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1. Position du problème 
 
 
Le cancer du sein a été diagnostiqué chez 1 151 298 personnes, à travers le monde en 2002, 

représentant ainsi plus de 10% des cancers (Ferlay 2004). Il représente un problème de santé 

publique dans les pays occidentaux. En Europe, en 2004, il a été estimé que 360 746 

nouveaux cas ont été mis en évidence, et 129 010 décès lui sont directement imputables 

(Boyle 2005 a). En France, il existe une nette augmentation de l’incidence depuis 1975, 

passant de 19 250 à 40 000 nouveaux cas par an en 2000 (Espié 2001). Il représente 1/3 de 

l’ensemble des cancers de la femme et atteint une femme sur 9. Ceci s’explique partiellement 

par le vieillissement de la population et une politique de dépistage radiologique en plein essor. 

Par rapport aux autres pays européens, en 20 ans, la France est passée d’un pays à faible 

incidence à un pays à forte incidence de cancer du sein, se rapprochant ainsi des pays de 

l’Europe du Nord. Néanmoins les chiffres, à notre disposition en France, sont extrapolés à 

partir de registres départementaux de cancer du sein, faute d’un registre national, qui ne 

couvrent que 10% de la population. Le nombre de décès par an est estimé à 10 000 (Espié 

2001). 

 

Les axes de recherche dans ce domaine sont nombreux et la meilleure définition du pronostic 

de la maladie grâce à des paramètres biologiques ou anatomopathologiques plus pertinents, 

occupe une place de choix. 

 

La recherche de facteurs pronostiques répond à la nécessité d’identifier les patientes à très 

faible risque de récidive, pour lesquelles la probabilité de survie par le seul traitement loco-

régional, si possible conservateur, approche ou rejoint celle de la population saine, et 

auxquelles un traitement systémique et ses conséquences en terme d’effets secondaires et de 

coût pourra être épargné ou réduit au minimum. De même, il est indispensable de pouvoir 

identifier les patientes à haut risque de rechute, pour lesquelles le traitement locorégional ne 

suffira probablement pas à assurer la guérison et pour lesquelles un traitement systémique 

pourra influencer favorablement la survie. 

 

A la fin des années 1990, nous avons assisté à une escalade thérapeutique notamment chez les 

patientes sans atteinte ganglionnaire, donc à plus faible risque de récidive. Jusqu’en 1998 

seules les patientes non ménopausées présentant une atteinte ganglionnaire axillaire 

bénéficiaient d’une chimiothérapie adjuvante. Depuis 1998, en l’absence de facteurs 
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pronostiques individuels parfaits, la grande majorité des patientes est considérée depuis 1998 

comme à risque et reçoit un traitement systémique adjuvant cytotoxique. Selon les 

recommandations de la conférence de consensus de St Gallen de 1998, seules les patientes 

sans atteinte ganglionnaire (N-), de plus de 35 ans avec une lésion infiltrante de moins de 10 

mm, Bloom 1 et exprimant des récepteurs hormonaux sont dans le groupe à faible risque et ne 

nécessitent pas de chimiothérapie adjuvante (Zujewski 1998). Si une de ces conditions n’est 

pas respectée, une chimiothérapie est recommandée. Cette escalade thérapeutique commence 

à avoir un impact avec un infléchissement de la mortalité de la maladie (Boyle 2005 b) 

Pourtant, in fine, 10% seulement des patientes sans atteinte ganglionnaire tireront un bénéfice 

réel de ces traitements adjuvants tandis que 70% auront été traitées inutilement et 20% auront 

reçu un traitement inefficace (Espié 2001). 

 

Les facteurs cliniques et anatomopathologiques classiques, âge de la patiente, taille de la 

tumeur, envahissement ganglionnaire axillaire et grade histopronostique de Scarf-Bloom et 

Richardson, apportent une évaluation pronostique forte, considérée par certains comme 

suffisante (Zujewski 1998, Kaufman 2000). Cette évaluation est néanmoins incomplète pour 

la distinction des patientes à haut ou faible risque d’évolution métastatique, puisque près de 

30% des patientes sans atteinte ganglionnaire (N-) rechuteront avant 5 ans et qu’au contraire, 

20 à 25% des patientes avec atteinte ganglionnaire (N+) auront une espérance de vie 

comparable à celle d’une population saine. Des techniques récentes notamment en cytométrie 

d’images ont permis d’ouvrir de nouveaux axes de recherche avec une approche quantitative 

plus précise de la ploïdie et de la prolifération cellulaire. 

