominale et scintigraphie osseuse.

- Tomodensitométrie (TDM) thoraco-abdominale et scintigraphie osseuse.

- TEP-TDM au '*F-FDG.

La TEP au '®F-FDG est donc une des 3 options d’imagerie possible pour réaliser le
bilan d’extension. Les études retenues par la revue de la littérature faite par les experts de
I’Inca tendent & montrer des meilleures performances de la TEP-TDM au '*F-FDG pour la
détection de métastases a distance en comparaison a la scintigraphie osseuse, la
radiographie thoracique, 1’échographie hépatique et la TDM (niveau de preuve C), mais
des limitations méthodologiques réduisent la portée de ces conclusions. Par ailleurs, il est
précisé que, a ce jour, aucune ¢tude ne permet d’évaluer I’impact qu’aurait la découverte

précoce de métastases asymptomatiques sur I’évolution de la maladie.
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3.2.1.3.  Guide du bon usage des examens de la Haute Autorité de Santé

Le guide du bon usage des examens d’imagerie médicale est un référentiel de bonnes
pratiques a 1’usage de tous les médecins qui sont amenés a demander ou a réaliser des
examens d’imagerie médicale pour la prise en charge de leurs patientes [188]. Publié en
2005 et régulicrement mis a jour, ce guide est le fruit d’un travail coopératif entre de
nombreux professionnels issus de la Société Francaise de Radiologie (SFR) et de la Société

Francaise de Médecine Nucléaire (SFMN).

Concernant le bilan initial des cancers a risque ¢levé de métastases, des cancers
inflammatoires et des cancers localement avancés (stade IIIA, IIIB et au-dela) (annexe 2 :
classification UICC du cancer du sein) , ou en cas de signe(s) d'appel clinique, les

recommandations sont les suivantes :

- La TEP/TDM au '""F-FDG réalise le bilan d'extension métastatique ganglionnaire
extra-axillaire (mammaire interne, sous pectoral, sus et sous claviers), des métastases
viscérales ou osseuses occultes, des cancers localement avancés (stade III) ou
inflammatoires (stade T4d). Role potentiel dans les stades IIB. L’examen est plus sensible
que la TDM.

- La TEP est indiquée a partir du stade T3N1 mais discutée pour les stades TINI (stade
ITA) et T2N1 (stade 1IB).

- évaluation thérapeutique : la TEP/TDM au '*F-FDG est utile pour évaluer l'efficacité
de la chimiothérapie et de 'hormonothérapie. Elle peut étre utile en phase néo-adjuvante et

métastatique.

3.2.1.4. Recommandations du National Comprehensive Cancer Network

Dans la derniére mise a jour de 2013, Le National Compréhensive cancer network
(NCCN) recommande une TEP /TDM uniquement comme examen optionnel pour les
femmes présentant un stade III [189]. Il y a cependant un débat actuel pour savoir si la
classification TNM est le seul critére pour définir I’indication de la TEP au '*F-FDG. 1l est
par exemple connu que les femmes jeunes présentent des cancers du sein plus agressifs
avec un risque plus ¢€levé d’atteinte métastatique [190]. Ainsi, Riedl et al. a publi¢ une
¢tude suggérant un bénéfice de la TEP pour les patientes de stade IIB (en imagerie
conventionnelle) mais agées de moins de 40 ans, puisque 17% d’entre elles étaient

finalement diagnostiquées métastatiques (stade IV) par la TEP, sans aucun faux positif. Par
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contre, seulement 5 % des patientes de moins de 40 ans avec une tumeur initialement stade

I ou I1A étaient reclassées en stade IV par la TEP [191].

3.2.2. Détection et caractérisation de la Iésion mammaire primitive.

La fixation intense du '*F-FDG dans les cancers du sein refléte la densité et le
métabolisme des cellules tumorales viables au sein de la tumeur (figure 35) [192]. Du fait
de sa résolution spatiale limitée (environ 5mm), la sensibilité¢ de la TEP au '*F-FDG pour
détecter une 1ésion mammaire primitive a un stade précoce est nettement en deca de celles
de la mammographie, de 1I’échographie et de I'IRM mammaire. Elle est évaluée a moins de
50% pour les tumeurs mammaires infra-centimétriques [193]. De plus, des tumeurs supra-
centimétriques peuvent ne pas étre détectées du fait de leur faible captation du '*F-FDG : il
s’agit généralement des carcinomes lobulaires ou des cancers de phénotype luminal
(hormono-sensibles et sans surexpression de HER2), bien différenciés, avec une expression
de Ki-67 et un score SBR faibles [194, 195]. La spécificité et la valeur prédictive positive
de la TEP peuvent aussi parfois étre prises 4 défaut : une captation modérée du '*F-FDG
par les fibroadénomes [196], des foyers de cytostéatonécrose [197], ou des dysplasies
fibreuses [198] ont été décrites. Les mastites infectieuses ou I’inflammation secondaire a
une hémorragie intra-mammaire sont également hyperfixantes [199].

Une méta-analyse de Samson et al, publiée en 2002 et menée sur 606 patientes, a
évalué les performances de la TEP au '*F-FDG pour le diagnostic de malignité d'une 1ésion
suspecte chez des patientes présentant une mammographie anormale ou une masse
palpable au niveau du sein [200]. Elle reprend les données de 13 études (dont 9 études
prospectives) publiées entre janvier 1966 et mars 2001. Elle a permis d'estimer la
sensibilit¢ de la TEP au '*F-FDG a 88 % et sa spécificité a 79%. Comparativement & I'IRM,
Heinisch et al. montrent un manque de sensibilité de la TEP au '*F-FDG (68% pour la TEP
versus 92 % pour I'IRM) [201]. Dans cette étude, la supériorité de 1'IRM est surtout vraie
pour les tumeurs infra-centimétriques et les formes lobulaires.

Par la suite, I’ajout d’un TDM non injecté systématiquement couplé a 1’acquisition
TEP n’a pas amélior¢ la sensibilité ni la spécificité de I’examen. Celui-ci n’apporte en effet
pas d’aide pour la distinction des tumeurs bénignes et malignes.

Afin d’améliorer la sensibilité de la TEP, certains auteurs ont montré 1’utilité d’une
deuxiéme acquisition 2 heures apres I’injection du traceur (« dual-time imaging ») : la

fixation tumorale du '"*F-FDG par les lésions malignes semble croitre en fonction du temps,
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contrairement aux 1ésions bénignes [202]. Cependant, ce protocole d’acquisition est long et
sa performance n’a pas été confirmée par de plus larges études.

Au total, la TEP au '®*F-FDG n’est pas assez sensible pour pouvoir étre utilisée pour le
dépistage du cancer du sein, et sa valeur prédictive positive pas assez élevée pour surseoir
a une biopsie en cas de fixation d’une lésion mammaire.

Peu d’études ont évalué le réle de la TEP pour déterminer le stade T de la tumeur
(classification TNM 2010, annexe 1). Il apparait que, du fait de sa résolution spatiale
limitée, la TEP au "®F-FDG est moins performante que I’IRM pour la stadification [203].
Heusner et al. ont mis en évidence sur une population de 40 patientes que I'IRM
mammaire permet une classification correcte du stade T dans 77% contre seulement 54%
des cas pour la TEP-FDG [203]. Concernant la recherche de multifocalité, Ergul et al. ont
montré que la TEP au '®F-FDG posséde une sensibilité de détection inférieure a I’IRM
(67% versus 78%) mais une spécificité nettement supérieure (100% versus 53%) [204].
Dans cette étude, le gold standard était I’analyse histologique. Pour cette raison, I’imagerie
combinée TEP-IRM semble étre un examen prometteur pour la classification T d’une
lIésion mammaire et la recherche de multifocalité [205]. Par ailleurs, les systémes TEP
haute résolution, dédiés a 1’imagerie mammaire (mammo-TEP), ont montré une nette
amélioration de la sensibilité¢ de détection des 1ésions mammaires primitives multifocales,
avec une sensibilité équivalente, mais une spécificité un peu supérieure a I’IRM mammaire
(Cf paragraphe 1.6 du chapitre II). Une méta-analyse récente de Caldarella et al. conclut a
une sensibilité et une spécificité de 85 et 79% de la mammo-TEP, comparables a celles de

I’IRM mammaire [206].
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Figure 35: TEP/TDM au "F-FDG chez une patiente présentant un cancer mammaire T2NO.
L’examen montre une fixation tumorale intense du F-FDG. (A) : coupe axiale TEP. (B) : coupe
axiale TDM. (C) : coupe axiale fusionnée TEP-TDM. (D) coupe sagittale fusionnée TEP-TDM.

3.2.3. Bilan d’extension locorégional

3.2.3.1.  Envahissement axillaire
3.2.3.1.1. Cancer du sein de petite taille, inférieure a 2 cm

L'envahissement ganglionnaire du creux axillaire a une valeur pronostique péjorative
pour la survie sans événement et la survie globale. Pour les tumeurs opérées d’emblée, son

évaluation est effectuée lors du geste chirurgical.

En raison de sa résolution spatiale limitée, la TEP au '*F-FDG ne met pas en évidence
les micro-métastases et les métastases ganglionnaires de petite taille. Dans une étude
prospective multicentrique incluant 360 patientes présentant une tumeur mammaire de
diagnostic récent, avec intention de curage ganglionnaire axillaire [207], la sensibilité et la
specificité de la TEP pour I’évaluation de 1’envahissement ganglionnaire axillaire étaient
respectivement de 61% (95% IC= 54%-67%) et 80% (95% IC= 50%-79%). De méme, une
méta-analyse ayant inclue 26 études évaluant la TEP ou la TEP/TDM pour la détection de
I’envahissement ganglionnaire axillaire (n = 2591 patients) a montré une sensibilité de

63% (range 20-100%) et spécificité¢ de 94% (75-100%) [208](5).

Du fait de la faible probabilité d’envahissement axillaire pour les tumeurs mammaires

de petite taille (<2cm) et de la sensibilité imparfaite de 1I’examen, la TEP au BE-FDG n’est
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pas indiquée pour le bilan d’extension des tumeurs mammaire de moins de 2cm, sans

envahissement ganglionnaire a I’examen clinique (stade I de la classification UICC).

La technique du ganglion sentinelle présente une excellente sensibilit¢ pour la
détection de I’envahissement axillaire homolatéral, associée a une faible morbidité. Elle est

le gold standard pour les néoplasies mammaires a un stade précoce [209].

Dans un groupe de 236 patientes, Veronesi et al. [210] ont confirmé une faible
sensibilité¢ de la TEP (37%) pour la mise en évidence de 1’envahissement ganglionnaire
axillaire, mais calculé une forte spécificité (96%) et valeur prédictive positive (88%). Du
fait de cette spécificité élevée, ils proposent de surseoir a I'étude du ganglion sentinelle et
de programmer d'emblée un curage axillaire si une TEP pré-thérapeutique montre un foyer
hypermétabolique axillaire. Si la TEP est négative, I'é¢tude du ganglion sentinelle ne peut

étre évitée. Une étude plus récente confirme ces données [211].

3.2.3.1.2. Cancer du sein de grande taille ou localement avance

Les tumeurs mammaires de grande taille ou localement avancées sont le plus souvent
traitées par une chimiothérapie néo-adjuvante. Le curage axillaire, réalisé dans un second
temps, peut revenir négatif en raison de l'efficacité de la chimiothérapie néoadjuvante. Or,
la connaissance d'un envahissement initial du creux axillaire peut étre une information
importante, notamment pour guider les champs de radiothérapie. Cermik et al ont montré
que la sensibilité de l'examen s'accroit avec I’importance de l'envahissement axillaire :

41% pour pTN1, 67% pour pTN2 et 100% pour pTN3 [212].

Le couplage TEP-TDM est particuliecrement performant [213, 214] et permet de
corriger les faux positifs comme un hypermétabolisme de la graisse brune ou d'un muscle
[215]. Le TDM permet de localiser précisément les adénopathies métastatiques (figure 36).
Il est ainsi possible de différencier une adénopathie axillaire du niveau III de Berg (région
infra-claviculaire, supéro-médiale par rapport au muscle petit pectoral) d'une adénopathie
plus bas située (niveaux I et II). Cette information n'est habituellement pas apportée par le
curage ganglionnaire qui se limite au niveau I et II, un curage du niveau III étant source de
morbidité é€levée. Or, plusieurs séries chirurgicales ont montré qu'une adénopathie de
niveau III est associée a un mauvais pronostic [216, 217] et nécessite une prise en charge

adaptée.
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Plusieurs études ont rapporté I'utilité de la TEP (avec ou sans TDM associé¢) pour le
bilan d’extension des patientes présentant un cancer du sein large (>3cm), localement
avancé ou inflammatoire [213, 218-221]. Groheux et al. ont montré un faible intérét de la
TEP au "F-FDG pour le bilan d’extension des patientes avec un cancer classé IIA par
I’imagerie conventionnelles (4.5% de modification du résultat du bilan d’extension par la
TEP), comparativement aux patientes avec un stade plus élevé, suggérant donc un intérét
du bilan d’extension TEP a partir du stade I1IB [213]. Comparativement a ces résultats, une
étude de Cochet et al. sur 142 patientes montre un impact de la TEP sur la prise en charge
des patientes particuliérement important a partir du stade III (17% de modification du
schéma thérapeutique pour les tumeurs initialement de stade III et 24% pour le stade 1V),
mais non négligeable pour les stade IIA (9%) et I1IB (7%). Environ 35% des patientes avec

un stade tumoral initialement ITA ou IIB étaient différemment reclassées par la TEP.

Au total, la TEP est un examen performant pour le bilan d’extension des tumeurs
mammaires larges ou localement avancées, particulierement utile a partir du stade IIB.

L’intérét pour les tumeurs I1A nécessite de plus larges études prospectives.

Figure 36: Hypermétabolisme glucidique de la tumeur mammaire gauche et détection d’une
adénopathie unique, infra-centimétrique axillaire gauche.
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3.2.3.1.3. Comparaison aux autres modalités d’imagerie.

Une méta-analyse récente, incluant 7 études (n= 8762 patientes), a confirmé une
sensibilité a 56% [95% IC= 44% - 67%] et une spécificité a 96% (95% IC = 90% - 99%)
du systétme TEP/TDM pour 1’évaluation ganglionnaire [222]. Dans cette étude, La TEP-
TDM présente une sensibilité inférieure (56% vs 88%), mais une spécificité supérieure
(96% vs 73%) a I’IRM pour 1’évaluation ganglionnaire [222]. La performance de la TEP
pour I’évaluation axillaire n’est également pas supérieure a celle de 1’échographie [223]. 11
a par ailleurs ét¢ montré qu’une imagerie couplée TEP-IRM permet d’augmenter la

fiabilité de la détection d’un envahissement ganglionnaire axillaire [205].

3.2.3.2. Envahissement extra-axillaire

Le statut ganglionnaire extra-axillaire est certainement sous-évalué par les techniques
d'imagerie conventionnelle et n'est généralement pas évalué par la chirurgie. Cependant,
des ganglions sus-claviculaires et mammaires internes peuvent étre envahis méme si le
creux axillaire est indemne de maladie. Cela est probablement plus fréquent pour les
tumeurs localisées au niveau des quadrants internes du sein [224]. Une meilleure
¢valuation initiale de I’envahissement des aires ganglionnaires extra-axillaires pourrait
permettre d'effectuer un traitement locorégional plus adapté (notamment en ajustant les
champs de radiothérapie) et de diminuer ainsi le risque de récidive. La TEP apparait
intéressante pour évaluer le statut ganglionnaire extra-axillaire, et notamment la chaine
mammaire interne (figure 37) [212] avec une sensibilité d'environ 85% contre 50% pour
I'évaluation scanographique [225]. En 2010, une étude de Aukama et al, ayant inclus 60
patientes, a montré que la TEP-TDM détecte un envahissement ganglionnaire extra-
axillaire pour presque un tiers (28%) des patientes présentant une tumeur mammaire de
stade II ou III, non évaluables en échographie, et impliquant un changement des champs de

radiothérapie pour 12% des patientes [226].
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Figure 37 : Iésion tumorale dans le quadrant supéro-interne du sein gauche, associée a une
adénopathie mammaire interne homolatérale de 5 mm.

3.2.4. Bilan d’extension métastatique

L'évaluation de la dissémination métastatique de la maladie est capitale dans la prise
en charge des néoplasies mammaires localement avancées. Les métastases les plus

fréquentes sont osseuses, hépatiques et pulmonaires.

Dés 2002, Dose et al ont comparé la TEP au 18F-FDG, sans TDM associ¢, au bilan
d’imagerie conventionnel (radiographie pulmonaire, scintigraphie osseuse, échographie
hépatique, scanner thoraco-abdominal) pour la détection de métastases chez 50 patientes
présentant un cancer du sein. La sensibilité¢ de la TEP est de 86% et sa spécificité de 86%
contre 36 et 95% pour le bilan conventionnel [227]. Une étude de 2008 menée sur 119
patientes (69 patientes avec une néoplasie mammaire localement avancée et 50 patientes
avec un antécédent de tumeur mammaire) ont retrouvé des résultats comparables avec une
sensibilité et une spécificité de respectivement 87 et 83% contre 43 et 98% pour l'imagerie
conventionnelle, apres confirmation histologique [228]. Le développement et 1’utilisation,
désormais quasi systématique de TDM couplé a la TEP, améliore la performance de
détection des foyers métastatiques, non seulement en surclassant les patientes par rapport
au bilan d’imagerie conventionnel (figure 38), mais parfois également en les sous-classant
[219, 220]. En effet, I’étude de Cochet et al a montré que, pour les patientes avec une
tumeur du sein localement évoluée mais considérée comme non-métastatique par I’examen
clinique et I’imagerie standard (stade II et III), des métastases (stade IV) sont retrouvées

dans une proportion non négligeables de patientes [219][62]. A I’inverse, cette méme étude
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a mis en évidence que 24% (4/17) des patientes considérées métastatiques par 1’imagerie
conventionnelle, ne 1’étaient pas en TEP. L’impact de ce changement de classification sur
la stratification pronostique des patientes est majeure: les patientes considérées
métastatiques par la TEP au '*F-FDG présentent une survie sans progression (SSP) de
seulement 40%, alors que celles considérées comme métastatiques par le bilan d’imagerie
conventionnel présentent une SSP de 63% a 2 ans. La valeur pronostique de la
classification TNM par la TEP est donc supérieure a celle du bilan d’imagerie

conventionnel [219].

Par ailleurs, les cancers du sein inflammatoires (T4d) sont associés a un risque €levé de
métastases viscérales ou osseuses. Selon une étude d’Alberini et al., la TEP/TDM retrouve
des métastases chez 18 des 59 patientes (31%) présentant un cancer mammaire
inflammatoire : seulement 6 des ces patientes métastatiques avaient été diagnostiquées par

I’imagerie conventionnelles [221].

Si I’on s’intéresse séparément aux différents sites métastatiques, le débat sur le manque
de sensibilit¢ de la TEP pour la détection des métastases osseuses, par rapport a la
scintigraphie osseuse, est toujours ouvert. En effet, une étude prospective de 2005 de
Uematsu et al., portant sur 15 patientes ayant bénéficié successivement d'une scintigraphie
osseuse et d'une TEP au '*F-FDG, avait montré une sensibilité de 85 % pour l'analyse
Iésion par 1ésion de la scintigraphie osseuse et de seulement 17 % pour la TEP [229]. Ces
résultats s'expliquaient par la présence d’un nombre élevé de métastases ostéoblastiques ou
la TEP n'est positive que dans 6 % des cas. En revanche, la TEP retrouvait 90 % des 1ésions
lytiques. A L’inverse, si la scintigraphie osseuse retrouvait 92 % des métastases
ostéoblastiques, elle ne permettait de distinguer que 3.5% des formes purement
ostéolytiques. Les formes mixtes étaient détectées par la TEP dans 95 % des cas. Dans
'étude de Gallowitsch et al. [230], datant de 2003, la TEP apparaissait également moins
sensible que la scintigraphie osseuse (61 versus 97 %). La encore, ce résultat est expliqué
par la nature ostéo-sclérotique des Iésions. La conclusion de ces études est que, en raison
de sa faible sensibilité de détection des métastases ostéoblastiques, la TEP au '*F-FDG ne
peut se substituer a la scintigraphie osseuse, et que ces deux examens apparaissent
complémentaires. Cependant, pour ces 2 études, la TEP ne disposait pas de systtme TDM
embarqué. L’imagerie hybride TEP-TDM, systématiquement utilisée de nos jours, est
nettement plus performante que I’examen TEP seul pour le bilan osseux. Il permet la
visualisation des 1ésions osseuses condensantes sur le TDM, méme si elles s’averent peu

métaboliques sur la TEP au '*F-FDG. Une étude publié¢e dans le JCO par Morris et al
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montre que la TEP/TDM est performante pour la détection des Iésions osseuses a la fois
condensantes et lytiques, et que la scintigraphie osseuse, dans ce contexte, semble

redondante [231].

A l'avenir, il n'est pas impossible que les bonnes performances de la TEP au fluorure de
sodium (TEP au '®FNa) soient mises a profit pour la détection des métastases
ostéoblastiques. Cependant la question de I’impact pronostic des Iésions osseuses
condensantes non métaboliques en TEP au '"F-FDG reste a élucider : il est en effet
probable que ces Iésions correspondent a des séquelles de métastases peu ou pas actives,

avec un faible impact pronostique.

Figure 38 : petit foyer d’hypermétabolisme, focalis¢ sur 1’aileron sacré droit, unique, sans
traduction sur les images TDM. Le suivi de la patiente a confirmé qu’il s’agissait d’une lésion
métastatique osseuse.

Pour la recherche de métastases pulmonaires, la TEP au '*F-FDG est
vraisemblablement intéressante mais elle souffre de sa résolution spatiale insuffisante. Le
mouvement de la coupole diaphragmatique induit un flou cinétique avec étalement du
signal des lésions des bases pulmonaires (diminution du SUV . de la Iésion et erreur de
localisation). L'imagerie hybride TEP-TDM effectuée avec un scanner en coupes fines, en

fenétre parenchymateuse, permet d'améliorer la sensibilité de détection.

Pour I’envahissement ganglionnaire médiastinal, la TEP est un examen performant. Il
peut toutefois exister des examens faussement positifs, par exemple en cas de tuberculose

ou de sarcoidose.

La TEP est moins sensible que 1'échographie pour la recherche des localisations
hépatiques : la résolution spatiale du systeme, la fixation physiologique hépatique, et les

mouvements du dome hépatique lors du cycle respiratoire sont des facteurs limitants [227].

Du fait du métabolisme glucidique cérébral physiologique, la TEP au '*F-FDG n'est

pas indiquée pour la recherche de localisations secondaires cérébrales.
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Au total, pour les tumeurs du sein localement avancées, la TEP au ""F-FDG est un
examen performant pour rechercher une extension métastatique. Pour autant, il faut en
connaitre les limites. Les faux négatifs sont essentiellement représentés par les métastases
osseuses condensantes et les 1ésions de petite taille, notamment au niveau des parenchymes
pulmonaire et hépatique. L’analyse de ’acquisition TDM couplée a la TEP permet de
nettement limiter ces résultats faux-négatifs. Quant aux faux positifs, ils sont I'apanage des
phénomeénes infectieux et/ou inflammatoires. Malgré ces limitations, la TEP est
aujourd’hui I’examen le plus fiable pour définir le stade UICC de la tumeur et obtenir une

stratification pronostique des patientes en fonction de ce stade (figure 39) [219, 232].
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Figure 39 : Etude de Cochet et al. montrant la stratification pronostique des patientes (survie
sans progression) par I’imagerie conventionnelle (A) et par la TEP-TDM (B) [219].

3.3. Valeur pronostique de la TEP au *F-FDG initiale

3.3.1. Corrélation du métabolisme glucidigue tumoral avec les facteurs pronostiques

clinico-histo-pathologiques

Plusieurs études ont étudié l'influence du type histologique et des facteurs histo-
biologiques (grade histo-pronostic, expression des récepteurs hormonaux....) sur l'intensité
de fixation du '"*F-FDG par la tumeur. Ainsi, la majorité des travaux ont montré que les
carcinomes canalaires infiltrants ont une fixation plus importante que les carcinomes
lobulaires infiltrants, ces derniers pouvant étre source d'examen faussement négatif [233,
234]. La fixation est habituellement trés faible, voire absente, pour les carcinomes intra-

canalaires [234].

Il existe une corrélation positive entre le métabolisme glucidique tumoral et

l'agressivité des cellules néoplasiques, évaluée par le grade histo-pronostique SBR : la
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captation du '®F-FDG est plus importante pour les tumeurs classées SBRIII [234, 235]. Il
existe également une corrélation entre 1’index de prolifération tumorale (expression du

Ki67 en immunohistochimie) et I’intensité de captation du '*F-FDG [233-236].

La surexpression de la protéine p53 constitue un facteur d’agressivité tumorale de
mauvais pronostic [230, 237]. Plusieurs équipes ont mis en évidence une corrélation entre

la captation tumorale du '*F-FDG et le statut tumoral p53 [234, 238, 239].

Le métabolisme glucidique tumoral est par ailleurs trés influencé par le phénotype
tumoral, défini par méthode immuno-histochimiques. Plusieurs publications récentes ont
montré que le phénotype triple négatif présente une fixation du SE-FDG nettement
supérieur aux autres phénotypes. [194, 236, 237, 240, 241]. Cet hypermétabolisme
glucidique intense est expliqué par le caractére agressif et trés prolifératif de ce phénotype
tumoral. A I’inverse, le phénotype luminal-HER2 négatif, caractérisé par une expression
des récepteurs aux cestrogenes et qui une bonne différentiation des cellules tumorales,
présente un index de fixation du '*F-FDG plus faible (figure 40 et 41) [194, 236, 241, 242].

Beaucoup des faux négatifs de la TEP appartiennent a ce sous-groupe [195].

Figure 40 : 1ésion tumorale mammaire droite, de phénotype luminal HER2 négatif , SBR I, KI-
67 = 10% ,présentant un tres faible métabolisme glucidique (SUV = 2,0).

Une ¢étude de Garcia-Esquinas et al., publiée en 2014 et ayant inclus prospectivement
43 patientes avec un cancer mammaire stade II et III, a montré une association significative
entre un SUVmax tumoral élevé et I’absence de récepteurs aux cestrogenes, le phénotype
triple négatif (par rapport aux tumeurs luminales), la surexpression de HER2 (par rapport

aux tumeurs luminales), un grade SBR ¢levé, 1’expression tumoral de Ki-67 [236] .

En conclusion, les données de la littérature convergent en montrant que les carcinomes

canalaires fixent plus le ®F-FDG que les formes lobulaires. L’intensité de la fixation du
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F_FDG est corrélée de fagon positive au grade histo-pronostique et aux caractéristiques
prolifératives de la tumeur. Les tumeurs RE negatives sont plus fixantes que les tumeurs
RE positives. 1l ne semble pas exister de corrélation entre le statut HER2 positif et le taux
de fixation du ®F-FDG. Les tumeurs triple négatives présentent une importante avidité
pour le **F-FDG.

60
50 - L]
40 4
3
£ %
2 °
]
: aa
204 o T‘
"l L ﬁ
0
Luminal A Luminal B HER2+ Luminal B TN

MHER2+ (non luminal) /HER2-

Figure 41 : Etude de Cochet et al. montrant la variation de valeur du SUV pré-thérapeutique
d’un phénotype tumoral a I’autre [219].

3.3.2. Corrélation du métabolisme glucidigue tumoral avec la survie

En évaluation pré-opératoire, Inoue et al. [243] ont effectué une TEP au '*F-FDG chez
81 patientes présentant une tumeur mammaire opérable d’emblée. L'intensité de la fixation
du ""F-FDG (SUVpa) par la tumeur primitive et la présence de ganglions axillaires
hypermétaboliques (80 % des patientes) ont ¢t€¢ comparées a la survie sans récidive. Le
pronostic apparait moins bon dans le groupe présentant un SUV .« supérieur a 4 que dans
le groupe ayant un SUV,, tumoral inférieur a 4 (p=0,011). Le taux de survie sans récidive
a 5 ans est mesuré a 75% dans le premier groupe contre 95,1 % dans le second. La
combinaison du SUV,,,x tumoral et de la présence d’adénopathies hypermétaboliques
axillaires apparait €tre un facteur pronostique indépendant du T et du N clinique. Les
patientes présentant un SUV ,,, tumoral supérieur a 4 associé a un foyer hypermétabolique
du creux axillaire ont présenté un nettement moins bon pronostic que les autres (p < 0,001)
avec une survie sans récidive a 5 ans de 44,4% contre 96,8 %. Cette valeur pronostique
péjorative d’'un SUVmax ¢élevé a également été montrée dans une étude plus récente de

Baba et al. [244].
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3.4. Recherche de récidive(s)

Une récidive du cancer du sein est généralement suspectée en cas de symptomes
cliniques, de ré-ascension des biomarqueurs biologiques sanguins (CA15.3 et ACE). Dans
cette indication, la TEP-TDM au '"*F-FDG est un examen particuliérement performant pour
authentifier et localiser le (ou les) site(s) de récidive, elle est supérieure au bilan d’imagerie
conventionnel, incluant le bilan TDM [245, 246]. Dans un groupe de 52 femmes, la
sensibilité et la spécificité sont respectivement de 93 et 100 % pour la TEP-TDM, de 84 et
100 % pour la TEP seule et de 66 et 92 % pour le TDM injecté seul [247]. Une méta-
analyse sur ce sujet a par ailleurs été publi¢ en 2010, ayant inclus 26 études évaluant la
TEP ou la TEP/TDM dans un contexte de suspicion de récidive du cancer mammaire
[248]. Les conclusions étaient les suivantes :

- La TEP, lorsqu’elle est réalisée en plus du bilan d’imagerie conventionnel,
améliore 1’exactitude du diagnostic de récidive du cancer du sein. Il persiste cependant une
incertitude sur sa place: doit-elle s’ajouter ou se substituer au bilan d’imagerie
conventionnel ?

- La TEP/TDM est supérieure au TDM seul pour le diagnostic de récidive.

- La TEP/TDM est supérieure a la TEP seule pour le diagnostic de récidive.

- La TEP/TDM et la TEP ont un impact significatif sur la prise en charge des
patientes, mais il n’a pour I’instant pas ét¢é mis en évidence d’effet sur la survie des

patientes par rapport aux patientes ayant bénéfici¢ d’un bilan d’imagerie conventionnel.

Ainsi, qu'elle soit effectuée en raison de l'augmentation d'un marqueur ou du fait d'une
suspicion clinique de récidive, la TEP au "E-FDG est un examen performant. Un groupe
d'expert a confirmé cette indication [249], également recommandée avec un niveau de
preuve A par le groupe de travail SOR [187]. Plus récemment, le guide du bon usage des
examens d’imagerie médicale, rédigé par une collaboration d’expert de ’'HAS et des
sociétés francaises de radiologie et de médecine nucléaire, a confirmé 1’indication de la
TEP en cas de suspicion de récidive (clinique, biologique, imagerie suspecte), tout en
mentionnant que La TEP/TDM au '*F-FDG est l'examen le plus sensible pour la détection
des récidives métastastatiques osseuses ou viscérales. Il n’y a cependant pas d'indication de
la TEP dans la surveillance systématique, sauf cas particulier : la TEP/TDM au '*F-FDG
pourrait en effet étre utile dans le suivi des patientes a trés haut risque de rechute (jeune <

40 ans, triple négatif...) apres avis en réunion de concertation pluri-disciplinaire (RCP).
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3.5. Evaluation de la réponse tumorale au traitement néoadjuvant

La TEP au '®F-FDG permet une mesure in vivo du métabolisme glucidique tumoral
ainsi qu’un suivi évolutif de ce métabolisme en cours de chimiothérapie. L’intérét est que
les modifications du métabolisme glucidique tumoral, induites par la chimiothérapie,
précedent la réduction de la taille tumorale observée en imagerie morphologique.
L’évaluation précoce de la réponse tumorale par la TEP au ®F-FDG est depuis plusieurs
annees un domaine trés actif de la recherche clinique, particulierement dans la situation
d’un traitement neoadjuvant. En effet, la chimiothérapie permet d’observer in vivo la
réponse tumorale, offrant ainsi 1’opportunit¢ d’identifier, par des recherches
translationnelles, des facteurs (cliniques, radiologiques, biologiques, moléculaires)

prédictifs ou explicatifs de la qualité de la réponse.

Parmi les marqueurs biologiques ou radiologiques habituels, aucun ne permet de
prédire de maniere précoce et fiable la réponse histologique compléte, facteur de bon

pronostic.

Au cours de la derniere décennie, plusieurs études, ne prenant pas en compte le
phénotype tumoral, ont été menées pour évaluer le role potentiel de la TEP au '*F-FDG,
dans la prédiction précoce de la chimiothérapie néo-adjuvante (tableau 11). Elles ont mis
en évidence une corrélation entre les modifications précoces de la valeur du SUV .« (aprés
une, deux ou trois cures de chimiothérapie) et la réponse finale sur piece opératoire [250-
257]. Trois méta-analyses sur le sujet ont récemment été publiées, montrant toutes une

sensibilité de la TEP supérieure a sa spécificité [258-260].
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Figure 42 : Patiente &gée de 48 ans présentant une tumeur mammaire T2NO. La TEP/TDM au
BE-FDG pré-thérapeutique (image de gauche) montre un hypermétabolisme intense de la lésion
primitive de 30mm de diamétre (SUV tumeur = 15.4). La TEP/TDM au ®F-FDG aprés la premiére
cure de chimiothérapie (Taxotere-herceptine) montre une réponse métabolique compléte (absence
d’hypermétabolisme résiduel significatif, SUV tumeur = 1.4). Le ASUV tumoral est calculé a
91%. L’analyse histologique de la piece opératoire a 1’issue des 6 cures de CNA montrait 1’absence
de tissu tumoral résiduel (Chevallier 1).

Figure 43 : Patiente agée de 64 ans présentant une tumeur mammaire T2NO. La TEP/TDM au
F-FDG pré-thérapeutique (image de gauche) montre un hypermétabolisme intense de la Iésion
primitive de 40 mm de diamétre (SUV tumeur = 12.9). La TEP/TDM au F-FDG aprés la premiére
cure de chimiothérapie (FEC100) montre une réponse métaboliqgue modérée et partielle (SUV
tumeur = 7.2). Le ASUV tumoral est calculé & 44%. L’analyse de la piece opératoire a I’issue des 6
cures de CNA montrait la persistance de tissu tumoral vivace au sein de la tumeur (Chevallier 3).

Cependant, les résultats de ces travaux concernant la définition de la valeur seuil de
ASUV pour predire la pCR, sont hétérogénes. Rousseau et al. ont déterminé comme seuil
optimal, pour différencier les patientes répondeuses des non-répondeuses, une diminution
du SUVmax d'au moins 40% apres 2 cures de chimiothérapie [253]. Deux autres équipes ont
observé une valeur optimale de 55% apres 2 cures [252, 255]. Berriolo-Riedinger et al. ont
proposé un seuil de 60% apres la premiére cure [254]. La raison est qu’il existe de
nombreuses différences de méthodologie entre les études: le moment de 1’évaluation de la

réponse métabolique, le protocole d’acquisition de la TEP, le type de la chimiothérapie, la
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définition de la réponse histologique complete et la prise en compte des ganglions

axillaires ou non.

En effet, a la fin de la chimiothérapie, les données histo-pathologiques sur la piéce
opératoire constituent la référence pour évaluer in vivo la réponse thérapeutique [261].
Cependant, différentes échelles histologiques sont disponibles: les échelles les plus
couramment utilisées dans les études TEP sont celle de Sataloff [262], de Honkoop [263],
et de Miller-Payne [264]. L’échelle différe donc entre les études et, pour une méme
échelle, les regroupements effectués pour définir la réponse thérapeutique peuvent étre
différents (tableau 10). Dans I'étude de Rousseau, les répondeuses ont été définies comme
les patientes avec une régression tumorale égale ou supérieure a 50% (Sataloff TA et TB).
Sur la base de cette définition, Rousseau et al. ont observé qu’une baisse de 40% du
SUVnax apres 2 cycles constitue la valeur seuil optimale pour différencier les répondeuses
des non-répondeuses [253]. Toutefois, si une régression tumorale de plus de 50% sur
I’analyse histologique peut permettre de réaliser une tumorectomie plutot qu’une chirurgie
radicale, cette diminution est néanmoins insuffisante pour espérer obtenir une meilleure
survie. En effet, les études cliniques ont démontré que seules les patientes avec une pCR
ont un taux de survie significativement augmenté [67, 261]. En se basant sur I'échelle de
Honkoop, Schwarz-Dose et al. ont cherché a prédire I’absence totale de tumeur invasive
(pCR) ou seulement quelques petits résidus tumoraux microscopiques (pMRD pour
« pathological Minimal Residual Disease ») [265]. Cette situation est proche de la réponse
T-A selon I’échelle de Sataloff. Par conséquent, Schwarz-Dose a cherché a prédire une
réponse plus importante que Rousseau. Cela pourrait expliquer que la valeur seuil optimale
de baisse du SUVnax apres 2 cycles pour identifier les répondeuses, était plus élevée dans
1’étude allemande (55% pour Schwarz-Dose et al., vs 40% pour Rousseau et al.). Avec des
critéres similaires a ceux de Schwarz-Dose, Schelling a également identifié une valeur de

55% comme un seuil optimal aprés 2 cures [252].
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Sataloff

Evaluation de la tumeur primitive:

T-A: réponse compléte ou quasiment compléte;

T-B: réponse >50% mais inférieure a T-A,

T-C: effet thérapeutique évident mais réponse <50%;

T-D: absence d’effet thérapeutique;

Evaluation des ganglions axillaires:

N-A: absence de cellules malignes et évidence d’un effet thérapeutique;
N-B: absence de cellules malignes et absence d’effet thérapeutique;

N-C: évidence d’un effet thérapeutique mais métastases ganglionnaires
toujours présentes;

N-D: métastases ganglionnaires viables et sans effet thérapeutique.

Honkoop

pCR: absence de tumeur résiduelle invasive sur la piece de
mastectomie;

PMRD: présence de quelques micro-foyers de cancer infiltrant;

GRD: tumeur résiduelle macroscopique ou infiltration microscopique
extensive.

Miller et
Payne

Grade-1: absence de modifications ou altérations minimes des cellules
malignes sans réduction de la cellularité tumorale globale;

Grade-2: diminution mineure de la cellularité tumorale (<30%);
Grade-3: diminution de la cellularité tumorale entre 30% et 90%;

Grade-4: persistance de quelques petits Tlots de cellules tumorales
résiduelles avec une diminution de la cellularité supérieure a 90%;

Grade-5: disparition totale des cellules tumorales infiltrantes (des
cellules in situ peuvent étre présentes).

Tableau 10 : 3 échelles histologiques permettant de définir la réponse histologique aprés la
chimiothérapie du cancer du sein et utilisées dans les études évaluant la TEP.

pCR: pathologic Complete Response ; MRD: Minimal Residual Disease ;GRD : Gross
Residual Disease
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Seuil optimal
. - de diminution
n° Date de la Efjgiil:]ei rp:)aur Définition des | Evaluation du Pr?[e?og::ger;de Prop[;)ertlon du SUV pour
Etudes cycles | (des) TEP(s) . répondeuses statut _repon: . différencier
réponse histologiques | Réponses
CNA | d’évaluation _repon: histologiques | ganglionnaire ,g N pon répondeuses et
histologique selon I’échelle | complétes non-
répondeuses
Duch et al ) grades_4 etb
2009*[257']’ 4 apreés 2 cycles | Miller-Payne de Miller- Non 22% 16% 40%
Payne
pCR ou
Kur;]lar et 6 apres 2 cveles inspirée de cellules Non 65% 50% est le seul
2009*[256] pres ey Sataloff malignes < seuil testé
25%
Schwarz. aprés 1 et 2 45 % apres 1
Doseetal., | 456 P Honkoop | pCR et pMRD Non 16% 12% cycle et 55%
2009** cycles R
iy apreés 2 cycles
Berriolo-
Riedingeret | 456 | apresicycle | Sataloff | | AAN-A/Bde oui 23% 23% 60%
al., 2007 Sataloff
[2541 _
McDermott apres 1 cycle, grades 4 et5 24% apres 1
etal., 2007 | 6a8 | @ ml-parcolurs, Miller-Payne de Miller- Non - cycle ; 58% a
[251] etavant la Payne mi-parcours
chiruraie
aprés1,2et3
Rousseau et
al, aa6 | oo el Sataloff oo e Non 56% 16% 40%
2006*[253] avant la atalo
chirurgie
Schelling et R
al, 2000 | 2a4 | PrSLE2 1 o0p | pCR et pMRD Non 17% 12% 550
[252] cycles
aprés let4
Smith et al., cycles, et Inspiré de . 0 0 S
2000 [250] 8 avant la Miller-Payne pCR et RP Oui 58% 26% non indiqué
chiruraie

Tableau 11 : Principales études évaluant la diminution du SUV . au cours de la CNA du
cancer du sein, tous phénotypes tumoraux inclus.
* Ces études ont été effectuées avec un TEP-TDM, alors que les autres ont été réalisées avec une
TEP seule.
** Dans cette étude, les 24 patientes qui avaient un SUVmax initial inférieur a 3 ont été exclues.
TTT : traitement ; pCR : Réponse histologique complete ; RP : Réponse Partielle ; pMRD : maladie
résiduelle minimale.