 

2. Facteurs pronostiques validés 

 

Il existe ainsi des facteurs pronostiques utilisés en pratique courante pour définir la meilleure 

stratégie thérapeutique quant à la place respective de la chimiothérapie, la radiothérapie et 

l’hormonothérapie. Ces facteurs sont représentés par la taille tumorale, le statut ganglionnaire, 

le grade histologique, le type histologique, le compte mitotique et l’expression des récepteurs 

hormonaux. Le Collège Américain des Pathologistes, lors d’une conférence de consensus, les 

a tous classés dans la catégorie 1, car leur intérêt pronostique est bien établi (Fitzgibbons 

2000). Par contre d’autres facteurs pronostiques ont été classés dans les catégories 2 et 3, car 

leur impact sur la récidive ou la survie n’a pas été suffisamment démontré.  
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2.1 La taille tumorale 
 
La taille clinique de la lésion définit le T de la classification TNM. Cette mesure tient compte 

du plus grand axe. La réaction stromale périphérique importante, observée dans certaines 

lésions, est à l’origine d’une surestimation clinique de la tumeur par rapport à la taille 

histologique réelle. Elle est classée T1 pour les lésions jusqu’à 20 mm, T2 pour les lésions de 

21 à 50 mm, T3 pour les lésions à partir de 51 mm et T4 quand une atteinte cutanée et/ou une 

costale sont observées. 

 

Lorsque la lésion est non palpable, éventualité de plus en plus fréquente avec la généralisation 

du dépistage, la lésion est classée T0. Néanmoins la modification récente de la classification 

TNM, intègre la mammographie au même titre que l’examen clinique, dans la stadialisation. 

Ainsi, une lésion non palpable, stellaire, de 15 mm est classée T1 depuis 2003, au lieu de T0 

précédemment.  

 

L’étude histologique permet également d’obtenir la taille de la lésion. Celle-ci est déterminée 

à l’examen macroscopique et est vérifiée en microscopie. Il est recommandé d’avoir au moins 

deux dimensions du contingent infiltrant de la lésion et seule la plus importante est utilisée 

pour la stadialisation. Seule la taille de la composante infiltrante est nécessaire à la 

classification de la tumeur. La composante in situ est importante à connaître, car déterminante 

dans le contrôle local de la maladie, mais n’intervient pas dans la stadialisation. Les seuils 

retenus pour la classification histologique (pT) sont les mêmes que pour la classification 

clinique, permettant ainsi d’avoir des lésions pT1 à pT4.   

 

Il existe des discordances dues à la réaction stromale périphérique, à la coexistence de 

carcinome intracanalaire et à la multicentricité de certaines lésions.  

 

Les lésions sont considérées comme multicentriques quand elles sont multiples et touchent 

des territoires situés dans des quadrants différents. Lorsqu’elles sont multiples mais 

regroupées dans le même quadrant, le terme multifocal est utilisé.  

 

En présence d’une tumeur invasive multifocale ou multicentrique, chaque lésion est mesurée 

et rapportée séparément et ne peut pas faire l’objet d’une mesure globale unique (Fitzgibbons 

2000). La taille histologique, le pT, est déterminée par la lésion la plus volumineuse.   
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La multifocalité est définie par la présence de localisations invasives ou in situ dans le même 

quadrant du sein. Des études de clonalité ont confirmé l’origine monoclonale de ces foyers 

multiples et séparés par du tissu sain (Noguchi 1994). L’extension pourrait s’effectuer par 

voie canalaire, expliquant la forme triangulaire à sommet mammelonaire de ce type de 

lésions. La fréquence de la multifocalité croit avec la taille de la tumeur primitive, 

représentant 12 et 23% selon qu’elle est inférieure ou supérieure à 20 mm (Gump 1992). 

 

La multicentricité est la présence dans le sein de tumeurs dans des quadrants différents. Il peut 

s’agir de cancers multiples, mais cette situation est rare (Cabarrot 2000). 

 

La tumeur est classée en fonction du foyer le plus volumineux, avec l’adjonction de la 

notification « multifocale ». Dans l’organigramme décisionnel, la multicentricité ou la 

multifocalité des lésions implique souvent un traitement local (chirurgical et de radiothérapie) 

plus étendu et plus agressif. Le pronostic et la décision de la chimiothérapie adjuvante 

dépendent de la taille histologique du foyer infiltrant le plus volumineux.  

 

La taille tumorale est l’un des plus puissants facteurs pronostiques de la maladie néoplasique. 

La survie sans récidive à 10 ans est de 90% pour les lésions de 10 mm, sans atteinte 

ganglionnaire. Elle est respectivement de 75%, 67% et 41% pour les lésions de moins de 20 

mm, de 20 à 30 mm et de 40 à 50 mm 

 

Depuis la conférence de consensus de st Gallen en 2003, la taille histologique de la lésion à 

partir de laquelle une chimiothérapie est recommandée a été portée de 10 à 20 mm. Les autres 

critères sont restés inchangés (Goldhirsch 2003).  

 

2.2 Le statut ganglionnaire 
 
L’examen clinique comporte systématiquement l’examen de la région axillaire. L’absence de 

ganglion palpable est notée N0, la palpation de ganglions souples mobiles est notée N1, alors 

que lorsqu’ils sont fixés, ils sont notés N2. Selon Fisher, le taux de faux négatif, examen 

clinique normal en présence de ganglions envahis, est de 40% des cas, alors que le taux de 

faux positif, ganglion palpable sans atteinte néoplasique, est de 30% (Fisher 1983). 

 



  

 6

Les cellules néoplasiques pénètrent dans le réseau lymphatique péri-tumoral, ou lorsque la 

tumeur atteint le plexus dermique. Après la traversée de la paroi vasculaire, les emboles de 

cellules suivent le courant lymphatique et s’arrêtent dans les sinus périphériques des 

ganglions. Les étapes de l’invasion des ganglions sont les suivantes (Cabarrot 2000) : 

- le stade de micrométastase sinusale sous forme d’un amas de moins de 2 mm de grand axe ; 

parfois la métastase se réduit à quelques cellules isolées détectées par immuno-histochimie. 

- le stade de métastase parenchymateuse où la tumeur envahit toute la structure du ganglion 

sous forme massive ou multifocale. 

- le stade de rupture capsulaire (RC) lorsque la métastase est volumineuse ; le risque de RC 

augmente avec le nombre de ganglions envahis.. 

 

Le drainage lymphatique de la glande mammaire se fait vers les ganglions du creux axillaire 

et ceux de la chaîne mammaire interne. 

 

L’envahissement axillaire se fait de manière ordonnée et régulière, en commençant par les 

ganglions situés à la base de l’aisselle et en dehors du muscle petit pectoral. Il s’agit du niveau 

I de Berg. Quand ce groupe de ganglions est envahi, l’extension se fait vers les ganglions 

centraux, en arrière du muscle petit pectoral (niveau II), puis vers les ganglions du sommet de 

l’aisselle (niveau III). L’incidence des atteintes ganglionnaires axillaires augmente avec la 

taille de la tumeur primitive (Olivotto 1998) (tableau 1). De même selon la revue de Recht, 

l’incidence des ganglions axillaires atteints alors que la lésion mesure moins de 10 mm se 

situe entre 3 et 22% des séries et pour les tumeurs de moins de 5 mm entre 0 et 11% (Recht 

1995). 

 

L’envahissement de la chaîne mammaire interne (CMI). Ces ganglions sont situés autour 

du pédicule vasculaire mammaire interne, en arrière du deuxième, troisième et quatrième 

cartilages costaux, à 1,5 cm du bord latéral du sternum. Les atteintes ganglionnaires sont rares 

dans les cancers des quadrants externes de stade I. L’atteinte est plus fréquente en cas de 

lésion centrale ou atteignant les quadrants internes mais surtout en cas d’envahissement 

ganglionnaire axillaire : 12 à 21% si moins de quatre ganglions axillaires envahis, de 22 à 

70% si plus de quatre ganglions atteints (Koscielny 1984). 
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Tableau 1. Taux d’envahissement ganglionnaire axillaire en fonction de la taille de la tumeur  

(Olivetto 1998) 

Taille (mm) Pourcentage de N+ 

0-5 10,2 

6-10 

 

16,6 

11-15 25,0 

16-20 

 

33,6 

21-25 48,9 

26-30 

 

52,3 

31-50 59,1 

51-100 80,1 

 