Ces études sont basées sur une réponse histologique en fin de CNA au niveau de la
tumeur primitive. Cependant, pour que la survie soit augmentée, les cellules invasives ne
doivent persister ni dans le sein, ni dans les ganglions axillaires [59]. Ainsi, la pCR est
actuellement définie comme 1’absence de cellules tumorales invasives résiduelles dans le
sein et dans les ganglions axillaires, la présence de cellules malignes intra-canalaires ne
semblant pas avoir d’impact sur la survie [59, 61]. En accord avec cette définition,
Berriolo-Riedinger a considéré comme répondeuses les patientes qui présentaient une
réponse compléte dans la tumeur primitive (Sataloff T-A) et I’absence de maladie
résiduelle dans les ganglions (Sataloff N-A/B) [254]. Il n'est donc pas étonnant que le seuil
du SUVnax prédictif de la réponse soit encore plus exigeant dans cette étude (ASUV a 60%

aprées seulement 1 cycle de CNA).
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En résumé, les différences de seuils entre les études semblent en partie pouvoir
s’expliquer par les critéres histo-pathologiques retenus pour définir la réponse histologique

en fin de chimiothérapie neéo-adjuvante.

Depuis les travaux publiés par Sorlie et Perou dans les années 2000 [7-9, 266], I’étude
de la signature génomique des cancers du sein a montré I’hétérogénéité du profil
génomique des néoplasies mammaires et mené a I’émergence d’une classification
moléculaire du cancer du sein. Par la suite, s’est également développée une classification
des cancers mammaires selon leurs caractéristiques immuno-histochimiques, moins
onereuse et plus facile a obtenir pour la pratique quotidienne [15, 17-19]. Ces deux
classifications ont souligné I’existence de diverses entités tumorales du cancer du sein dont
la présentation clinique, le profil évolutif, le traitement, la chimio-sensibilité et le pronostic
divergent. L’impact de ces diverses entités biologiques sur le comportement métabolique
du cancer du sein est donc devenu le sujet de travaux évaluant le réle de la TEP au *°F-
FDG comme biomarqueur précoce de la réponse tumorale. Plusieurs articles sur ce sujet
ont été publiés en 2012, 2013 et 2014 dans le cadre de cette thése [111, 194, 241]. Leur

contenu va maintenant étre détaillé.
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CHAPITRE Il : ARTICLES PUBLIES SUR LE COMPORTEMENT
METABOLIQUE DES DIFFERENTS PHENOTYPES DU CANCER

DU SEIN

1. Présentation des articles publiés dans le cadre de cette thése

Les données des articles publiés dans le cadre de cette thése proviennent de patientes

¢valuées dans différents protocoles de chimiothérapies néoadjuvantes depuis avril 2004.

Les patientes évaluées présentaient un cancer du sein prouvé histologiquement avec
une indication de traitement neoadjuvant : cancer non métastatique, de taille supérieure a
2cm ou localement avancé. L’examen TEP au '*F-FDG n’était pas réalisé si la patiente
présentait un diabéte non contrdlé au moment de I’examen (glycémie > 8 mmol/L) ou si

elle n’était pas apte a rester immobile pendant les 40 min de 1’examen.

La premicre étude publiée en 2012 dans la revue « Annals of Oncology » [194] a
¢valuée 115 patientes traitées par chimiothérapie néoadjuvante entre janvier 2004 et
septembre 2009 et ayant bénéfici¢ de 2 examens TEP au E-FDG, avant et aprés la
premiére cure de chimiothérapie néoadjuvante. Dans les 3 articles suivants [195, 267], les
patientes ont été séparées en trois groupes distincts en fonction des caractéristiques
biologiques tumorales évaluées par I'immunohistochimie (surexpression de HER2 et
présence de récepteurs hormonaux). L’objectif était d’obtenir une classification similaire a
la nouvelle classification moléculaire du sein, basée sur les caractéristiques génétiques et
biologiques des tumeurs (luminal A et B, basal, HER2). A noter que pour ces 3 articles,
seuls les résultats des patientes incluses a partir de juillet 2006 étaient analysés, la premiere
étude ayant montré le manque de reproductibilité entre les valeurs de SUV tumoral du
premier systeme (CPET d’avril 2004 a juillet 2006,) avec les 2 suivants (Gemini GXL de
juillet 2006 a décembre 2010 et Gemini TF de décembre 2010 a janvier 2014).

Il s'agit d'études monocentriques de soins courants, prospectives, observationnelles. La

figure 44 représente le schéma simplifié de la prise en charge des patientes..
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Figure 44: schéma simplifié de la prise en charge des patientes. Les données de la TEP au '°F-
FDG réalisée avant le début du traitement (TEP1) permettent de quantifier le métabolisme
glucidique initial de la tumeur. Les données de la TEP au '’F-FDG réalisée aprés une cure de
chimiothérapie (TEP2) permettent d’évaluer le métabolisme tumoral résiduel et la réponse
métabolique en comparaison avec les résultats de la TEP1.

Réalisation des examens TEP au '*F-FDG

Entre avril 2004 et juillet 2006, les examens se sont déroulés sur une C-PET Plus
Scanner (Philips Medical systems, Eindhoven, The Netherlands). L'injection a été de 2
MBg/kg de E-FDG et une source de transmission externe de césium 137 a permis la
correction d'atténuation.

De juillet 2006 a décembre 2010, les examens se sont déroulés sur une TEP GEMINI
GXL (Philips) équipée d'un cristal GSO (orthosilicate de gadolinium). La dose administrée
a ¢été¢ de 5 MBq/kg. La TEP a été couplée a un examen tomodensitométrique permettant

d'obtenir une correction d'atténuation, avec une épaisseur de coupes de Smm.

De décembre 2010 a janvier 2014, les examens se sont déroulés sur une TEP GEMINI
TF (Philips) équipée d'un cristal d'orthosilicate de lutétium (LYSO). La dose administrée a
ét¢ de 3 MBqg/kg. La TEP a été couplée a un examen tomodensitométrique permettant

d'obtenir une correction d'atténuation, avec une épaisseur de coupes de Smm.

TEP pré-thérapeutique (TEP 1)

Toutes les patientes ont bénéficié d’une TEP au '*F-FDG pré-thérapeutique. La TEP1 a

été réalisée selon les modalités suivantes:
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- Délais d’au moins 5 jours apres la biopsie

- Patiente a jeun depuis au moins 6 heures avant l'injection de '*F-FDG.

- Pesée et mesure de la taille de la patiente

- Recueil des antécédents récents (pathologie infectieuse, chirurgie...)

- Information orale de la patiente sur I’examen TEP

- Prélévement intraveineux pour un dosage de la glycémie plasmatique.

- Injection intraveineuse en bolus du '*F-FDG avec un dose variant de 2MBgq/kg
a SMBg/Kg selon le systeme TEP utilisé

- Patiente installée seule dans une piece, en position couchée, au repos strict,
pendant environ 50 a 60 minutes

- installation en décubitus dorsal pour une acquisition TEP de la racine des
cuisses jusqu'a la téte, 60 minutes environ aprés l’injection du traceur, suivie d'une
acquisition tomodensitométrique de la méme région pour le repérage anatomique et la
correction d’atténuation (keV et mAs variables selon le systétme TDM).

- Réalisation d'une acquisition en décubitus ventral sur le matelas dédi¢ a la
mammo-scintigraphie, bras levés, pour une acquisition TEP centrée sur la région
mammaire (2 pas de 3 minutes), réalisé 90 £ 10 min aprés injection du '*F-FDG, suivie
d'une acquisition tomodensitométrique de la méme région pour le repérage anatomique et

la correction d’atténuation (keV et mAs variables selon le systétme TDM).

A partir de mai 2009, une acquisition dynamique mammaire complémentaire a été
rajoutée lors de la TEP1 afin d’évaluer la perfusion tumorale avant et apres la premicre
cure de chimiothérapie : injection du bolus de '*F-FDG 4 une vitesse de ImL/s par un
systéme d’injection semi-automatique MEDRAD. Immédiatement aprés injection du '*F-
FDQG, réalisation d'une acquisition TEP dynamique centrée sur les seins pendant 2 minutes,
suivie d'une acquisition tomodensitométrique de la méme région pour le repérage

anatomique et correction de 1’atténuation. L’acquisition s’est faite en mode LIST.

TEP intermédiaire (TEP2)

Ce deuxiéme examen est réalisé apres la premiere cure de chimiothérapie mais le plus
a distance possible de l'administration des cytotoxiques, généralement juste avant la
réalisation de la deuxiéme cure. Certaines patientes n'ont pas eu de seconde TEP pour des
raisons diverses (tumeur mammaire initialement non fixante, oubli du RDV...). La TEP2 a

été réalisé selon les modalités suivantes:

117



- Patiente a jeun depuis au moins 6 heures avant l'injection de '*F-FDG.

- Pesée et mesure de la taille de la patiente

- Prélévement intraveineux pour un dosage de la glycémie plasmatique.

- Injection intraveineuse en bolus du '*F-FDG avec un dose variant de 2MBg/kg
a SMBg/Kg selon le systeme TEP utilisé

- Patient installé seule dans une piece, en position couchée, au repos strict,
pendant environ 80 minutes

- Installation en décubitus ventral sur le matelas dédié, bras levés, pour une
acquisition TEP centrée sur la région mammaire (2 pas de 3 minutes), en respectant le
méme délai d’acquisition que pour la TEP1 (environ 90 = 10 minutes apres 1’injection de
F-FDG), suivie d'une acquisition tomodensitométrique de la méme région pour le repérage

anatomique et la correction d’atténuation (keV et mAs variables selon le systétme TDM).

A partir de mai 2009, une acquisition dynamique mammaire complémentaire a été
rajoutée lors de la TEP 2, avec le méme protocole d’acugqisition que pour la TEP 1, afin
d’évaluer la perfusion tumorale.

La reconstruction des images a été effectuée par un algorithme 3D RAMLA avec la
caméra C-PET, LOR RAMLA avec la GEMINI GXL et TOF-OSEM 3D pour la caméra
Gemini TF.

Poursuite du traitement neoadjuvant et chirurgie

Le traitement neoadjuvant a été poursuivi selon les modalités habituelles
(généralement 6 cures de chimiothérapie au total), selon différents protocoles de
chimiothérapie. Le détail des traitements recus est détaillé dans chaque article en fonction
du phénotype étudié.

Dans le mois suivant la fin de la chimiothérapie néo-adjuvante, les patientes ont
bénéficié d'un traitement chirurgical: soit une chirurgie conservatrice, soit une
mastectomie, en fonction de I’appréciation du chirurgien et de la taille du résidu tumoral.
Le curage ganglionnaire axillaire homolatéral était systématique. L'examen
anatomopathologique de la piece opératoire évaluait la réponse histologique selon les
classifications de Sataloff et de Chevallier.

A lissue de la chirurgie, une radiothérapie de la glande mammaire ou de la paroi
thoracique +/- du creux axillaire a systématiquement été¢ réalisée dans un délai de 3 a 4

semaines.
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Une chimiothérapie adjuvante a parfois été réalisée en fonction des données cliniques,
biologiques et histologiques.
Une hormonothérapie adjuvante par tamoxiféne ou anti-aromatase était administrée

dans le cas de tumeurs hormono-dépendantes.

Suivi
Les patientes ont ét¢ suivies au CGFL par les différents médecins du Centre
(oncologues, radiothérapeutes et chirurgiens). Le suivi clinique, biologique et radiologique

a été effectué selon les recommandations habituelles.

Les consultations de surveillance avaient lieu en moyenne tous les 3 mois pendant les

deux premiéres années puis tous les 6 mois pendant les 3 années suivantes.
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2.

Importance du phénotype pour la caractérisation tumorale métabolique

2.1. Introduction

A partir des années 2000, plusieurs études ont utilisé la TEP au '*F-FDG pour évaluer
la réponse métabolique précoce du cancer du sein traité par chimiothérapie néo-adjuvante
[250-257]. Elles ont toutes montré que la modification précoce de la fixation tumorale du
""E-FDG (aprés 1, 2 ou 3 cycles de chimiothérapie) est un marqueur prédictif précoce de
la réponse histologique compléte déterminée sur la piece opératoire en fin de
chimiothérapie néo-adjuvante. Des méta-analyses sur le sujet ont récemment été publiées,

confirmant une sensibilité de la TEP supérieure a sa spécificité [258-260].

Cependant, le seuil optimal de ASUV pour définir les patientes bonnes ou mauvaises
répondeuses differe d’une étude a I’autre. De plus, depuis les travaux publiés par Sorlie et
Perou dans les années 2000 [7-9, 266], I’é¢tude de la signature génomique des cancers du
sein a mis en évidence I’hétérogénéité du profil génomique des néoplasies mammaires et
men¢é a I’émergence d’une classification moléculaire du cancer du sein. Par la suite s’est
¢galement développée une classification des cancers mammaires selon leurs
caractéristiques immuno-histochimiques [15, 17-19]. Ces deux classifications ont souligné
I’existence de diverses entités tumorales du cancer du sein dont la présentation clinique, le

profil évolutif, le traitement optimal, la chimio-sensibilité et le pronostic divergent.

L’objectif de cette étude a été d’évaluer I’impact de ces diverses entités biologiques sur
le comportement métabolique du cancer du sein (métabolisme initial et réponse
métabolique apres la premicere cure de chimiothérapie). Trois groupes principaux de
cancers du sein ont été définis en utilisant I’immunohistochimie : les sous-types luminal,

HER?2 positif et triple négatif.

2.2. Article 1
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Background: The aim of this study is to evaluate the impact of the different breast cancer subtypes on the tumor
'8F-FDG uptake at baseline and on its changes after the first course of neoadjuvant chemotherapy (NAC).
Patients and Methods: One hundred and fifteen women with newly diagnosed, large or locally advanced breast
cancer undergoing NAC were included. Estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR} and HER2 status were
used to define three major tumor subtypes: triple negative (TN) (ER—/PR—/HER2-), luminal (ER+ and/or PR+; HER2—)
and HER2 positive (HER2+). Using Flucrine-18 fluorodeoxyglucose positron emission tomography, the tumoral standard
uptake value (SUV) maximal index was measured at baseline and just before the second course of NAC.

Results: TN tumors presented the highest baseline SUV (11.3 *+ 8.5; P < 0.0001). The decrease of SUV after the first
course of NAC (ASUV) was significantly higher in TN and HER2-positive subtypes (—45% =+ 25% and —57% =* 30%,
respectively) than in luminal one (—19% = 35%; P < 0.0001). ASUV was a predictive factor of the pathological
complete response only in HER2-positive tumors (cut-off = —75%; P < 0.03) with an accuracy of 76%.
Conclusion: The baseline "®F-FDG tumoral uptake but also its early response to NAC is different according to the
immunchistological subtypes of breast cancer.

Key words: breast cancer subtype, FDG PET, immunohistochemistry, monitoring therapy, neoadjuvant
chemotherapy

introduction the tumoral response to NAC could permit to switch to
a different regimen of NAC for an individual patient, leading to
tailored therapy.

Nonetheless, breast cancer is a heterogeneous disease that
comprises several distinct entities with different biological
characteristics and clinical behaviors [9-11].

Using immunohistochemistry (IHC) as a surrogate for
expression profiling, the aim of this prospective study was to
b " evaluate the impact of these different subtypes both on baseline
except for those achieving a pathological complete response tumoral metabolism, assessed with Bp_EDG PET, but also on its
(PCR) at the end of the treatment (3, 4]. changes after the first course of NAC. The relationship between

Fluorinf:—181£luorodmxyglqcose positron emission L this early metabolic response and pCR at time of surgery was
tomography (“F-FDG PET) is the gold standard for i vivo then separately evaluated in each subtype of breast cancer.
evaluation of tumor glucose metabolism. Many studies,

including all immunochistochemical subtypes, have
demonstrated that '*F-FDG PET is efficient in identifying the materials and methods
highly responding breast cancer after one course, two courses
or after completion of NAC [5-8]. This earlier assessment of

Neoadjuvant chemotherapy (NAC) was first introduced for
managing inflammatory or inoperable locally advanced breast
cancers. This approach has been extended to earlier tumoral
stages in order to increase the rate of breast-conserving surgery
[1] and allow for a quantifiable evaluation of the tumoral
chemosensitivity. NAC does not improve patient’s survival
compared with a conventional adjuvant chemotherapy [2],

patients and treatments

One hundred and thirty six women with newly diagnosed, non-
inflammatory, biopsy proven, large or locally advanced breast cancer (T2/
*Correspondence to: Dr O. Humbert, Department of Nuclear Medicine, Centre GF T3; NO/N1/N2) were consecutively evaluated in this prospective study.
Leclerc, 1 rue du Pr Marion, 21000 Dijon, France, Tel: +33-3-80-73-75-22; Twenty patients were excluded because of metastases revealed on the

Fax: +33-3-80-73-77-32; E-mail: chumbert@cgfl.fr baseline '*F-FDG PET and one because of high glycemia (>8 mmol/l) due

© The Author 2012. Published by Oxford University Press on behalf of the European Society for Medical Oncology.
All rights reserved. For pemmissions, please email: journals.permissions@oup.com
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to uncontrolled diabetes. The remaining 115 women underwent "*F-FDG
PET before and after the first course of NAC. These patients were included
in clinical trials with the main objective to determine the pathological
response at surgery; an ancillary study with the two "F-EDG PET was
planned and included within the informed consent.

Clinical characteristics included age, tumor size and lymph node
involvement. Histological characteristics included histological type, tumor
grading using the modified Scarff~-Bloom—Richardson system [12],
architectural differentiation, nuclear polymorphism and mitotic figure
count.

The women benefited of different NAC regimens, described in Table 1.
Within 4 weeks after the last course of NAC, tumors were surgically
removed and pCR was assessed according to Chevallier’s classification [19]:
pCR was defined as no evidence of carcinoma either in the breast or in the
lymph nodes, without (grade 1) or with (grade 2) in situ carcinoma.

histopathological analysis and definition of breast
cancer subtypes

Tumor samples were collected by needle core biopsy before NAC. IHC was
carried out on buffered formalin fixed, paraffin-embedded tissues with an
indirect immunoperoxidase method, using antibodies directed against
HER2 oncoprotein, estrogen receptor and progesterone receptor (HER2:
rabbit monoclonal prediluted antibody 4B5; ER: rabbit monoclonal
prediluted antibody SP1; PR: rabbit monoclonal prediluted antibody 1E2;
Ventana Tucson, AZ, USA). All immunostainings were carried out on an
automated immunostainer (Ventana XT).

Estrogen receptor (ER) and progesterone receptor (PR) status were
considered as positive if the tumor showed at least 10% of positive cells
using ER or PR antibody [20]. HER2 status was graded according to the
HercepTest scoring system modified by the recommendations of the
American Society of Clinical Oncology (ASCO) and the College of
American Pathologists (CAP) (0, 1+, 2+ or 34) [21]. Tumors with scores of
3+ were considered positive. In case of 2+ scores, FISH was used to confirm
HER2 amplification, using the dual color HER2 and CEN17 probes
(ZytoLight, SPEC HER2/CEN17 Dual Color Prob kit; Zytovision GmbH,
Bremerhaven, Germany). HER2 amplification was defined, according to
ASCQ/CAP criteria [21], by a ratio of HER2/CEN17 > 2.2.

Annals of Oncology

Using IHC, the tumors were classified as three subtypes:

« Triple negative (TN): ER, PR and HER2 negative (n = 25).

+ Luminal: ER and/or PR positive, HER2 negative (n = 53).

« HER2 positive: HER2 positive, ER and PR may be positive or negative
(n=37).

This classification is roughly similar to the prior studies that used IHC as
surrogate for molecular classification [11, 22-24].

'8F-FDG PET/CT imaging

Two whole-body PET imaging systems were used: a C-PET Plus scanner
and a Gemini GXL scanner (Philips Medical Systems, Eindhoven, The
Netherlands). Emission data were corrected for dead time, random and
scatter coincidences and attenuation before reconstruction with the
RAMLA iterative method. The image voxel counts were calibrated to
activity—concentration (Bq/ml) and decay corrected using the time of tracer
injection as reference.

All patients were instructed to fast for at least 6 h before the injection of
"E-EDG. Serum glucose level was measured by the hexokinase method
[25]. Whole-body emission and transmission scans were acquired 60 min
after the iv. administration of 2 MBq/kg of "*F-FDG for CPET studies
(NalI(T1) detector) and 5 MBqg/kg of "*F-FDG for Gemini studies (GSO-Zr
detector). Then, for both PET system, emission and transmission scans
restricted to the chest with patients in prone position and arms raised
started 80-90 min after the administration of '*F-FDG.

Two "*E-EDG PET studies were carried out: the first one at baseline, at
least ten days after core biopsy, and the second one just before the second
course of NAC. The same imaging system and the same acquisition
parameters (duration and delay from injection) were used for baseline and
post-treatment studies.

The standard uptake value (SUV) of the primary tumor was measured on
the chest-restricted acquisition at baseline (SUV1) and before the second
course of NAC (SUV2). A stack of transaxial attenuation-corrected slices
encompassing the upper and lower limits of the tumor was first selected. A
region of interest (ROI) was manually drawn on the slice with the highest
tumoral radioactivity concentration. The location of this ROI was identical

Table 1. Subtypes, pCR and metabolic response according to the different regimens of NAC

Six courses of fluorouracil, 16 9
epirubicin and
cyclophosphamide
(FEC 100) [13]

Three courses of FEC 100, 29 10

followed by three courses
of docetaxel [14]
Three courses of docetaxel, 4 4
followed by three courses
of epirubicin and docetaxel
[15]
Four courses of epirubicin, 4 2
capecitabine and
cyclophosphamide (CEX)
[16]
Six courses of trastuzumab - -
and docetaxel =
carboplatin [17, 18]
Total 53 25

= 4 (16%) —24% = 38%
= 4 (10%) —25% = 30%
= = —55% = 33%
= 2 (33%) —21% = 36%
37 14 (37.8%)  —57% = 30%
37 24 (20.8%)  —37% = 36%
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at first and second study. The SUV ., was corrected by body surface area
(BSA) and glycemia and normalized to standard BSA (1.72 m?) and normal
glycemia (5.6 mmol/l):

SUVimax-Bsa-c = Cmax X 70X BSA x G/(IA x 1.72 x 5.6),

where Cp,, (Bg/ml): activity concentration in the voxel of
highest tumor activity; IA, injected activity (Bq); G, blood
glucose (mmol/l) and BSA (m?).

For the reader’s convenience, all the SUVs mentioned in this paper
represent in fact the SUV, .. nsa_o-

evaluation of metabolic response to therapy
The metabolic response after the first course of chemotherapy was
calculated using the following formula:

ASUY (%) = 100 x (SUV2—SUV1)/SUVL.

statistical analysis

Correlation between baseline '*F-FDG uptake and clinical,
histopathological and biological parameters was assessed by Mann—
Whitney and Kruskal-Wallis tests.

The same tests were used to compare SUV1, SUV2 and ASUV according
to the different tumoral subtypes and to the final histopathological
response.

An optimal threshold of ASUV was identified for the prediction of the
pCR in HER2 positive subtype. A receiver operating characteristics (ROC)
analysis was carried out by incrementally increasing cut-off values of the
ASUV and recalculating corresponding true-positive and false-negative
rates.

Univariate and multivariate logistic regression analyses were employed
for each potential predictor variable of pCR.

Values of P < 0.05 were considered significant.

results

patient’s characteristics and pathological
response after NAC

A total of 115 patients were included. Patient’s characteristics
are summarized in supplemental Table S1 (available at Annals
of Oncology online). The mean patient’s age was 51 years; 95%
of them had ductal carcinoma and 69% had lymph node
involvement. Tumor subtype in most patients was luminal
(46%), followed by HER2 positive (32%) and TN (22%).
Differences in tumor pathological response after NAC were
observed among these subtypes: pCR occurred more often in
HER2 positive and TN tumors (37.8% and 369%, respectively)
when compared with luminal ones (1.9%, P < 0.001).

correlation between baseline FDG uptake and
clinical/histopathological parameters

Baseline SUV (SUV1) was measured according to different
clinical and pathological tumoral characteristics. The mean
values of SUV1 are shown in supplemental Table S2 (available
at Annals of Oncology online). High mitotic activity (P <
0.0001), high nuclear pleomorphism (P < 0.0001), high tumor
grading (P < 0.0001) and negative estrogen hormonal receptor
status (P < 0.0001) were significantly associated with higher
tumoral SUV1. SUV1 was 11.3 = 8.5in TN (n=25),4.7 = 3.3
in luminal (n = 53) and 6.3 = 4.5 in HER2-positive tumors
(n = 37). The Kruskal-Wallis test showed significant differences

between these results (supplemental Table S3, available at
Annals of Oncology online).

Two different PET systems were used in this study.
Differences of mean SUVs were observed between the two Pet
scans, with lower values on the C-PET scanner. The Kruskal—
Wallis test showed the same differences of SUV1 among the
tumoral subtypes in both PET system: Luminal tumors always
had the lowest mean SUV1 while TN tumors had the highest
one (supplemental Table $3, available at Annals of Oncology
online).

metabolic response to NAC

The metabolic response, corresponding to the relative change of
SUV, was much more higher in TN (—45% = 25%) and
HER2-positive tumors (—57% = 30%) than in luminal ones
(—19% = 35%) (supplemental Table S3, available at Annals of
Oncology online). ASUV did not differ by the PET system used
in the study.

relationship between metabolic response and
achievement of pCR

In TN tumors, SUV1, SUV2 and ASUV were not significantly
different by the pCR (Table 2).

Among the 53 patients with luminal cancer, only one woman
achieved a pCR. Thus, it was not possible to compare the
tumoral metabolic characteristics according to the pCR.

In patients with HER2-positive tumors, SUV2 was
significantly lower in tumors that achieved pCR than in the
other ones (1.5 % 0.1 versus 2.9 = 2.4; P = 0.01). Similarly,
ASUV was significantly greater in the pCR group than in the
non-pCR group (—71% = 24% versus —47% * 29%; P=10.01)
(Table 2). With ROC curve analysis, the optimized cut-off of
ASUYV for optimal sensitivity and specificity to predict pCR was
determined at —75% with a sensitivity of 64%, a specificity of
839%, a positive predictive value of 69%, a negative predictive
value of 79%, and accuracy is 76% (area under curve = 0.73; P
< 0.05) (supplemental Figure S1, available at Annals of Oncology
online). By univariate logistic analysis, beyond the clinical,
histopathological and metabolic factors, only SUV2 and ASUV
were predictive of pCR in HER2-positive subtype (Table 3).
By multivariate analysis, ASUV was the only independent

Table 2. Metabolic characteristics according to pathological response in
HER2 positive and triple-negative subtypes

N SUV1 suvz ASUV (%)
HER2 positive
pCR 14 6.2 = 35 1501 —71 = 24
non-pCR 23 6.5 =52 29 £ 24 —47 = 29
P value* 0.67 0.01 0.01
Triple negative
pCR 9 10.7 £ 5.1 51 %26 —45 = 30
non-pCR 16 I EFR==a 6.4 = 53 —45 * 22
P value* 0.82 0.95 0.50

Data are mean * SD. Luminal tumors are not shown due to the very low
rate of pCR.
*Mann-Whitney test.
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Table 3. Univariate and multivariate logistic analysis of significant
predictive factors for pCR in HER2-positive subtype

SUV2
22.0 1 1.1-208  0.03 1 0.3-11.7 041
<2.0 4.81 2.05

ASUV
2-75% 1 1.9-42.6  0.005 1 1.1-36.1  0.03
<=75% 9.00 6.31

Non significant parameters = age, tumor size, lymph node involvement,
tumor grading, architectural differentiation, nuclear pleomorphism,
number of mitoses, estrogen receptor and progesterone receptor status.
OR, odds ratio; 95% CI, 95% confidence interval.

predictive factor of pCR in HER2 subtype. A decrease of SUV
over 75% (ASUV < —75%) had a high odds ratio of 6.31
(P = 0.03).

discussion

Recently, using intrinsic gene set, the molecular classification of
breast cancer has demonstrated distinct molecular classes with
predictive and prognostic significance [9, 10, 26, 27]. A
biology-based breast cancer classification, using ER, PR and
HER status is also a reproducible, easy to use, predictive marker
of the histological tumoral response to NAC [11, 28, 29]. In the
present study, using IHC as a surrogate marker of the gene
expression profiling, the tumors were classified as luminal, TN
and HER2-positive subtypes. The results confirm that baseline
glucidic metabolism is different in these various subtypes of
breast cancer because of specific metabolic patterns. Other
studies have previously shown that the tumoral uptake of FDG
at baseline depends on the biological and pathological
characteristics of the tumor [18, 31-33]. But our results also
demonstrate a new finding: the change of tumor glucose
metabolism, assessed after only once course of NAC, is
markedly different in these three subtypes and has to be
evaluated differently.

TN tumors

In the present study, the highest baseline SUV is found in this
subtype. Previous works have also described a high glucidic
metabolism in TN tumors [31, 34]. Basu et al. [34] have found
an SUV of 7.27 * 5.6 for TN tumors compared with an SUV of
2.68 = 1.9 for ER+/PR+/HER2— tumors. The gene expression
profiling has demonstrated that TN tumors are the most
proliferative and aggressive ones [10, 26, 35], thus explaining
their high glucidic metabolism.

In our study, a high metabolic response after the first course of
NAC (ASUV = —45% = 25%) and a high final pathological
response rate (36% of pCR) are observed in TN tumors. The high
rate of pCR achievement has already been demonstrated in this
subtype [11, 28] but no other study has currently underlined this
high metabolic response. Despite this good chemosensitivity, TN
subtype has a poor prognosis [24, 28, 36]. In this subgroup, pCR
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is a good surrogate marker of survival [37], but our results show
no significant correlation between the early metabolic and the
final pathological response. The heterogeneity of NAC regimens
and the switch in some patients to a hypothetically non-cross
resistant regimen after three courses (Table 1) can potentially
explain why ASUV does not predict pCR in TN tumors. Indeed,
one hypothesis is that the good metabolic response, induced early
after NAC, might be not sustained on the final pathological
response in women with a switch at midpoint of NAC.
Moreover, ASUV is higher in the few women first treated with
docetaxel, which can introduce a bias in the correlation between
ASUV and pCR in TN patients (Table 1). Consistent with these
results, Schneider—Kolsky et al. [38] have shown that the ASUV
might be dependent on the NAC regimen used.

luminal tumors

The lowest value of SUV is found in luminal subtype. It
corresponds to well-differentiated tumors expressing hormonal
receptors. Mavi et al. [32] have also found a baseline SUV of
5.54 in ER and PR negative tumors versus 3.10 in positive ones.

The metabolic response after the first course of NAC is lower
than in the two other subtypes (ASUV= —19% * 35%) and
only one woman exhibit a pCR. These results confirm that,
despite their good prognosis, the chemosensitivity of these
tumors is low and that pCR is rarely obtained in this subtype
[9, 11, 24, 36]. Bhargava et al. [11] have shown on 359 women
that pCR is obtained in a very limited number of patients with
luminal tumors (1.65%). Therefore, other surrogate markers of
survival are required in this subtype. The early metabolic
response, evaluated with "*F-FDG-PET, could be one of these
factors but further studies are required.

HER2-positive tumors

Trastuzumab (Herceptin®) selectively targets HER2
oncoprotein. During NAC, the synergy between Trastuzumab
and cytotoxic therapy [39] is very efficient: Coudert et al. [17]
have found a rate of pCR of almost 45%. At baseline, SUV is
higher than in luminal subtype. After the first course of NAC,
an important decrease of SUV (ASUV = —57% =* 30%),
roughly similar to that found in TN, is observed. At the end of
NAC, 14 patients out of 37 achieve a pCR due to the high
chemosensitivity of this tumor when treated with trastuzumab
[17]. Using a threshold of —75%, the ASUV predicts the
pCR with an accuracy of 76%. This threshold is different
than those found in previous papers studying the predictive
value of '®F-FDG-PET response of all subtypes of tumors
included [6-8] and confirms the need to take into
consideration the tumoral subtype in the assessment of the
metabolic response.

In this tumoral subtype, pCR is considered as a good surrogate
of survival [40, 41]. Identifying the poor-responding patients
after the first course of NAC might be important for improving
outcome by quickly switching to a different preoperative
chemotherapy and/or targeted therapy (i.e. lapatinib). In our
institution, a prospective study is ongoing: this randomized,
open-label study will assess the effect of adding bevacizumab in
NAC if the decrease of SUV, evaluated after the first course of
trastuzumab and docetaxel, is fewer than 70%.
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Our study has some limitations. First, patients were divided
into three commonly used subgroups by IHC rather than
potentially more precise techniques, such as microarray
analysis. But De Ronde et al. [42] have demonstrated a high
concordance between the IHC and molecular subtypes.
Secondly, our HER2-positive subtype group is not large enough
to allow additional stratification into ER-positive and ER-
negative tumors in this subset of women as suggested in other
studies [11, 22]. Moreover, only static SUV measures were
carried out, while Dunnwald et al. [43] have shown that kinetic
analysis may hold advantage on static uptake measures for
response assessment.

SUV has many drawbacks as it is dependant on parameters
such as the delay between injection and measurement, plasma
glucose concentration, body weight, instrumental factors and
partial volume effect [44]. In the present study, the corrections
relying on BSA and serum glycemia limit the impact of their
variation during NAC. But the absolute SUV1 and SUV2
measures are affected by the use of two different PET systems,
with lower values on the C-PET scanner. It is therefore beyond
any doubt that better standardization between PET imaging
systems is needed for the use of quantitative '®F-FDG PET as an
imaging biomarker [44, 45]. It is worth to note that the
measures of the relative changes in SUV are not different by the
two PET systems used in this study because it is less affected by
technical factors such as camera calibration. Indeed, when
ASUV(%) is considered, some factors only need to be
consistent across longitudinal scans of the same subject [45].
This intrasubject standardization was applied in the present
study. ASUV(%) appears as a very reliable measure when
analyzing data from various scanners.

In conclusion, our results show that baseline glucidic
metabolism, evaluated with '®F-FDG PET, is higher in TN
tumors. The glucidic metabolic response after the first course
of NAC also differs among breast cancer subtypes and is
efficient in determining the final pCR only in patients with
HER2-positive tumor. The metabolic differences found across
the distinct immunohistological subtypes bring additional
evidence to the fact that they have specific metabolic patterns
and have to be evaluated differently. "*F-FDG PET could
offer the opportunity to switch to a different regimen of
chemotherapy for an individual patient. These clinical benefits
are plausible but have to be confirmed by prospective
clinical studies.
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3. Métabolisme du cancer luminal / HER2 négatif

3.1. Introduction

Suite aux résultats de I’étude précédente, il apparait que, pour étre pertinents, les
criteres métaboliques pour définir les patientes répondeuses et non-répondeuses doivent
nécessairement tenir compte des spécificités du comportement métabolique de chaque

phénotype tumoral.

Les tumeurs dites « luminales / HER2-negatives » correspondent aux Iésions
exprimant des récepteurs aux cestrogénes et/ou progestatifs de maniére significative, mais
ne sur-exprimant pas 1’onco-protéine HER2. Bien que de pronostic globalement favorable
par rapport aux tumeurs HER2+ et triple négatives, Il s’agit d’'un phénotype tumoral
relativement bien différencié et donc peu chimio-sensible: la réponse histologique
compléte a I’issue de la chimiothérapie néo-adjuvante est rare. Pour cette raison la pCR ne

peut étre facilement utilisée comme biomarqueur substitutif de la survie.

La réponse métabolique précoce observée en TEP au '®F-FDG ne pouvant étre
confrontée a la pCR (seulement 1 patiente sur 60 dans notre étude), nous avons donc
directement évalué la valeur pronostique a 5 ans de la réponse métabolique tumorale.
L’objectif étant de définir si la baisse précoce du métabolisme tumoral est un bon marqueur
de Pefficacité de la chimiothérapie pour ce phénotype tumoral, prédictif de la survie des

patientes.

Par ailleurs, la question de la corrélation entre le métabolisme glucidique tumoral pré-
thérapeutique et différents parametres cliniques, biologiques et histologiques a été posée.
Nous avons notamment évalué¢ la corrélation entre le métabolisme tumoral et les
biomarqueurs de la prolifération cellulaire tels que le type histologique, le grade SBR
I’expression tumorale de Ki-67, utilisée notamment pour distinguer les tumeurs luminales

A, peu prolifératives et de bon pronostic, des tumeurs luminales B.

3.2. Article 2
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Abstract

Purpose The objective of this study was to evaluate, in the
luminal human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)-
negative breast cancer subtype, the prognostic value of tumour
glucose metabolism at baseline and of'its early changes during
neoadjuvant chemotherapy (NAC).

Methods This prospective study included 61 women with
hormone-sensitive HER2-negative breast cancer treated with
NAC. "®F-Fluorodeoxyglucose (FDG) positron emission to-
mography (PET) was performed at baseline. Hepatic activity
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was used as a reference to distinguish between low metabolic
and hypermetabolic tumours. In hypermetabolic tumours, a
PET exam was repeated after the first course of NAC. The
relative change in the maximum standardized uptake value of
the tumour (ASUV) was calculated.

Results Nineteen women had low metabolic luminal breast
cancers at baseline, correlated with low proliferation indexes.
Forty-two women had hypermetabolic tumours, correspond-
ing to more proliferative breast cancers with higher Ki-67
expression (p=0.017) and higher grade (p =0.04). The medi-
an follow-up period was 64.2 months (range 11.5-93.2).
Thirteen women developed recurrent disease, nine of whom
died. Worse overall survival was associated with larger tu-
mour size [>5 cm, hazard ratio (HR)=6.52, p=0.009] and
with hypermetabolic tumours achieving a low metabolic re-
sponse after one cycle of NAC (ASUV<16 %, HR=10.63,
p=0.004). Five-year overall survival in these poor responder
patients was 49.2 %. Overall survival in women with low
metabolic tumours or hypermetabolic/good response tumours
was 100 and 96.15 %, respectively.

Conclusion In luminal HER2-negative breast tumours, tu-
mour metabolism at baseline and changes after the first course
of NAC are early surrogate markers of patients’ survival. A
subgroup of women with hypermetabolic/poorly responding
tumours, correlated with poor prognosis at 5 years, can be
identified early. These results may guide future studies by
tailoring the NAC regimen to the metabolic response.

Keywords Breast cancer - Luminal - Neoadjuvant
chemotherapy - Monitoring - '*F-FDG PET
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Introduction

Neoadjuvant chemotherapy (NAC) was first introduced for
the management of inflammatory or inoperable locally ad-
vanced breast cancers. This approach has been extended to
earlier tumour stages in order to increase the rate of breast-
conserving surgery and to provide a quantifiable evaluation of
a tumour’s chemosensitivity. Studies have indicated that there
is no survival advantage to the administration of NAC when
compared to adjuvant therapy. However, when a pathological
complete response (pCR) is obtained with NAC it is a predic-
tor of better outcome and often used as a surrogate for survival
in breast cancer clinical trials [1-4].