Le curage de cette chaîne mammaire interne a été abandonné depuis des décennies car trop 

délabrant, alors que le curage axillaire (CA) est systématiquement réalisé en cas de lésions 

infiltrantes. Il doit comporter 8 à 10 ganglions pour être considéré comme significatif. Il est à 

l’origine d’un réel handicap pour 3% des patientes, par l’impotence fonctionnelle résiduelle et 

le lymphoedème induit. Compte tenu du nombre de plus en plus important de petites lésions 

diagnostiquées à la mammographie, une désescalade chirurgicale ganglionnaire est 

actuellement en cours d’évaluation : il s’agit de la technique du ganglion dit sentinelle. En 

effet il est admis que l’atteinte ganglionnaire axillaire se fait sans saut ganglionnaire dans 

97% des cas. Ceci implique que si le premier ganglion est indemne de toute lésion 

néoplasique, les autres le seront également. Il devient inutile de les prélever, diminuant 

d’autant la morbidité du geste. La technique implique de la réserver aux petites lésions de 

moins de 20 mm (T1), sans ganglion palpable (N0), avec un double marquage au bleu et aux 

isotopes radioactifs. Chaque chirurgien doit avoir réalisé sa courbe d’apprentissage en 

réalisant à la fois la technique du ganglion sentinelle suivie chez la même patiente d’un curage 

classique. Par ailleurs les techniques histologiques et immuno-histologiques plus 

performantes pourront être réalisées sur ce nombre limité de ganglions dits sentinelles.   

 

Le statut des ganglions lymphatiques axillaires est le facteur pronostique le plus important à 

ce jour, tant au niveau du taux de survie sans métastases qu’au niveau de la survie globale. 

Seules 20 à 30% des patientes sans atteinte ganglionnaire développeront une récidive de la 



  

 8

maladie à 10 ans, comparées aux 70% des patientes en cas d’atteinte ganglionnaire. L’atteinte 

ganglionnaire implique la réalisation de la radiothérapie sur les aires ganglionnaires 

adjacentes, sus claviculaires et mammaires internes. Le nombre absolu de ganglions atteints a 

une valeur pronostique avec un seuil fixé à 4, permettant de diviser les patientes en deux 

groupes : moins de 4 ganglions envahis (pN1) et 4 ganglions ou plus envahis (pN2) dont le 

pronostic est plus sombre et pour lesquelles une radiothérapie sur le creux axillaire est 

également réalisée par certaines équipes.  

 

A taille égale, le pronostic est d’autant plus défavorable que le nombre de ganglions envahis 

est plus important (tableau 2) (Carter 1989) 

 

Tableau 2 . Survie à 5 ans en fonction de la taille tumorale et de l’envahissement ganglionnaire  

(Carter 1989) 

 

Plus grand axe (mm) p N0 p N1 (1-3) p N2 (>3 N atteints) 

< 5 99,2 95,3 59,0 

5-9 98,3 94,0 54,2 

10-19 85,8 86,6 67,2 

20-29 92,3 83,4 63,4 

30-39 86,2 79,0 56,9 

40-49 84,6 69,8 52,6 

>50 82,2 73,0 45,5 

 

Les micrométastases se définissent par la détection d’un foyer néoplasique ganglionnaire, par 

méthode histologique classique, dont le plus grand axe est inférieur à 2 mm et sont classées 

pN1. Celles détectées uniquement par immunohistochimie, méthode non recommandée en 

routine, sont signalées, mais ne semblent pas avoir un impact pronostique et sont classées pN0 

Mic. 

 

La signification pronostique d’une extension néoplasique microscopique dans le tissu adipeux 

axillaire reste controversée, nécessitant des études complémentaires pour en affiner l’impact 

réel, même si très souvent une radiothérapie du creux axillaire est proposée. 
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2.3 L’histologie de la lésion 
 
2.3.1 Le type histologique 

 

Parmi les cancers infiltrants, il existe la forme commune et les formes particulières. Ces 

dernières sont de meilleur pronostic, mais uniquement quand elles sont de bas grade 

histologique (Roquancourt 2001). 

 

Le carcinome canalaire infiltrant de forme commune (fig. 1).  

Cette forme représente 80% des carcinomes infiltrants. Leur aspect histologique est très 

varié : les cellules carcinomateuses se disposent en lobules, en travées ou forment des tubes. 

Selon l’aspect réalisé, se définissent les formes très bien différenciées d’architecture papillaire 

ou tubulaire (10%), des formes atypiques (20%) où les cellules se disposent en massifs ou en 

travées sans différentiation tubuleuse et des formes polymorphes (70%) associant travées et 

tubes. 

L’OMS reconnaît des carcinomes canalaires infiltrants avec composante intracanalaire 

prédominante : la composante intracanalaire (fig. 2) y est très étendue, représentant 80% ou 

plus du volume tumoral. Les foyers d’infiltrations sont sans particularités. 

 

Le carcinome lobulaire infiltrant (fig. 4).  

Il représente 4% des carcinomes infiltrants. Macroscopiquement ces tumeurs mal limitées, 

difficilement mesurables, ne sont reconnues qu’à la palpation. Histologiquement, la forme 

typique est constituée de cellules rondes isolées ou disposées en «file indienne». Les cellules 

sont monomorphes à noyaux ronds presque dépourvus d’anisocaryose ; leur cytoplasme 

acidophile peu abondant est souvent creusé d’une vacuole de sécrétion PAS ou Bleu Alcilan 

positive, déjetant le noyau en périphérie. Une composante lobulaire in situ est retrouvée dans 

70% des cas. 

 

Le pronostic des carcinomes canalaires et lobulaires ainsi que leur prise en charge, sont 

identiques. Néanmoins les carcinomes lobulaires sont plus fréquemment diffus, 

multicentriques et bilatéraux. 

 

Certains carcinomes lobulaires sont moins typiques soit sur le plan architectural réalisant des 

cordons, des alvéoles parfois même des tubes, soit sur le plan cytologique avec des atypies 
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cytonucléaires. Ces formes seraient de moins bon pronostic que les formes lobulaires typiques 

(Simpson 1994). 

 

Il existe des formes « mixtes » de classification difficile entre lobulaire et canalaire. 

 

Carcinome mucineux ou colloïde muqueux (fig. 5). 

Ces carcinomes surviennent plutôt chez la femme âgée et représentent 1% des carcinomes 

infiltrants. Macroscopiquement il s’agit d’une tumeur nodulaire, bien limitée et d’aspect 

translucide. Histologiquement, les cellules tumorales pauvres en atypies et en mitoses, sont 

disposées en lobules ou réalisent des tubes au sein de plages de substance mucoïde lobulée par 

de fins tractus de collagènes. L’importance de la cellularité est un facteur de mauvais 

pronostic. Seule la forme colloïde pure doit être classée à part car possède un pronostic 

relativement favorable. 

 

Carcinome médullaire. 

Seule la forme typique, répondant aux critères de Ridolfi, mérite d’être individualisée, du fait 

de son pronostic favorable avec 84% de survie à 10 ans (Ridolfi 1977). Macroscopiquement il 

s’agit d’un nodule bien limité de coloration beige de consistance non dure. Les cinq critères 

de Ridolfi sont : la bonne limitation histologique, une architecture syncytiale, l’absence de 

différenciation tubuleuse, le pléomorphisme nucléaire modéré ou élevé et un stroma 

inflammatoire diffus constitué essentiellement de lymphocytes B. 

 

Carcinome tubuleux. 

Il s’agit de carcinomes très différenciés représentant environ 4% des cancers infiltrants du 

sein. Macroscopiquement, il s’agit d’une tumeur stellaire de moins de 10 mm. 

Histologiquement, les cellules sont cylindriques ou cubiques, d’aspect monomorphe, presque 

dépourvues d’anisocaryose et de figures de mitoses. Ces structures tubuleuses sont 

dépourvues d’assises myo-épithéliales. Le carcinome tubuleux bénéficie d’un excellent 

pronostic, mais seules les tumeurs avec plus de 90% de tubes en font partie. 

 

Carcinome cribriforme infiltrant (fig.6). 

Cette variété tumorale partage le même pronostic que le carcinome tubuleux auquel il est 

souvent associé au sein de la même lésion 
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Les types histologiques des cancers mammaires. 
 
 
 
 

    
 
figure 1 : carcinome canalaire infiltrant (x20)  figure 2 : carcinome intra-canalaire (x20) 
 
 
 
 

   
 
figure 3 : comédocarcinome (x20)    figure 4 : carcinome lobulaire infiltrant (x20) 
 
 
 
 

   
 
figure 5 : carcinome mucineux (x 20)   figure 6 : carcinome cribriforme (x20) 
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Les autres formes de carcinomes sont beaucoup plus rares : carcinomes papillaires, 

carcinomes adénoïdes kystiques, carcinomes apocrines, carcinomes sécrétants, carcinomes 

métaplasiques, carcinomes à cellules en bague à chatons, carcinomes neuroendocrines . 