Nonetheless, breast cancer comprises several genomic en-
tities with different biological characteristics, different degrees
of tumour chemosensitivity and prognoses [5—7]. Using im-
munohistochemistry (IHC) as a surrogate marker of gene
expression profiling, distinct tumour subtypes which differ
in their response to chemotherapy and outcomes have also
been defined [8—12]. This biology-based breast cancer classi-
fication can be done with a limited panel of immunohisto-
chemical markers, including oestrogen receptor (ER) status,
progesterone receptor (PR) status, the over-expression of hu-
man epidermal growth factor receptor 2 (HER2) and Ki-67
expression [8—11, 13-16]. The luminal HER2-negative sub-
type can thus be immunophenotypically defined (ER and/or
PR positive). It has recently been demonstrated that, among
these luminal HER2-negative tumours, pCR is a suitable
surrogate end point of survival only in high-grade ones [lumi-
nal B defined as Scarff-Bloom-Richardson (SBR) grade III]
[4, 17]. Bhargava et al. also showed that, despite a good
prognosis, this subtype is predictive of tumours that are rela-
tively resistant to NAC, with lower rate of pCR (1.6 %) [10].
Other markers are thus required to identify, in this less
chemosensitive subtype, a subgroup of patients that might still
benefit from NAC.

18F_Fluorodeoxyglucose (FDG) positron emission tomog-
raphy (PET) is the gold standard for in vivo evaluation of
tumour glucose metabolism. In breast cancer, many studies
have suggested that the metabolic changes of the tumour can
predict the final pCR after only one or two courses of NAC, all
cancer subtypes included [18-20]. Nevertheless, the early
metabolic response differs widely depending on the breast
cancer subtypes. The lowest baseline standardized uptake
value (SUV) and metabolic response are observed in the
luminal HER2-negative subtype [21, 22]. Therefore, no con-
clusions can currently be drawn about the predictive value of
8E_FDG PET for the pCR in this specific tumour subtype.

The objective of the present prospective study was to
determine whether tumour metabolism at baseline and the
metabolic response monitoring after the first course of NAC
are good surrogate markers of survival in women with luminal
HER2-negative tumours.

Materials and methods
Patients and treatments

From April 2004 to August 2009, 128 women with newly
diagnosed, biopsy-proven, stage II or IIIA breast cancer were
consecutively evaluated in this prospective study. Only those
with immunophenotypically defined luminal HER2-negative
tumours (hormonal receptor-positive, HER2-negative) were
included. Patients with high glycaemia, distant metastases,
inflammatory or inoperable breast cancer were excluded.
Clinical characteristics included age, menopausal status, tu-
mour size and lymph node involvement. Histological charac-
teristics, evaluated on the pretreatment core needle biopsy,
included histological type, tumour grading using the modified
SBR system [23], architectural differentiation, nuclear poly-
morphism and number of mitotic divisions. The molecular
markers examined included ER, PR, HER2 and Ki-67 expres-
sion. This prospective study was approved by the Institutional
Review Board and all women gave their informed consent.

Within 4 weeks after the last course of NAC (regimen
detailed in Table 1), the tumours were surgically removed
and pCR was defined as ypTO0/is ypNO [17, 24]. All patients
were then treated with radiotherapy and adjuvant hormone
therapy according to standard recommendations. Some of
them, first treated with an anthracycline-based neoadjuvant
regimen, also benefited from four cycles of adjuvant docetaxel
(100 mg/m?), either because required by a specific protocol or
because of incomplete histological response after NAC (con-
sensus in a multidisciplinary meeting). Patients were followed
up for evaluation of disease status every 3 months during the
first 2 years, every 6 months for the following 3 years and then
once per year.

Histopathological analysis

Tumour samples were collected by needle core biopsy before
the NAC. The specimens were fixed on buffered formalin,
embedded in paraffin and cut in 4-pum thick sections with a
microtome. IHC was performed with an indirect
immunoperoxidase method using antibodies directed against
HER?2 oncoprotein, Ki-67, ER and PR (HER2: rabbit mono-
clonal prediluted antibody 4BS5; ER: rabbit monoclonal
prediluted antibody SP1; PR: rabbit monoclonal prediluted
antibody 1E2, all Ventana Medical Systems, Tucson, AZ,
USA; Ki-67: Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67 Antigen
(clone MIB-1), Dako Denmark A/S). ER and PR status were
considered positive if the tumour showed at least 10 % of
positive cells using ER or PR antibody [25]. HER2 status was
graded according to the HercepTest scoring system modified
by American Society of Clinical Oncology (ASCO)/College
of American Pathologists (CAP) recommendations [26]. In-
vasive tumours with scores of 3+ were considered positive. In
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Table 1 Population characteristics

Table 1 (continued)

Characteristics Number of
patients (%)

Characteristics Number of
patients (%)
n 61
Age (years)
<50 29 (47.5)
>50 32 (52.5)
Tumour size
<2cm 6 (9.8)
2 cm<size <5 cm 49 (80.4)
>5cm 6 (9.8)
Histological type
Ductal 49 (80.3)
Lobular 12 (19.7)
Lymph node status (N)
NO 24 (39.3)
NI1+N2 37 (60.7)
Tumour grading (SBR)
Grade I 7 (11.5)
Grade II 46 (75.4)
Grade I 7 (11.5)
Unavailable 1(1.6)
Architectural differentiation
Score 1 1(1.6)
Score 2 14 (23)
Score 3 44 (72.1)
Unavailable 2(3.3)
Nuclear pleomorphism
Scorell 2(3.3)
Score 2 45 (73.7)
Score 3 12 (19.7)
Unavailable 2(3.3)
Number of mitoses
Score 1 42 (68.8)
Score 2 10 (16.4)
Score 3 7 (11.5)
Unavailable 2(3.3)
ER status
Negative 1(1.6)
Positive 60 (98.4)
PR status
Negative 8 (13.1)
Positive 53 (86.9)
Luminal subtype
A (Ki-67<14 %) 7 (11.5)
B (Ki-67>14 %) 42 (68.8)
Unavailable 12 (19.7)
NAC regimen
6 courses of fluorouracil, epirubicin and 25(41.0)

cyclophosphamide (FEC 100)
26 (42.6)
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3 courses of FEC 100, followed by 3 courses of
docetaxel

3 courses of docetaxel, followed by 3 courses of 6 (9.8)
epirubicin and docetaxel

4 courses of epirubicin, capecitabine and 4 (6.6)
cyclophosphamide

Surgery

Mastectomy 31(50.8)

Breast-conserving 30 (49.2)
Histological response

pCR 1(1.6)

No pCR 60 (98.4)
Adjuvant chemotherapy

Yes 16 (26.3)

No 45 (73.7)

ER oestrogen receptor, PR progesterone receptor, pCR pathological
complete response

case of 2+ scores, fluorescent in situ hybridization was used to
confirm HER2 amplification, using the dual colour HER2 and
CEN17 probes (ZytoLight, SPEC HER2/CEN17 Dual Color
Probe Kit, ZytoVision GmbH, Bremerhaven, Germany).
HER?2 amplification was defined, according to ASCO/CAP
criteria, by a ratio of HER2/CEN17>2.2 [26]. Finally, the
index of cellular proliferation was studied. Using an index
cut-off of 14 %, positive average nuclear staining of any
intensity in malignant cells and tumours with low Ki-67
expression were classified as luminal A, whereas tumours
with high expression were considered luminal B [15, 16].

8E_FDG PET procedures

A first '®F-FDG PET study was performed at baseline, at least
7 days after the core biopsy. Two different whole-body PET
imaging systems were used: a CPET Plus scanner from April
2004 to July 2006 and a Gemini GXL PET/CT scanner from
July 2006 to August 2009 (Philips Medical Systems, Eindho-
ven, The Netherlands). All patients were instructed to fast for
at least 6 h before the injection of 2 MBg/kg of '*F-FDG for
the CPET studies and 5 MBg/kg for the Gemini studies.
Emission and transmission scans from brain to mid-thigh were
first acquired 60 min after the intravenous administration.
Then, scans restricted to the chest with patients in the prone
position and arms raised started 80-90 min after the adminis-
tration of '®F-FDG. Emission data were corrected for dead
time, random and scatter coincidences and attenuation before
reconstruction with the row action maximum likelihood algo-
rithm (RAMLA) iterative method. The image voxel counts
were calibrated to activity concentration (Bq/ml) and decay
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Fig. 1 Patients’ flow chart

128 women with stage
11 or IIIA (conventional
staging) breast cancer

Patient’s flow-chart

v

65 women with luminal

HER2-negative breast

tumors, eligible for the
study

Y

63 women non-eligible (positive
HER? status or negative hormone
receptor status )

" 4 patients excluded because of
;‘ PET eg;ﬂ{; r *| unexpected upstaging with PET or
OT INChEiois technical problems
A J
61 women included

¥

h

19 women with low-
metabolic tumors

42 women with hyper-
metabolic tumors

corrected using the time of tracer injection as the reference. On
the chest-restricted acquisition, a volume of interest (VOI)
encompassing the entire tumour was manually drawn on the
transaxial attenuation-corrected slices to identify the maxi-
mum SUV of the primary tumour. A 2-cm diameter VOI
was also drawn on the liver parenchyma, at mid height, to
measure the hepatic SUV. Indeed, hepatic metabolic activity
was used as a threshold to distinguish between low metabolic
and hypermetabolic tumours at baseline. Tumours with an
SUV at baseline (SUV1) lower than the hepatic SUV were
regarded as low metabolic, whereas those with a higher SUV1
were regarded as hypermetabolic.

Women with hypermetabolic breast cancers benefited from
a second chest-restricted PET study, performed just before the
second course of NAC. No second PET was performed in the
low metabolic group because of the absence of significant
FDG uptake at baseline. For each individual patient, the same
imaging system (either the CPET or the Gemini GXL system),
F_FDG activity, time from injection to acquisition and

2" PET exam for early

metabolic response
assessment

acquisition parameters were used for baseline and post-
treatment studies to obtain good intra-subject standardization.
A VOI encompassing the tumour was drawn to measure the
tumour SUV after the first course of NAC (SUV2).

For both studies, the SUVs measured were corrected for
body surface area (BSA) and glycaemia and normalized to
standard BSA (1.72 m?) and normal glycaemia (5.6 mmol/L)
[19]:

SUV max-Bsa—c = Cmax x 70 x BSA x G/(IA x 1.72 x 5.6)

Cmax (Bg/ml): activity concentration in the voxel of
highest tumour activity

IA: injected activity (Bq)

G: blood glucose (mmol/L)

For patients with two PET studies, the metabolic response
was calculated using the formula: ASUV (%)=100 x (SUV1-
SUV2)/SUVI.

@ Springer



420

Eur J Nucl Med Mol Imaging (2014) 41:416-427

Table 2 Baseline SUV according

to the clinical and histopathologi- CPET Gemini GXL CPET+Gemini GXL
cal status
n SUV1 p* n SUV1 p* n SUV1 p?
All patients 29 2.5+1.5 32 5.6+4.0 61 4.1+34
Age (years)
<50 14 25+1.8 NS 15 53+3.7 NS 29 40+33 NS
>50 15 24+1.1 17 5.8+4.3 32 42436
Tumour size
<2 cm 5 14+0.7 NS 1 46 NS 6 1.9+1.5 NS
2 cm<sizesS5cm 20 2.7+1.6 29 5.7+4.1 49 45+3.7
>5 cm 3.1+1.2 44427 3.5+1.7
Lymph node status
NO 12 29+1.8 NS 12 49+36 NS 24 39+3.0 NS
N1+N2 17 2111 20 5.9+4.2 37 42437
Histological type
Ductal 22 2.8+15 0008 27 59+42 NS 49 45+3.6 0.004
Lobular 7 1.4+0.5 5 3.5+1.9 12 23%1.6
Tumour grading (SBR)
I+1I 26 22+1.1 NS 27 49+36 0.013 53 3.6+3.0 0.004
I 3 4.7+2.7 4 102442 7 7.8+4.5
Unavailable 1 1
Architectural differentiation
1+2 6 22+1.0 NS 9 46+2.5 NS 15 3.7+23 NS
3 22 2.6x1.6 22 6.0+4.5 44 43+3.8
Unavailable 1 1 2
Nuclear pleomorphism
1+2 24 24x15 NS 23 5.0+39 NS 47 37+3.2  0.035
3 4 3.0+1.5 8 7.2+4.3 12 5.8+4.1
Unavailable 1 2
Number of mitosis
1 21 22+1.1 0.036 21 53+4.0 NS 42 3.7+#33  0.019
2+3 7 3.6+2.0 10 6.3+4.2 17 52+3.6
Unavailable 1 2
ER status
Negative 0 — - 1 16.2 NS 1 16.1 NS
Positive 29  2.5+1.5 31 5.2+35 60 39+3.1
PR status
Negative 5 2.1t14 NS 3 4.1+£2.1 NS 8 29+18 NS
Data are mean + SD Positive 24  2.5x1.5 29 5.7+4.1 53 43+3.6
NS not significant, ER oestrogen Luminal subtype
receptor, PR progesterone A (Ki-67<14 %) 6 1707 NS 1 1.6 NS 7 17+06  0.003
receptor B (Ki-67>14 %) 19  2.5+1.2 23 6.3+4.2 42 4.6+3.7
# Mann-Whitney or Kruskal-Wal- Unavailable 4 12
lis test

Statistical analysis

Data were described as frequency (percentage) or mean
(SD) and median (min.—max.). To compare mean
SUVI1s with the different clinical, biological and patho-
logical variables, the non-parametric Mann-Whitney test
was used. To compare the distribution of these variables
according to the low or high tumour uptake of FDG at base-
line, the chi-square, Fisher’s exact or Student’s tests were
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used. Spearman’s rank correlation coefficient was used to
define the links between numerical variables. No correction
for multiple comparisons was used according to the applica-
tion conditions. Receiver-operating characteristic curves
(ROC) were performed to identify the ASUV cut-off with
the highest prognostic value (maxPCC threshold, non-
parametric).

Relapse-free survival (RFS) was calculated from the time
between the date of diagnosis to the date of any event
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Table 3 Clinical, biological and

histopathological variables ac- Variable Low metabolic tumour Hypermetabolic tumour p
cording to tumour metabolism at n (%) n (%)
baseline (low or high with hepatic
uptake as the threshold) All patients 19 31.1) 42 (68.9)
Age (years)
<50 8 (42.1) 21 (50.0) NS*
>50 11 (57.9) 21 (50.0)
Tumour size
<5cm 18 (94.7) 37 (88.1) NSs®
>5cm 1(5.3) 5(11.9)
Histological type
Ductal 11 (57.9) 38 (90.5) 0.006°
Lobular 8 (42.1) 4(9.5)
Lymph node status
NO 8 (42.1) 16 (38.1) Ns®
N1+N2 11 (57.9) 26 (61.9)
Tumour grading
Grade I 5(26.3) 2 (4.9) 0.040°
Grade II 13 (68.4) 33 (80.5)
Grade IIT 1(5.3) 6 (14.6)
Unavailable 1
Architectural differentiation
Score 1 1(5.6) 0(0.0) NSP
Score 2 3(16.7) 11 (26.8)
Score 3 14 (77.8) 30(73.2)
Unavailable 1 1
Nuclear pleomorphism
Score 1 1(5.6) 1(24) Ns®
Score 2 15 (83.3) 30(73.2)
Score 3 2(11.1) 10 (24.4)
Unavailable 1 1
Number of mitoses
Score 1 17 (94.4) 25 (61.0) 0.009*
Score 2-3 1(5.6) 16 (39.0)
ND 1 1
ER status
Negative 0(0.0) 1(24) Ns®
Positive 19 (100.0) 41 (97.6)
PR status
Negative 4(21.1) 4(9.5) NS
Positive 15 (79.0) 38 (90.5)
Ki-67 expression
Mean (SD) 25.7 (20.6) 419 (21.4) 0.017°
NS not significant, ND not de- Unavailable 4 8
termined, ER oestrogen receptor, Luminaly;c subtype
% progesiones rosopior A (Ki-67<14 %) 5(333) 2(59) 0.022°
# Chi-square test . o
i ekt B (Kl-.67Zl4 %) 10 (66.7) 32 (94.1)
Unavailable 4 8

¢ Student’s test

including any recurrences. Overall survival (OS) was defined  (all causes). Surviving patients without progression were cen-
as the time between the date of diagnosis and the date of death ~ sored at the last follow-up. Median follow-up with its 95 %
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confidence interval (CI) was calculated using the reverse
Kaplan-Meier method. Survival curves were estimated using
the Kaplan-Meier method and compared using log-rank tests.
Univariate Cox proportional hazards models were calculated
to compute the hazard ratios (HRs) with their 95 % Cls. For
each univariate model, the proportionality of hazard assump-
tion was tested on the basis of Schoenfeld residuals.

All p values were two-sided and considered significant
when no greater than 0.05. All analyses were performed using
Stata V11 software.

Results
Patients’ characteristics

Among the 128 women evaluated, the 65 women with luminal
HER2-negative breast tumours were included. After the first
8E_.FDG PET study, but before NAC, four patients were
excluded because of unexpected upstaging (stage IV, n=3)
or technical problems (z =1). In the remaining 61 patients, 21
did not undergo the second '*F-FDG PET study: 19 because
of low tumour FDG uptake at baseline (tumour SUV < hepatic
SUV) and 2 because of technical problems. Therefore, PET
response data were assessed in 40 patients among the 61
women included. Only one woman achieved a pCR at the
end of NAC. Patients’ characteristics are shown in Table 1. A
flow chart is shown in Fig. 1.

The mean tumour SUV at baseline was 4.1+3.4 and the
mean hepatic SUV was 2.4+0.5. In hypermetabolic tumours,
the mean ASUV (+ SD) after the first cycle of NAC was 16.5+
36.6 %. Two different PET systems were used in this study: 29
patients were imaged with the CPET and 32 with the Gemini
PET/CT system. Lower SUVs were observed on the CPET
scanner (2.5£1.5 vs 5.6%4.0, p<0.0001). But ASUV did not
significantly differ according to the PET system used (—11=+
39.6 % on the CPET and —19.7+35.5 % on the Gemini PET/
CT, p=0.34).

A high tumour SUV1 was associated with high SBR grade
(p=0.0045), high mitotic activity (p=0.0196), high nuclear
pleomorphism (p =0.0358), ductal histology (p =0.0044) and
luminal B subtype (p=0.0036) (Table 2). Spearman’s rank
correlation showed a positive link between tumour SUV1 and
Ki-67 expression (» =0.49, p =0.0003).

Analysing the two PET systems separately, higher tumour
SUV1 was correlated with higher mitosis score (2+3) and
ductal histology in the CPET system, while it was only corre-
lated with high tumour grading (SBR III) in the Gemini GXL
(Table 2). The tendency that a higher SUV1 is linked with
higher tumour proliferation characteristics was observed in
both PET systems. Nevertheless, results of correlation be-
tween absolute SUV and biological characteristics differed
between the two PET systems.

@ Springer

Therefore, the distribution of the clinical, biological and path-
ological tumour variables according to the tumour metabolic
activity was also analysed using hepatic metabolic activity as a
threshold. The aim was to limit the bias induced by the difference
in absolute SUV measures across PET systems (Table 3).

Survival analysis

The median follow-up period was 64.2 months (range 11.5—
93.2). During the follow-up period, 13 of the 61 women
included developed recurrent disease, 9 of whom died. The
5-year RFS rate was 78.9 % (95 % CI 64.75-87.97 %) and the
5-year OS rate was 88.0 % (95 % CI 74.7-94.5 %).

Using ROC curve analysis, the optimal threshold of
ASUV to predict RFS in hypermetabolic tumours was
calculated at 16 % with sensitivity = 91.7 %, specificity
= 78.6 % and area under the curve = 0.8393 (95 % CI
0.7122-0.9664) (Fig. 2).

By univariate Cox analysis, an increased risk of recurrence
was associated with larger tumour size (p <0.001), hypermet-
abolic tumours (p =0.04) and, more precisely, with hypermet-
abolic tumours achieving a poor tumour response after the
first cycle of NAC (ASUV < 16 %, p=0.001) (Table 4). The 5-
year RFS for patients with hypermetabolic/poorly responding
tumours was 33.2 % (95 % CI 6.69—63.85 %) compared with
88.5 % (95 % CI 88.46-96.13 %) in hypermetabolic/good
responder patients (ASUV>16 %). Women with low metabol-
ic tumours had a 5-year RFS of 93.33 % (95 % CI 61.26—
99.03 %).

Worse OS was associated with larger tumour size (p =0.009),
negative PR status (p =0.039) and with hypermetabolic tumours
that achieved a poor metabolic response after the first cycle of

1.00

0.50 0.75
1 L

0.25
L

8 |
o 4 T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity

Area under ROC curve = 0.8393

Fig. 2 ROC curve analysis for the prediction of RFS with the ASUV of
hypermetabolic tumours. It identified the optimal ASUV cut-off at 16 %
(sensitivity = 91.7 %, specificity = 78.6 %). Area under the curve =
0.8393 (95 % CI 0.7122-0.9664)
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Table 4 Univariate analysis of prognostic factors for RFS and OS

RFS (O
Events HR 95 % CI p value Events HR 95 % CI p value

Age (years)

<50 6/29 1 4/29 1

>50 732 0.98 0.33-2.92 0.969 5/32 0.95 0.25-3.56 0.939
Tumour size

<5cm 9/55 1 6/55 1

>5 cm 4/6 11.22 3.4-37.7 <0.001 3/6 6.52 1.60-26.64 0.009
Histological type

Ductal 10/49 1 7/49

Lobular 3/12 1.2 0.33-4.39 0.778 2/12 0.9 0.18-4.43 0.897
Lymph node status

NO 524 1 3/24 1

NI1+N2 8/37 1.08 0.35-3.3] 0.888 6/37 145 0.36-5.79 0.603
Tumour grading

Grade I-1T 12/53 1 8/53 1

Grade III 177 0.53 0.07-4.06 0.538 1/7 0.84 0.10-6.88 0.874

Unavailable 0/1 0/1
ER status

Negative 0/1 1 0/1 1

Positive 13/60 ND - - 9/60 ND - -
PR status

Negative 4/8 1 4/8 1

Positive 9/53 0.31 0.09-1.02 0.054 5/53 4.07 1.07-15.4 0.039
Luminaly;e subtype

Luminal A (Ki-67<14 %) 177 1 0/7 1

Luminal B (Ki-67>14 %) 11/42 2.36 0.29-17.59 0441 8/42 ND - -

Unavailable 1/12 1/12
Histological response

pCR 0/1 1 0/1 1

No pCR} 13/60 ND - - 9/60 ND - -
Surgery

Mastectomy 8/31 1 6/31 1

Breast-conserving 5130 0.72 0.24-222 0.572 3/30 0.65 0.16-2.61 0.541
Adjuvant chemotherapy

No 8/45 1 4/45

Yes 5/16 1.6 0.51-4.97 0418 5/16 2.6 0.67-10.3 0.168
Baseline SUV (cut-off = hepatic uptake)

Low metabolic 1/19 1 1/19

Hypermetabolic 12/42 8.46 1.08-66.46 0.042 8/42 6.9 0.83-57.6 0.074
Baseline SUV and ASUV

Low metabolic tumours 119 022 0.02-2.05 0.002 1/19 0.34 0.03-3.94 0.004

Hypermetabolic with ASUV > 16 % 426 1 2/26 1

Hypermetabolic with ASUV <16 % 8/14 5.35 1.57-18.17 6/14 10.54 1.84-60.4

Hypermetabolic missing ASUV 072 0/2

HR hazard ratio, CI confidence interval, ER oestrogen receptor, PR progesterone receptor, ND not determined, pCR pathological complete response

NAC (ASUV<16 %, p=0.004) (Table 4). The 5-year OS for  49.22 % (95 % CI 14.76-76.90 %) compared with 96.15 %
patients with hypermetabolic/poorly responding tumours was (95 % CI 75.69-99.45 %) in hypermetabolic/good responder
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patients. Five-year OS in women with low metabolic tumours
was 100 % (one death 7 years after diagnosis). Survival curves
are shown in Figs. 3 and 4. Given the small number of events,
multivariate Cox regression analysis was not performed.

Discussion

For patients with luminal HER2-negative breast cancer, the
appropriateness of preoperative chemotherapy remains con-
troversial because pCR is more rarely achieved [16, 27].
Nevertheless, in a significant proportion of these patients the
tumour is downstaged, and these women might therefore
benefit from this treatment [27]. To predict at baseline which
luminal tumours will undergo a significant clinical and histo-
logical response and which will not is currently an important
clinical issue: there is a need for suitable surrogate end points
of efficacy of NAC in luminal HER2-negative breast cancer.

Gene expression profiling studies have identified two mo-
lecular subtypes of luminal disease with differences in under-
lying biology and outcomes. These are referred to as luminal
A or luminal B. The latter are characterized by increased
proliferation, higher grade and higher sensitivity to NAC [6,
7, 28]. Cheang et al. suggested that these two subtypes could

also be distinguished using Ki-67 expression, with 13.25 % of
positive cells as a cut-off [15]. In the present study, using this
cut-off, luminal B tumours had a significantly higher SUV1
than luminal A tumours (4.5 vs 1.6, p =0.0028), as previously
shown by Buck et al. [29]. In contrast with larger studies [14,
15], this classification into luminal A and B has no prognostic
value in our study, perhaps due to the low number of women
included. Lips et al. recently showed that none of the standard
predictive pathology and molecular markers, including Ki-67
expression, could reliably define an NAC-resistant luminal
HER2-negative subgroup with no significant chemotherapy
benefit [27].

The present study demonstrates that '*F-FDG PET at base-
line can also distinguish between two subgroups of luminal
HER2-negative tumours with different underlying prolifera-
tion indexes and outcomes: on the one hand breast tumours
with low baseline glucose metabolism and, on the other hand,
hypermetabolic tumours. Hepatic glucose metabolism was
used as the reference background, and tumours with higher
levels of metabolism were regarded as hypermetabolic. The
use of the hepatic SUV as a threshold leads to lower inter-
observer variability than does a simple visual interpretation of
hepatic metabolism. Breast glucose metabolism was not used
as the reference background because breast density and
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Fig.3 REFS curves according to tumour metabolism at baseline (low or hypermetabolic tumours) and to changes in metabolism after the first course of
NAC (poor response if ASUV <16 % and good response if ASUV 216 %)
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Fig.4 OS curves according to the tumour metabolism at baseline (low or hypermetabolic tumours) and to changes in metabolism after the first course of

NAC (poor response if ASUV <16 % and good response if ASUV 216 %)

hormonal status affect FDG uptake [30]. On the contrary,
hepatic FDG uptake has been shown to be reproducible with
little variability of the SUVs in healthy individuals [31].

Compared with hypermetabolic tumours, low metabolic
tumours were more often lobular carcinoma (42.1 vs 9.5 %,
p=0.006), with a lower SBR grade (p =0.04), a lower mitotic
rate (p=0.009) and lower Ki-67 expression (25.7 vs 41.9 %,
p=0,017) (Table 3) and, as a consequence, had an excellent
prognosis at 5 years. Several reports have suggested that both
lobular and low Ki-67 expression breast cancers are less
chemosensitive and could be considered for endocrine therapy
only [27, 32-35]. Similarly, the benefit of NAC in low met-
abolic luminal tumours should be questioned and neoadjuvant
endocrine therapy could also be considered.

In contrast, 42 women had hypermetabolic luminal
breast tumours at baseline, with higher proliferative
indexes and therefore close to the luminal B subtype
(94.1 %). In this subgroup of tumours, the present study
demonstrated that the metabolic response after the first
course of NAC had a good prognostic value at 5 years
and could define two subgroups of hypermetabolic lu-
minal tumours with different degrees of response to
NAC correlated with different outcomes. Indeed, a good
metabolic response to NAC, with a decrease in tumour

glucose metabolism over 16 % (ASUV>16 %) after the
first course of treatment, was related to an excellent
outcome and could be used as an early surrogate end
point for the efficacy of NAC. In contrast, patients with
a lower metabolic response (ASUV<16 %) had a higher
risk of relapse at 5 years (HR=5.35, p=0.001) and
worse OS (HR=10.63, p=0.004). In the future, these
poorly responding women, for whom the prognosis is
poorer, might benefit from an early tailoring of the
NAC regimen used for the first cycle. Within the con-
text of clinical trials, a variety of other approaches
could be tested in these patients, including the use of
a combination of new chemotherapy/endocrine agents.
Our study has some limitations: SUV is dependent on
parameters such as the delay between injection and measure-
ment, glucose concentration, body weight, preparation proce-
dures and instrumental factors. Standardization of PET imag-
ing systems is required for the use of quantitative '*F-FDG
PET as an imaging biomarker. Guidelines have been issued
and have to be implemented [36-38]. In the present study, the
corrections for BSA and serum glycaemia limit the impact of
variations in these parameters on the SUV during NAC. The
absolute SUV1 measurements were affected by the use of two
different PET systems. Indeed, absolute SUV measures should
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be interpreted with caution when analysing data from various
PET imaging systems. The use of an intra-subject reference
background, as performed in the present study, can limit this
bias. Moreover, the measurements of ASUV (%) were repro-
ducible because they were less affected by technical factors
such as camera calibration [36]. Thus, ASUV (%) appears to
be a reliable and reproducible measurement when data from
various scanners with strict intra-subject standardization are
analysed, as was the case in the present study.

Because it is the first study evaluating the prognostic rele-
vance of early FDG PET monitoring in luminal breast cancers,
no previous ASUV thresholds are available in the literature.
The ROC analysis method was thus used to define the ASUV
cut-off with the best prognostic significance. But this method
can overestimate the statistical significance of the variable.
Hence, these first results should be interpreted with caution.
Other prospective and multicentre studies, evaluating the sur-
vival benefit of tailoring the NAC regimen according to the
early metabolic response are thus required.

The median follow-up period was 64.2 months (11.5-
93.2). The excellent survival curves of women with low
metabolic tumours could be overestimated because the risk
of late mortality persists after 5 years in this subgroup. Haque
et al. showed that, in contrast with other subtypes, survival
curves for women with luminal A tumours continued to
decline steadily after 10 years of follow-up [39]. In our results,
the only death in the low metabolic tumour subgroup was
observed 7 years after diagnosis. This 5-year follow-up gives
preliminary survival results rather than definitive.

Finally, due to the low number of observed events, a
reliable multivariable model could not be fitted in this study.
We can therefore not assess whether the effect of baseline
SUVand ASUVon survival are still significant after adjusting
for tumour size and PR status.

Conclusion

Firstly, luminal HER2-negative tumours with high glucose
metabolism at baseline are characterized by increased prolif-
eration indexes and mainly belong to the
immunohistochemically defined luminal B subtype. Among
these hypermetabolic luminal tumours, the metabolic changes
after the first course of NAC can define a subgroup of women
with poorly responding tumours, related to a poorer prognosis
at 5 years. Metabolic response monitoring, using '*F-FDG
PET before and after the first course of NAC, may create in
the future the ability to early tailor the NAC regimen to the
chemosensitivity of the primary tumour. The survival benefit
should be evaluated in future trials.

Secondly, luminal HER2-negative tumours with low glu-
cose metabolism at baseline have low proliferative indexes,
with an excellent prognosis at 5 years. The benefit of NAC

@ Springer

should be questioned in this subgroup of patients, and the use
of neoadjuvant endocrine therapy should be evaluated.
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4. Meétabolisme du cancer HER? positif

4.1. Introduction

La prise en charge des tumeurs HER2 positives a ¢été révolutionnée par le
développement d’anticorps ciblant les récepteurs membranaires HER2, tel que le
trastuzumab, et inhibant ainsi la croissance tumorale contrdlée par la voie du récepteur 2
du facteur de croissance épidermique humain. Bien qu’il s’agisse de tumeurs généralement
prolifératives, leur pronostic a ainsi été fortement amélioré par 1’arrivée de ces thérapies.
Une réponse histologique compléte est fréquemment observée pour ce phénotype et est
considérée comme un biomarqueur précoce favorable de la survie sans récidive et globale.
L’identification précoce des patientes moins bonnes répondeuses, qui n’obtiendront pas de
pCR, est un enjeu clinique important. En effet, diverses thérapies ciblées, agissant soit sur
d’autres sites de la protéine HER2 que le trastuzumab (ex : Pertuzumab), soit sur d’autres
voies moléculaires (ex : lapatinib), ont une efficacité prouvée pour ce type tumoral. Une
intensification thérapeutique pourrait donc étre proposée aux patientes ne répondant que
partiellement au trastuzumab. L’objectif de cette étude a été d’évaluer si la TEP au '*F-
FDG est un bon outil pour identifier précocement les patientes moins bonnes répondeuses
a une premiere ligne de docetaxel-trastuzumab, dont la probabilité¢ d’obtention d’une pCR
est faible. La valeur prédictive de divers paramétres métaboliques a été étudiée : SUV

absolu, ASUYV, variations du volume métabolique tumoral...

4.2. Article 3
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Abstract

Purpose To investigate the value of '*F-fluorodeoxyglucose
positron emission tomography (‘*F-FDG PET/CT) to predict
a pathological complete response (pCR) after neoadjuvant
chemotherapy (NAC) in women with human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2)-positive breast cancer.
Material and methods Fifty-seven consecutive women with
HER2-positive breast cancer, treated with trastuzumab plus
taxane-based NAC, were prospectively included. Maximum
Standardized Uptake Value of the primary tumor and axillary
nodes were measured at baseline (PET;.SUV,,a) and after the
first course of NAC (PET,.SUV ). Tumor metabolic vol-
umes were assessed to determine Total Lesion Glycolysis
(TLG). The tumor metabolic response (ASUV,,,, and
ATLG) was calculated.
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Results In univariate analysis, negative hormonal receptor
status (p=0.04), high tumor grade (p=0.03), and low tumor
PET,.SUV .« (7=0.001) were predictive of pCR. Tumor
ASUV .« correlated with pCR (p=0.03), provided that tu-
mors with low metabolic activity at baseline were excluded.
ATLG did not correlate with pCR. In multivariate analysis,
tumor PET,.SUV 1., <2.1 was the best independent predictive
factor (Odds ratio =14.3; p=0.004) with both negative and
positive predictive values of 76 %. Although the metabolic
features of the primary tumor did not depend on hormonal
receptor status, both the baseline metabolism and early re-
sponse of axillary nodes were higher if estrogen receptors
were not expressed (p=0.01 and p=0.03, respectively).
Conclusion In HER2-positive breast cancer, very low tumor
residual metabolism after the first cycle of NAC (SUV 5, <
2.1) was the main predictor of pCR. These results should be
further explored in multicenter studies and incorporated into
the design of clinical trials.

Keywords Breastcancer - Neoadjuvantchemotherapy - PET -
HER2 - Response monitoring

Introduction

Neoadjuvant chemotherapy (NAC) is used more and more in
order to increase conserving surgery of breast cancer by
reducing tumor size [1, 2]. Studies have demonstrated that
NAC does not improve survival when compared with adju-
vant chemotherapy [3], but women who achieve a patholog-
ical complete response (pCR) in the breast and axillary nodes
at the end of NAC have significantly improved survival [4].
Breast cancer includes several molecular entities that differ
in their clinical behavior, biological characteristics and

@ Springer



1526

Eur J Nucl Med Mol Imaging (2014) 41:1525-1533

outcomes [5—7]. The standard of care in the overexpression
and/or amplification of human epidermal growth factor recep-
tor 2 (HER2)-positive subtype is characterized by the use of
trastuzumab (Herceptin®), which selectively targets HER2
oncoprotein. During neoadjuvant treatment, the synergy be-
tween trastuzumab and cytotoxic therapy is very effective. It
induces a high rate of complete pathological response at the
end of treatment [8] and improves outcomes [9]. However, the
features of this HER2-positive subtype are heterogeneous and
depend on hormonal receptor (HR) expression [10, 11].

Fluorine-18 fluorodeoxyglucose positron emission tomog-
raphy (‘*F-FDG PET/CT) is the gold standard for in vivo
evaluation of tumor glucose metabolism. Studies regarding
the use of PET/CT to monitor early tumor response to NAC
have shown promising results in predicting the final pCR, all
tumor subtypes included [12-14]. Nevertheless, because the
metabolic behavior of tumors varies considerably among
breast cancer subtypes, breast cancer cannot be considered a
single entity [15]. Few studies have evaluated the relevance of
metabolic response to predict pCR in the HER2-positive
subtype specifically, and results are contradictory because of
small and heterogeneous patient series [15—18].

The objective of this prospective study was to demonstrate
the value of early tumor metabolic changes to predict pCR at
surgery in a large group of women with exclusive HER2-
positive invasive carcinoma. Different "*F-FDG PET param-
eters were evaluated, including tumor metabolic volumes. The
correlation between PET parameters and the molecular
markers of HER2-positive breast cancer, including hormonal
receptor status, was also analyzed.

Materials and methods
Patients and treatments

From November 2006 to October 2012, 195 women that were
referred to our institution (Centre Georges-Frangois Leclerc,
Dijon, France) because of an indication for NAC and clinical
stage II or III breast cancer were consecutively evaluated in
this prospective study. Only those with non-inflammatory
HER2-positive tumors treated with six cycles of standardized
trastuzumab and docetaxel-based regimen were included.
Patients with high glycemia (> 9 mmol/l) were excluded.
The institutional review board approved this prospective study
and all women gave their informed consent.

Docetaxel was administered as an intravenous infusion
every 3 weeks, at the dose of 100 mg/m? with a concomitant
dose of trastuzumab. About 1 month after the last course of
NAC, the tumors were surgically removed, and pCR was
defined as no residual invasive cancer in the breast and nodes,
though in-situ breast residuals were allowed (ypTO0/is ypNO)
[10].

@ Springer

Histopathological analysis

Pre-treatment core biopsies from the primary tumor were used
to determine the histological type, tumor grade [19], architec-
tural differentiation, nuclear polymorphism and rate of mito-
sis. The molecular markers examined included estrogen re-
ceptor (ER), progesterone receptor (PR) and HER2
expression.

Tumor samples were fixed on buffered formalin, embedded
in paraffin and cut with a microtome. Immunohistochemistry
was performed with an indirect immunoperoxydase method
using antibodies directed against HER2 oncoprotein, ER and
PR (HER2: rabbit monoclonal prediluted antibody 4B5; ER:
rabbit monoclonal prediluted antibody SP1; PR: rabbit mono-
clonal prediluted antibody 1E2, Ventana Tucson, AZ, USA).
All immunostainings were performed on an automated
immunostainer (Ventana XT, Tucson, AZ, USA). ER and
PR status were considered positive if the tumor showed at
least 10 % of positive cells [20]. HER2 status was graded
according to the HercepTest scoring system modified by
ASCO/CAP recommendations (0, 1+, 2+ or 3+) [21]. Scores
of 3+ were considered positive. In the case of 2+ scores,
fluorescent in situ hybridization (FISH) was used to confirm
HER2 amplification, using the dual color HER2 and CEN17
probes (ZytoLight, SPEC HER2/CEN17 Dual Color Prob Kit,
Zytovision GmbH, Bremerhaven, Germany). HER2 amplifi-
cation was defined, according to ASCO/CAP criteria, by a
ratio of HER2/CEN17>2.2 [21].

3_.FDG PET/CT procedures

A first '®F-FDG PET/CT study was performed at baseline.
Two different PET/CT imaging systems were used: a Gemini
GXL PET/CT scanner from November 2006 to December
2010, and a Gemini TF PET/CT scanner from December
2010 to October 2012 (Philips Medical Systems, Eindhoven,
The Netherlands). Patients were instructed to fast for at least
6 h before the intravenous injection of 5 MBg/kg of '*F-FDG
for Gemini GXL studies and 3.5 MBg/kg for Gemini TF
studies. Emission and transmission scans from the brain to
mid-thigh were acquired 60 min later. Scans restricted to the
chest with patients in the prone position were started 90 min
after the injection of '*F-FDG. Emission data were corrected
for dead time, random and scatter coincidences, and attenua-
tion before reconstruction with the RAMLA iterative method.
A second '®F-FDG PET/CT study was performed just before
the second course of NAC. A chest-restricted acquisition was
done 90 min after the injection of the '*F-FDG. For each
patient, the same imaging system, '*F-FDG activity and time
from injection to acquisition were used for both studies.

A spheroidal volume of interest (VOI) encompassing the
primary tumor or nodes was manually drawn on the chest-
restricted acquisitions, to measure the Standardized Uptake
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Value maximal index (SUV ) at baseline (PET;.SUV yax)
and after the first course of NAC (PET,.SUV ax). Measured
SUVmax Was systematically corrected for body surface area
(BSA) and glycemia, as detailed in our previous studies [12,
15].

The metabolic response to NAC was calculated:

ASUViax(%) = 100 X (PET;.SUVinex—PET2.SUVinax) /PET1.SUViax.

Metabolic tumor volume (MTV) was automatically mea-
sured inside the tumoral VOI, which had been previously
drawn using a dedicated software package (Tumor-tracking;
Philips) with margin thresholds set at 41 % of SUV ,,, after
correction for the breast background activity [threshold=
0.41*(Tumor SUV .- Contralateral breast background
SUV max)]- Total lesion glycolysis (TLG) was then calculated
as SUVean X MTV, which considers both the metabolic
activity and tumor burden. Tumor ATLG (%) was calculated.

Three other VOIs were drawn to assess different back-
ground SUV can and SUV pax:

— on the contralateral breast glandular tissue (breast
background)

— inside the ascending aorta (mediastinal background)

— on the liver parenchyma, at mid height (hepatic
background)

The mediastinal and hepatic SUV . were used as thresh-
olds on the PET2 examination to distinguish between tumors
with low or high residual metabolism.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the use of WinSTAT
software (Microsoft, Redmond, Washington, USA) and Systat
software (Systat Inc., Evanston, IL). Data were described by
frequency (percentage) or mean and standard deviation (SD).

Correlations between metabolic tumor parameters and the
different clinical, biological and pathological variables were
assessed with either the Mann—Whitney or the Kruskall-
Wallis test.

Tumor metabolic characteristics according to the PET/CT
system used and to achievement of pCR were compared with
the Mann—Whitney test.

The Chi-square test was used to compare the rates
observed.

The predictive value of ASUV ., was first evaluated in the
whole population. But because previous studies reported
ASUV .« to be less accurate in response assessment for
women with low-metabolic tumors (tumor-to-background ra-
tio of less than 5) [22-24], this analysis was secondly restrict-
ed to women with hypermetabolic tumors at baseline. In the
present study, a tumor-to-background tumor ratio>5 was

comparable to a tumor PET;.SUV ,.x>3.7 (mean contralateral
breast tissue SUV ean=0.74): this threshold was therefore
used.

Receiver operating characteristic curves (ROC) were per-
formed to define the optimal threshold of ASUV,., and
PET,.SUV ,,ax for the prediction of pCR.

Univariate analyses of the different clinical, histopatholog-
ical and metabolic parameters to predict pCR were performed
using a logistic regression model. Multivariate analyses with
backward variable selection were done to identify prognostic
variables of independent statistical significance. P values <
0.05 were considered significant in all tests.

Results
Patients’ characteristics (Table 1)

Among the 195 women evaluated, 72 had HER2-positive
breast tumors. Seven of them were excluded because they
had undergone a NAC regimen that did not include
trastuzumab and docetaxel, and eight were excluded because
of obvious upstaging after the first PET exam (stage IV), and
in whom NAC was no longer indicated. In the remaining 57
patients, three missed the second PET exams because they
declined to continue or because of problems with the equip-
ment. All tumors were invasive ductal carcinoma; none of
them belonged to the lobular histological subtype.

The mean tumoral SUV,,, (+ SD) at baseline was 8.3+4.4
(Table 2) and the mean lymph node SUV,,,,, was 5.9+3.9.
After the first cycle of NAC, the mean tumoral PET,.SUV ..,
was 2.9+£1.5. The mean tumoral ASUV,,,,, was 58.5£22.7 %.
There were no significant differences between patients imaged
with the Gemini GXL (n=39) and the Gemini TF PET/CT
(n=18) systems for mean PET,.SUV,,,,, PET,.SUV,,, and
ASUV 0

The mean tumoral TLG1 and ATLG (£ SD) were calculat-
ed at 31.4+38.3 and 84.9+12.8 %, respectively.

The pCR rate was 43.9 % (25/57).

Correlation between metabolic features
and clinical/histopathological parameters (Table 2)

Regarding primary tumor metabolism, both higher SUV .«
and higher ASUV,,,,x were associated with a higher mitotic
count (respectively P=0.001 and P<0.001). The correlation
between ATLG and mitotic count was lower (P=0.02).
Baseline TLG was only correlated with PR status: TLG,
was 37.0+40.1 in tumors with negative PR status and 25.7+
36.2 in tumors with positive PR status (P=0.04).

Regarding axillary node metabolism, higher PET;.SUV ..,
and greater ASUV,,,,, were only associated with negative
tumor estrogen receptor status. In negative ER tumors, mean
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Table 1 Population characteristics

Characteristics Number of patients: N (%)
Total patients 57
Age (years)

<50 36 (63 %)

>50 21 (37 %)
Menopause

No 35 (61 %)

Yes 21(37 %)

Unknown 12 %)
Tumour size (T)

<5 cm 50 (88 %)

>5 cm 7(12 %)
Lymph node involvement

Negative 19 (33 %)

Positive 38 (67 %)
Tumour grading

Grade I 2 (4 %)

Grade 11 24 (42 %)

Grade I1I 28 (49 %)

Missing 3(5%)
Architectural differentiation

Score I 12 %)

Score I 12 21 %)

Score I1I 37 (65 %)

Missing 7(12 %)
Nuclear pleomorphism

Score I 0 (0 %)

Score 11 21 (37 %)

Score III 29 (51 %)

Missing 7 (12 %)
Number of mitoses

Score I 14 (25 %)

Score II 27 (47 %)

Score III 11 (19 %)

Missing 509 %)
HER2 status

++ and FISH + 8 (14 %)

et 49 (86 %)
Estrogen receptor status

Negative 18 (32 %)

Positive 39 (68 %)
Progesterone receptor status

Negative 29 (51 %)

Positive 28 (49 %)
Hormonal receptor status

Negative (ER and PR negative) 15 (26 %)

Positive (ER or PR positive) 42 (74 %)
pCR (ypT0/is ypNO)

Yes 25 (44 %)

No 32 (56 %)

pCR is defined as ypT0/is ypNO: no invasive residual in the breast and
nodes; in-situ breast residuals allowed
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PET;.SUV ax Was 9.2+4.5 in the nodes and mean ASUV oy
was 76.6+11.6, whereas these values were 4.7+3.0 and 60.1+
19.0 in positive ER tumors (P=0.01 and P=0.03,
respectively).

Relationship between tumor metabolic parameters and pCR
(Tables 3 and 4)

There was a strong correlation between tumor residual
SUVax at PET2 and pathological response: mean
PET,.SUV .« Was 3.2+1.6 in women without pCR and 2.3
+1.1 in those with pCR (P=0.003) (Fig. 1, Table 3).

ROC analyses were performed for SUV2 for the early
prediction of pCR; the area under the curve (AUC) was 0.73
(P=0.003) (Fig. 2). With an optimal cut-off determined at 2.1,
both the negative predictive value (NPV), and the positive
predictive value (PPV) of a low PET,.SUV ,,,, to predict pCR
were 76 %. Other cut-offs could be used. For example, if the
aim rather was to best identify the non-complete responding
women, a higher cut-off might be favored to improve the NPV
of PET,.SUV,,,., but at the expense of the PPV. Indeed, the
accurate identification of non-responding women may also be
an important point in the design of treatment intensification
trials for poor-responding women.

Instead of a fixed value, intra-subject background cut-offs
(mediastinal or hepatic SUV ;) were used on interim PET to
distinguish between tumors with low or high residual metab-
olism, but this did not predict pCR (P=0.58 in univariate
logistic analysis, both).

In the first analysis, ASUV,,,, did not correlate significant-
ly with pathological response (P=0.17). But when ASUV .,
was compared with baseline SUV,,,, (Fig. 3), we reported
ASUV,,,., to be less accurate in response assessment for the
subset of five patients with low '®F-FDG uptake at baseline
(PET,.SUV,,,5x<3.7) because of lower metabolic response,
despite a 80 % rate of pCR in this subgroup. Therefore a
second analysis of ASUV . was restricted to the subset of
52 women with hypermetabolic tumors (PET;.SUV ,.x>3.7):
there was a correlation between the early percentage decrease
in SUVax and the pathological response at surgery
(ASUV 5x=58.6+17.6 % in women without pCR vs. 71.3+
14.2 % in those with pCR, P=0.02; Table 3). Using ROC
analysis, the AUC was 0.70, 95 % IC=[0.55-0.85], P=0.02.
When an optimal cut-off of 60 % was used, the sensitivity,
specificity, positive predictive and negative predictive value of
ASUV,,,, to predict pCR were 83 % (15/18), 52 % (16/31),
50 % (15/30), and 84 % (16/19), respectively.

By univariate logistic analysis, tumor PET;.SUV ., (P=
0.03), ASUV,,,, if baseline SUV,,,,>3.7 (P=0.03), tumor
PET,.SUV .« (P=0.001), SBR grade (P=0.03) and hormonal
receptor status (P=0.04) correlated with pCR (Table 4). By
multivariate analysis, tumor PET,.SUV,,,, was the best inde-
pendent predictive factor of pCR: a decrease in SUV,,,, below
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Table 2 Metabolic characteristics of the primary tumor according to the clinical and histopathological status
TUMOR
Baseline SUV 5, ASUV ax ATLG
N mean + S.D. P N mean + S.D. P N mean = S.D. 2
All patients 57 8.3+4.4 54 58.5+22.7 54 84.9+12.8
Age (years)
<50 36 8.3+4.5 NS* 34 59.1+20.6 NS* 34 85.9+14.0 NS*
>50 21 8.2+4.2 20 57.5+26.5 20 83.3+10.6
Tumor size
<5 cm 50 8.4+4.5 NS* 47 59.8+23.5 NS* 47 85.3+12.5 NS*
>5 cm 7 72+2.6 7 49.7+15.4 7 82.3+15.2
Tumour Grading (SBR)
I+ 26 7.5+4.0 0.05* 25 53.8+19.8 0.02* 26 87.9+10.4 NS*
il 28 9.4+4.6 26 64.0+22.7 25 83.0+12.7
Number of mitosis
1 14 7.3+4.9 0.001** 13 442+189 < 0.001** 13 77.1£122 0.02%*
I 27 7.6+3.7 26 59.9+22.3 26 88.5+11.0
I 11 12.1+3.8 10 76.6+9.4 10 88.8+8.1
Estrogen receptor status
Negative 18 7.9+3.5 NS* 16 57.6+26.8 NS* 16 78.9+15.7 NS*
Positive 39 8.4+4.7 38 58.8+28.2 38 87.5+10.6
Progesterone receptor status
Negative 29 8.7+4.7 NS* 27 58.7+25.7 NS* 27 85.1=13.9 NS*
Positive 28 7.8+4.0 27 58.2+19.8 27 84.8+11.9
Hormonal receptor status
Negative 15 8.0+3.9 NS* 13 573+28.9 NS* 13 80.9+16.7 NS*
Positive 42 8.4+4.5 41 58.8+20.8 41 86.2+11.2

S.D. = Standard Deviation, NS = not significant, TLG = Total Lesion Glycolysis

*Mann—Whitney test, **Kruskal-Wallis test

Menopausal status, architectural differentiation and nuclear pleomorphism were not significantly correlated with tumor metabolic characteristics

2.1 after the first cycle of NAC had a high odds ratio of 14.3
(95 % CI=[2.3-90.9]; P=0.004).

We found no significant association between the various
tumor volume parameters (MTV;, MTV,, AMTV, TLG;,
TLG; or ATLG) and a pCR.

No correlation was found between axillary metabolic pa-
rameters and nodal or tumoral pCR.

Discussion

Because alternative therapies are now available in HER2-
positive tumors (e.g. association of an anti-angiogenic drug,
dual anti-HER2 blockage, etc.), the early identification of
women who do not respond to a trastuzumab/taxane regimen
is an important clinical issue. Neoadjuvant chemotherapy
allows the quantifiable in vivo assessment of tumor
chemosensitivity and is an excellent setting for the transla-
tional evaluation of new predictive biomarkers of tumor
response.

The interest of the present study is that it included a
relatively large population of women with invasive HER2-
positive ductal breast carcinoma whose tumor response to
taxane and trastuzumab-based neoadjuvant chemotherapy
was monitored early with ®F_FDG PET/CT.

Correlation between early metabolic parameters and pCR

The findings demonstrate that in this specific breast cancer
subtype, tumor metabolic response after the first cycle of NAC
correlated with pCR. Nonetheless, this correlation was strong-
ly linked to the metabolic parameter studied.

A SUV,,,, lower than 2.1 after the first cycle of NAC was
the only independent predictor of pCR (P=0.004), with an
accuracy of 76 %. Because HER2-positive cancers are highly
sensitive to trastuzumab associated with chemotherapy, this
threshold is very low, meaning a nearly complete metabolic
response after the first course of NAC is required to predict
pCR. A recent study by Groheux et al., which included 30
patients with the same subtype but a different PET timing
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Table 3 Tumor metabolic characteristics according to achievement of
pCR

N Mean + S.D. P*
PET.SUV jax
pCR 25 79+4.4 NS
no-pCR 32 8.6=4.4
PET2.SUV jax
pCR 22 23«11 0.003
no-pCR 32 3.2=16
ASUV ax
pCR 22 59.8+28.4 NS
no-pCR 32 57.5+18.3
ASUV jpay if PET.SUV 0 >3.7
pCR 18 71.3x14.2 0.02
no-pCR 31 58.6x17.6
TLG;
pCR 22 32£33 NS
no-pCR 32 49=83
ATLG
pCR 22 86.6=12.7 NS
no-pCR 32 83.8+12.9

S.D = Standard Deviation
*Mann—Whitney test

(after two courses), also found that a low PET,.SUV,,, was
the main determinant to predict pCR early, with an accuracy of
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Fig. 1 Distribution of absolute tumor PET,.SUV,,,, for pCR and non-
pCR women. The red line corresponds to the threshold of
PET, SUV piy=2.1

90 % [17]. The predictive threshold in this study was higher
(SUV 0> 3), but may be explained by a different neoadjuvant
regimen, which introduced trastuzumab after four cycles of
anthracycline-based chemotherapy.

The predictive value of ASUV 5« is more conflicting
among the few studies. Groheux et al. found an accuracy of
73 % to predict pCR, which is lower than that of
PET,.SUV 0 [17], but equivalent to the findings of a prelim-
inary study at our institution (76 %) [15]. A study by Koolen

Table 4 Univariate and multivariate logistic analysis of significant predictive factors for pCR

pCR
Univariate analysis Multivariate analysis
N OR [95 % CI] P value OR [95 % CI] P value
PET,.SUV s
=21 37 1 1
<2.1 17 10.1 [2.6-38.4] 0.001 14.3 [2.3-90.9] 0.004
Missing 3
PET,.SUV 5« and ASUV
Hypermetabolic with ASUV ., <65.5 % 24 1 1
Hypermetabolic with ASUV,,,>65.5 % 25 4.1 [1.2-14.5] 0.03 09 [0.1-5.6] NS
Low metabolic (PET;.SUV,;,,,<3.7) 5 152 [1.4-168.0] 0.03 137 [1.2-162.1] 0.04
Missing 3
SBR
I+1 26
I 28 3.6 [1.2-11.4] 0.03 NS
Missing 3
Hormonal status (ER + PR)
Positive 42 0.04 NS
Negative 15 3.6 [1.0-12.5]

OR = odds ratio; [95 % CI] = [95 % confidence interval]; NS = not significant
Tumor size and PET, SUV .., using either the mediastinal or hepatic uptakes as cut-offs were not significant factors in univariate analysis.
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Fig.2 ROC curve analysis of PET,.SUV,,,, for prediction of pCR. Area
under curve=0.73+0.07; 95 % IC=[0.59-0.88]; p=0.004; threshold=
2.1; sensitivity is 59 % (13/22), specificity is 88 % (28/32), positive
predictive value is 76 % (13/17), negative predictive value is 76 % (28 /
37), and accuracy is 76 % (41/54)

et al., however, found that ASUV,,, evaluated after 3 or
8 weeks of treatment was not accurately associated with a
pathological response [18]. Differences between results may
be explained by the small numbers of patients, and different
regimens and timing for the neoadjuvant treatment.

In the first analysis of the present study, ASUV ,,,, was not
an appropriate metabolic parameter to predict histological
response in the HER2+ subtype. Nonetheless, we observed
that, although tumors with low baseline SUV ..« frequently
reached pCR, their early metabolic response (ASUV ,,x) was
always weak and therefore not accurate. This is due to the high
impact of the breast background metabolic activity on
ASUV,,,.x measurements in low-metabolism tumors. This
finding is in keeping with previous studies suggesting that
ASUV ., only be evaluated in cases with a tumor-to-
background ratio higher than 5 [22—-24]. A statistically signif-
icant improvement in the classification of responses was

100
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Tumor baseline SUV,,,
Fig. 3 Distribution of ASUV ., according to tumor PET,.SUV 5

indeed obtained when the predictive value of ASUVmax
was assessed only in turnors with baseline SUV ,,,>3.7 (com-
parable to a tumor-to-background tumor ratio>5 because of
mean breast tissue SUV measured at 0.74). Similarly, accord-
ing to the data reported by Groheux etal. [17], it appeared that
none of the four low-metabolism tumors (SUV 0,<3.7)
reached the —62 % cutoff used in the study to predict pCR,
even though it was finally achieved by three of them, demon-
strating many false negative results. Therefore, ASUV yax
may be an early predictor of pCR, but caution is required
when the response of tumors with low tumor-to-background
SUV,,.., ratio is evaluated.

Among other PET parameters, the predictive value of early
changes in the metabolic tumor volume was assessed, using
the TLG. As previously suggested by a pilot study by Hatt
et al., which included a small cohort of 12 women [25], this
metabolic parameter was not found to correlate significantly
with pCR in the HER2-positive subtype.

The use of intra-subject reference background SUV ..
(mediastinal or hepatic) to distinguish between tumors with
a poor and those with a good response on interim PET is more
robust than absolute SUV ..., cut-offs for multicenter settings,
and is currently applied in the prognostic stratification of
lymphoma [26]. Nevertheless, no predictive value of these
thresholds has been found on PET2.

Metabolic characteristics of tumors and lymph nodes
according to the clinical and histopathological status

In this HER2-positive subtype, only a higher mitotic activity
correlated with both higher baseline tumor metabolism and a
greater early decrease in metabolism. These findings corrob-
orate our previous results in a general population of breast
cancers [15]. Hormone receptor (HR) status is a major driver
of breast cancer clinical phenotype and tumor features, even
among HER2-positive patients [10, 11, 27]. The pathological
response of tumors to HER2-directed neoadjuvant regimen
differs according to ER expression, and a study of Von
Minckwitz et al. has reported pCR not to be a prognostic
marker in HER2+/HR+ breast cancers [10]. Surprisingly, no
significant difference was found in the metabolic behavior of
HER2+/HR+ and HER2+/RH- primary tumors, thus
confirming the results of Groheux et al. in a smaller cohort
of patients [17].

The metabolism of synchronous axillary nodes raises an
interesting point: both the baseline metabolism (SUV1) and
the early metabolic decrease (ASUV) were greater in HER2+/
HR- lymph nodes. To our knowledge, this is the first study to
evaluate the metabolism of axillary lymph nodes according to
the HR status in HER2+ tumors. Several hypotheses could
explain these differences. Firstly, breast cancer is a heteroge-
neous tumor made up of different cell clones [28] that derive
from genetic instability acquired by cancer cells during the
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multi-step process of tumor progression [29]. The few cells
that acquire metastatic behavior and present in the involved
nodes may have higher proliferation and apoptosis rates in the
HER2+/HR- subtype than in the HER2+/HR+ subtype, thus
explaining their higher metabolism. Secondly, crosstalk be-
tween the ER and HER2 pathways has been shown to play a
role in both intrinsic and acquired resistance to endocrine
agents and HER2-directed agents in previous studies [30].
Vaz-Luis et al. found a 49 % discordance rate of one of the
markers (ER, PR, HER2 status) between HER2-positive pri-
mary tumors and metastatic samples, including a switch from
HER2-positive to HER2-negative in 17 % of cases [11]. Even
though this discordance may be lower between primary and
synchronous axillary nodes, the down-regulation of HER2
overexpression in lymph nodes could explain the higher met-
abolic activity usually observed in the triple-negative subtype
[15, 31]. The expression pattern of markers involved in cell
proliferation, differentiation and apoptosis in primary and
synchronous axillary node metastasis should be compared in
the HER2-positive subtype to confirm or rule out these
hypotheses.

Limitations of the study

Our study has some limitations. Firstly, only static SUV
measurements were performed, while kinetic analysis may
present advantages for response assessment [32]. Secondly,
due to the small number of women included, we cannot draw
any definitive conclusions about the predictive value of PET
with an additional stratification of the HER2 subtype into ER-
positive and ER-negative tumors. Moreover, the best meta-
bolic surrogate marker of pCR and the optimal threshold may
still differ from one single-center trial with small subgroups of
patients to another. There is now a crucial need for multicenter
prospective trials. One was recently performed (Neo-ALTTO)
to determine the value of '®F-FDG PET for the early predic-
tion of response to neoadjuvant lapatinib and trastuzumab,
without associated chemotherapy [33]. The results are encour-
aging: ASUV,.x was significantly higher in patients who
achieved a pCR. Because there had been no prior PET har-
monization program, absolute SUV,,.x Were not comparable
among cameras and therefore not evaluated. Indeed, the ab-
solute SUV,,,.x measurements can be affected by the use of
different PET systems which is currently a limitation for its
use as an imaging biomarker in multicentric studies. In con-
trast, ASUV (%) is more reproducible and reliable when data
from various scanners with strict intra-subject standardization
are analyzed. Guidelines for the Standardization of PET im-
aging systems have recently been issued and should be ap-
plied in multicenter trials using *F-FDG PET as an imaging
biomarker to improve the reproducibility of SUV,,,,, measure-
ments in the future [34, 35].

@ Springer

Conclusion

Because alternative therapies are now available in HER2-
positive tumors, the early identification of responding and
non-responding women is an important clinical issue. The
metabolic response after the first cycle of NAC, assessed with
3EDG-PET, is predictive of the final histological response.
Clinical trial now needed to determine whether tailoring early
the neoadjuvant drug regimen to the metabolic response could
improve the pCR rate in non-responding women and induce a
survival benefit.
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5. Perfusion et métabolisme du cancer du sein triple négatif

5.1. Introduction

Le phénotype triple négatif représente 15% des cancers du sein. Il s’agit actuellement
du phénotype le plus problématique pour la prise en charge des patientes : son pronostic est
sombre du fait de son comportement clinique et biologique agressif, mais également de
I’absence de cible moléculaire spécifique pour ce sous-type. Il n’y a en effet actuellement
aucune thérapie ciblée ayant montré une efficacité supérieure a celle des chimiothérapies

cytotoxiques conventionnelles.

Plusieurs études ont montré que, pour ces patientes, la pCR en fin de traitement

neoadjuvant est un objectif clinique majeur, car elle est fortement corrélée a la survie.

L’objectif de I’étude présentée dans ce chapitre a été¢ d’identifier, parmi un panel de
biomarqueurs cliniques, biologiques, histologiques et d’imagerie fonctionnelle, ceux
pouvant étre le plus utile aux cliniciens pour rapidement identifier les patientes présentant
une tumeur résistante a la chimiothérapie néo-adjuvante, et donc avec une faible

probabilité de pCR a la fin du traitement.

Il s’agit d’un phénotype trés hétérogene, pour lequel différentes entités génomiques ont
été identifiées. Méme si ces entités sont encore peu utilisées en routine clinique pour le
choix de la chimiothérapie, il est probable que dans les années a venir, la signature
génomique des tumeurs triple négatives soit utilisée pour décider du choix de thérapies

ciblant spécifiquement une voie de I’oncogenese de la cellule.

Parmi les biomarqueurs biologiques, nous avons étudié, entre autres, 1’expression
tumorale d’EGFR et des cyto-kératines 4 et 5 (immunohistochimie) afin de différencier les
tumeurs TN de type basal-like, dont le pronostic est particuliérement péjoratif, du

phénotype non-basal-like.

Parmi les biomarqueurs d’imageriec TEP au '°F-FDG, nous avons étudié¢ les
modifications précoces du métabolisme glucidique tumoral aprés la premicre cure de
chimiothérapie, mais également les modifications précoces de la perfusion tumorale : une
acquisition dynamique réalisée immédiatement apres 1’injection du bolus intraveineux de
"F-FDG a permit de mesurer le premier passage artériel et tumoral du '*F-FDG, et ainsi
d’estimer le flux sanguin tumoral par le méthode de Mullani (chapitre II, paragraphe

2.5.2).
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ABSTRACT

Purpose: To investigate the value of metabolic and perfusion parameters, derived from
®F-fluorodeoxyglucose positron emission tomography (FDG-PET) exams, to predict
pathological complete response (pCR) to neoadjuvant chemotherapy (NAC) in women

with triple negative breast cancer (TNBC), compared to clinico-biological markers.

Material and methods: Fifty consecutive women with TNBC and indication of NAC
were prospectively included. Different pre-treatment clinical, biological and pathological
biomarkers were assessed, including SBR grade, Ki-67 proliferation index, androgen
receptor, epidermal growth factor receptor (EGFR) and cytokeratines 5/6. Tumor glucidic
metabolism at baseline and change after the first cycle of NAC (ASUV) were assessed
using FDG-PET. Changes in blood flow (ABF) were measured with FDG-PET using a

dynamic first-pass model.

Results: the pCR rate was 42%. In univariate analysis, high Ki-67 proliferation index
(p=0.03), negative EGFR status (p=0.04), tumor ABF (p=0.02) and ASUV (p=0.001) were
predictive factors of pCR. Tumor ASUV was the most accurate biomarker to predict pCR
(threshold=-60%; PPV=80.0%; NPV=75.9%; accuracy=77.3%). In multivariate analysis,
both negative EGFR status (Odds ratio=9.3; p=0.034) and high ASUV (Odds ratio=6.8;
p=0.049) were independent predictive factors of pCR. Combining these two parameters

could predict non-pCR with an accuracy of 92%.
Conclusion:

To early define TNBC chemo-sensitivity to NAC is an important issue. Both negative
EGFR status and early good metabolic response, assessed with FDG-PET can help the
physician to early identify a sub-group of tumor with higher probability of achieving pCR.
Based on these results, multicentric trials using FDG-PET for response-guided neoadjuvant

chemotherapy in TNBC are needed.
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INTRODUCTION

Although neoadjuvant chemotherapy (NAC) does not improve survival when
compared with adjuvant chemotherapy [268], it is increasingly used in operable breast
cancer in order to downstage the breast tumor and to make breast conserving surgery

possible [67, 269].

Breast cancer includes several molecular entities that differ in their clinical behavior,
biological characteristics and outcomes [7, 9]. Triple Negative breast cancer (TNBC)
account for roughly 15% of breast tumors [23, 270] and are defined by the absence of
hormonal receptor expression and no overexpression of HER2 [25]. This subtype is
characterized by its higher aggressiveness and poorer outcome compared to the other
subtypes [23], but also by its high responsiveness to neoadjuvant chemotherapy, called the
“triple negative paradoxe” [76, 77]. Indeed, a complete pathological response (pCR) is
often reached at the end of NAC and is associated with more favorable long-term outcome:
women that did not achieve it have higher risk of relapse and reduced overall survival [61,
77, 271]. It explains why pCR is often used as an important endpoint in the treatment of
TNBC. One other important characteristic of TNBC is the diversity within this subgroup,
including distinct molecular subtypes. Despite a clear need of therapeutic options for
women with TNBC tumors, their heterogeneity and absence of high-frequency molecular
alterations have limited the development of target therapies [270]. Identification of clinical,
biological or imaging biomarkers in regard to therapeutic response is thus important. The
aim is not only to predict the better outcomes in women with responsive TNBC, but also to
avoid the use of an ineffective treatment in non-responding women and to give them a

better chance with an alternative therapy.

Fluorine-18 fluorodeoxyglucose positron emission tomography (‘*F-FDG PET/CT) is
the gold standard for in vivo evaluation of tumor glucose metabolism. Studies regarding
the use of PET/CT to monitor early tumor response to NAC have shown promising results
in predicting the final pCR, all tumors subtypes included [253-255]. But few studies have
evaluated the relevance of metabolic response to predict pCR in the specific TNBC

subtype.

The purpose of this prospective trial was to investigate the value of the metabolic and
perfusion tumor parameters, assessed at baseline and after first cycle of treatment with
dynamic FDG-PET studies, to early predict pCR, and to compare them with biological pre-

treatment markers.
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MATERIALS AND METHODS

Patients and study design

From November 2006 to March 2013, 240 women referred to our institution (Centre
Georges-Francois Leclerc, Dijon, France) because of clinical stage II or III invasive breast
cancer with an indication for NAC were consecutively and prospectively evaluated in this
study. Only women with TNBC were included in the present study. Patients with high
glycaemia (>9 mmol/l), unwilling to undergo the 2 Pet exams or with suspicion of
metastasis on baseline FDG-PET were excluded. The institutional review board approved

this prospective study. Women gave their informed consent.

Women benefited of rule-based NAC: Most of them underwent sequential NAC with
anthracyclines (FEC100: FU 500mg/m2, epirubicine 100mg/m2, cyclophosphamide
500mg/m2/q3w, 3 courses) and taxanes (docetaxel 75mg/m2/q3w, 3 courses). Some of
them (n=9), included at the beginning of the study, underwent continuous NAC with 6
cycles of anthracyclines (FEC100).

About one month after the last course of NAC, the tumors were surgically removed
and pCR was defined as no residual invasive cancer in the breast and nodes, though in-situ
breast residuals were allowed (ypT0/is ypNO) [271]. pCR was the endpoint of the study
and the end of the follow-up period. This study adheres to the REMARK criteria [272].

Histopathological analysis

Pre-treatment core biopsies from the primary tumor were used to determine the
histological type, tumor grade [4], architectural differentiation, nuclear polymorphism and
rate of mitosis. Immunohistochemical (IHC) analysis reported in this study was carried out
in a single laboratory. The molecular markers examined included estrogen receptor (ER),
progesterone receptor (PR), HER2 expression, Ki-67 proliferation index, androgen
receptor (AR), epidermal growth factor receptor (EGFR) and cytokeratines (CK) 5/6 tumor

expression.

Tumor samples were fixed on buffered formalin, embedded in paraffin and cut with a
microtome. Immunohistochemistry was performed with an indirect immunoperoxydase
method using antibodies directed against HER2 oncoprotein, ER and PR (HER2: rabbit
monoclonal prediluted antibody 4B5; ER: rabbit monoclonal prediluted antibody SP1; PR:
rabbit monoclonal prediluted antibody 1E2, Ventana Tucson, AZ, USA), AR , Ki-67,
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EGFR and CK 5/6. All immunostainings were performed on an automated immunostainer
(Ventana XT, Tucson, AZ, USA). ER and PR status were considered positive if the tumor
showed at least 10% of positive cells [273]. HER2 status was graded according to the
HercepTest scoring system modified by ASCO/CAP recommendations (0, 1+, 2+ or 3+)
[274]. Scores of 3+ were considered positive. In case of 2+ scores, fluorescent in situ
hybridization (FISH) was used to confirm HER2 amplification, using the dual color HER2
and CEN17 probes (ZytoLight, SPEC HER2/CEN17 Dual Color Prob Kit, Zytovision
GmbH, Bremerhaven, Germany). HER2 amplification was defined, according to
ASCO/CAP criteria, by a ratio of HER2/CEN17 > 2.2 [274]. AR status was considered
positive if the tumor showed at least 10% of positive cells. No cut-off is currently
recommended for the definition of EGFR and CK5/6 positivity. Based on previous studies,
tumors with no or faint membrane staining (<5%) were considered negative for EGFR and
CKS5/6 [275-277]. Basal-like subtype was defined as EGFR and/or CK5/6 positive [28]; the
other ones were considered as non-basal-like TNBC. Finally, the index of cellular
proliferation was studied, using Ki-67 tumor expression. For Ki-67 tumor expression,
consensus is not yet apparent in the optimal threshold to separate 2 subgroups of TNBC.
Based on a ROC analysis, a threshold of 70% was used to distinguish tumor with low
(<70%) and high (>70%) proliferation fraction.

FDG-PET/CT procedures

A first FDG-PET/CT study was performed at baseline. Two different PET/CT imaging
systems were used: a Gemini GXL PET/CT scanner from November 2006 to December
2010 and a Gemini TF PET/CT scanner from December 2010 to March 2013 (Philips
Medical Systems, Eindhoven, The Netherlands). Patients were instructed to fast for at least
6 hours before the intravenous injection of 5 MBg/kg of '*F-FDG for Gemini GXL studies
and 3 MBq/kg for Gemini TF studies. Patients were asked to rest. Sixty minutes after
injection, a whole-body PET/CT scan was acquired from the brain to the mid-thigh, with
the patient supine. Finally, 90 min after injection, a PET/CT scan restricted to the chest (2
bed positions) with patients in the prone position, both arms raised, was acquired. Emission
data were all corrected for dead time, random and scatter coincidences and attenuation

before reconstruction with the RAMLA iterative method.

A second FDG-PET/CT study was performed just before the second course of NAC
with a chest-restricted acquisition done 90 minutes after the injection. For each patient, the

same imaging system, FDG activity and time from injection to acquisition were used for
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both studies.

From February 2009, an early dynamic first-pass acquisition was added to the standard
acquisition procedure previously mentioned in order to measure tumor blood flow (BF).
FDG was injected using an automatic PET infusion system (Intego; Medrad) at a rate of 1
mL/s, followed by a 30-mL injection of saline solution. Simultaneously with the injection,
the first emission acquisition was started in list mode for 8 min, with the breast centered in
the axial field of view of the PET system. A low-dose CT scan of the same region was then
obtained. A reconstruction of 5-seconds frames was extracted from the first 2 min of the

acquisition (dynamic first-pass images).

First-Pass Model for Measurement of tumor blood flow

The concept and method of measuring tumor blood flow from the first pass of FDG
has been explained in a previous paper of our institution [171]. Briefly, it is based on the
first-pass model of Mullani et al. [168, 278] hypothesizing that 1) during the first transit of
a bolus of activity through the tumor, there exists an early period during which the venous
concentration of the tracer can be considered as zero. 2) the extraction fraction of FDG in
tumor tissue is close to the extraction fraction for the gold standard tracer O-water and
thus close to 1. 3) so as to minimize the error in flow measurement due to the statistical
quality of the data the numerator and the denominator are determined at their maximum
values: this peak count time (T,,) was determined visually on the arterial time—activity
curve and defined as the end of the first pass of the tracer in the arterial volume of interest
(VOI) drawn inside the ascending aorta. A VOI encompassing the primary tumor was also

manually drawn on the chest-restricted acquisitions.

Tumor BF at baseline (BF)) and after the 1* cycle of NAC (BF,) were then calculated

in mL/min/g of tumor, using the following equation:

Q (T m)

J’ Ca(t)dt

(0]

BF =

Where BF is the blood flow in the tumor, Q(Ty,) is the amount of the tracer in tumor

tissue at time Ty, Ca(t) is the arterial concentration of the tracer at time t.

The tumor time-activity curve was corrected for partial volume effect and background

activity as detailed in a previous study of Cochet et al. [171].
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The tumor blood flow response to NAC was calculated:
ABF (%) =100 x (BF, - BF;) / BF,

Tumor Glucidic metabolism measurements

A spheroidal VOI encompassing the primary tumor was manually drawn on the chest-
restricted acquisitions performed at 90min after tracer injection, to measure the
Standardized Uptake Value maximal index (SUV) at baseline (SUV)) and after the first
course of NAC (SUV;). Measured SUV were systematically corrected for body surface

area (BSA) and glycemia, as detailed in our previous studies [267] .
The metabolic response to NAC was calculated as followed:
ASUV (%) =100 x (SUV,—SUV,)/SUV,

Finally, the tumor flow-metabolism mismatch at baseline was calculated as the ratio

between BF; and SUV;.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the use of WinSTAT software (Microsoft,
Redmond, Washington, USA) and Systat software (Systat Inc, Evanston, IL). Data were

described by frequency (percentage) or mean and standard deviation (SD).

Correlations between metabolic tumor parameters and the different -clinico-
pathological and molecular variables were assessed with either the Mann-Whitney or the

Kruskall-Wallis test.

For continuous variables, their link with the achievement of pCR was compared with
the Mann-Whitney test. For continuous variables significantly correlated with pCR
(p<0.05), Receivers operating characteristic curves (ROC) were then used to define the

optimal threshold for the prediction of pCR (Ki-67, SUV,, ASUV, BF, and ABF).

Univariate analyses of the different clinical, pathological, molecular and functional

imaging parameters to predict pCR were performed using a logistic regression model.

Multivariate analyses with backward variable selection were done to identify
prognostic variables of independent statistical significance. Among the different significant
imaging parameters predictive of pCR in the univariate analysis, only the most predictive
one (ASUV), was selected in the multivariate analysis. P values <0.05 were considered
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significant in all tests.

RESULTS
Patients’ characteristics (table 12).

Among the 240 women evaluated, 56 (23%) were identified as TNBC. Two of them
were excluded because of technical problem during baseline PET and four of them because
NAC was no longer indicated after the first PET exam (obvious stage IV upstaging). In the
remaining 50 patients included, six missed the second PET exams because of problems
with the equipment or because they declined this second exam. The median age was 47
years (range 26-70 years). Eighteen women (36%) were postmenopausal. All tumors were
invasive ductal carcinoma. Mean Ki-67 tumor expression was 67 + 18%. AR, EGFR and
CK5/6 tumor expression were positive in 17% (8/46), 44% (20/46) and 74% (34/46) of

tumors, respectively. The basal-like subtype represented 85% of tumors.

Mean tumor SUV, (= SD) was 13.4 £ 7.6. Mean lymph node SUV, was 7.1 + 5.0.
After the first cycle of NAC, mean tumor SUV; was 6.9 = 4.1. Mean tumor ASUV was -
43.7 + 25.4%. Mean tumor BF,, BF, and ABF (+ SD) were 0.38 + 0.20 ml.min™.g", 0.28 +
0.21 ml.min".g"" and -19.4 + 91.9%, respectively.

NAC regimens are detailed in table 12. Conservative surgery was performed in 74%

(37/50) of women. The pCR rate was 42% (21/50).

Correlation between clinical/histopathological parameters and FDG-PET features

(table 13).

Higher tumor grading and tumor architectural differentiation were associated with

higher tumor SUV; (respectively p=0.003 and p=0.03).

Tumor with no AR expression trended to have higher SUV,, but this difference was
not significant (SUV; = 14.3 + 8.0 in AR negative tumors vs 9.9 + 6.6 in positive ones,
p=0.09).

Using a threshold of 70%, higher Ki-67 proliferation index was not associated with
baseline tumor FDG uptake but was associated with higher metabolic response (ASUV = -
53.8 £ 25.8% in highly proliferative tumors vs -30.9 = 22.3% in low proliferative ones,
p=0.003).
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Tumor blood flow at baseline or changes after the first cycle of NAC were not

correlated with tumor biological features.

Correlation between pCR and tumor clinico-pathological, biological and imaging

biomarkers (tables 14 and 15).

Among continuous variables, using the Mann-Whitney test, high Ki-67 tumor
expression (p=0.016), high ASUV (p=0.0004), low BF, (p=0.02), high ABF (p=0.03), were
significantly correlated with pCR (table 14). ROC analysis were used to define optimal
predictive thresholds for these continuous variables. The tumor flow-metabolism mismatch

(BF1/SUV)) was not correlated with pCR.

By univariate logistic analysis, high Ki-67 tumor expression (optimal threshold = 70%;
p=0.028), Negative EGFR status (p=0.042), high ASUV (optimal threshold = -60%;
p=0.001), low tumor SUV, (optimal threshold = 7; p=0.013), low tumor BF, (optimal
threshold = 0.2 ml/gr/min; p=0.048) and high tumor ABF (optimal threshold = -50%;
p=0.022), correlated with pCR (table 15).

The most accurate biomarker to predict pathological response was tumor ASUV: mean
ASUV was -58.7 £ 19.5% in wom