 

Les tumeurs malignes en dehors des carcinomes sont rares représentant moins de 1% des 

cas. Il s’agit essentiellement des sarcomes phyllodes, les sarcomes mésenchymateux, les 

angiosarcomes et les lymphomes malins non hodgkinien. 

 

 

2.3.2 Le grade histologique 
 
Il permet d’apprécier le degré de différentiation cellulaire de la lésion tumorale. 

 

Le grade histopronostique de Scarf-Bloom et Richardson est le plus utilisé en Europe (Bloom 

1957), mais est considéré comme trop opérateur dépendant par les anglo-saxons. Les trois 

items pris en compte sont le degré de différenciation, le pléomorphisme nucléaire et l’index 

mitotique (fig. 7-10).  

 

Des auteurs ont proposé une modification de ce grade afin de le rendre plus reproductible et 

permettre une meilleure discrimination pronostique. Il s’agit de SBR modifié (MSBR) 

proposé par Le Doussal (Le Doussal 1989) et le grade proposé par les auteurs anglais Elston 

et Ellis (Elston 1991) (tableau 3). Les carcinomes lobulaires infiltrants sont gradés de la même 

façon que tous les autres carcinomes infiltrants hormis les médullaires. Ce grade ne tient pas 

compte du degré de différenciation mais du pourcentage de tubules et du nombre de mitoses. 

Ce système de classification a une valeur pronostique équivalente à celle du SBR (Genestie 

1998), mais sa reproductibilité intra et inter-observateur apparaît supérieure (Frierson 1995, 

Robbins 1995, Dalton 1994) 
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Tableau 3 : Grade histopronostique d’Elston-Ellis (Anon 1996) 

 

critères cote 

Formations glandulaires : 

   >75% 

   10-75% 

   <10% 

 

1 

2 

3 

Pléomorphisme nucléaire : 

   Noyaux petits, réguliers, uniformes 

   Pléomorphisme modéré 

   Variation marquée de taille, de forme avec nucléoles proéminents 

 

 

1 

2 

3 

Nombre de mitoses sur 10 champs consécutifs au grossissement x400 

≤ 6 mitoses 

7 à 14 mitoses 

> 14 mitoses 

 

 

1 

2 

3 

Total  

   Grade I 

   Grade II 

   Grade III 

 

3-5 

6-7 

8-9 

  

  

La conférence de Consensus des pathologistes du Collège Américain recommande l’étude du 

grade pour toutes les tumeurs invasives, à l’exception du carcinome médullaire, qui est 

toujours de meilleur pronostic. La classification doit être spécifiée et celle d’Elston-Ellis est 

recommandée (Fitzgibbons 2000). 
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Le grade histologique selon Scarf, Bloom et Richardson (SBR). 
 
 
 
 
          

  
  
figure 7 : carcinome canalaire infiltrant, SBR 1 (X20) figure 8 : canalaire infiltrant, SBR 2 (X20) 
 
 
 
 
 
 

  
   
 
figure 9 : carcinome canalaire infiltrant, SBR 3 (X20) figure 10 : images de mitoses, SBR 3 (X 20) 
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2.3.3 Le compte mitotique 

L’index mitotique reste le moyen le plus simple d’apprécier la prolifération cellulaire. Il est 

défini par le nombre d’images de mitose dans 10 champs consécutifs, dans la partie la plus 

active de la tumeur, avec un grossissement à 400. Il représente une part intégrale du grade 

histologique de SBR (Bloom 1957) et d’Elston-Ellis (1991). Un index mitotique élevé est 

corrélé à une évolution péjorative de la maladie (Clayton 1991) et représente le facteur 

pronostique le plus important du grading (Genestie 1998). Il est également plus reproductible 

(Frierson 1995, Robbins 1995, Dalton 1994). Il doit être spécifiquement notifié dans le 

compte-rendu anatomopathologique. En pathologie mammaire, il est considéré comme faible 

quand moins de 6 mitoses sont identifiées, moyen entre 6 et 14 mitoses, et élevé au delà de 14 

mitoses. 

 

2.4 Les récepteurs hormonaux exprimés par la tumeur 

Les récepteurs d’hormones stéroïdes essentiellement les récepteurs d’estrogènes (RE) et de 

progestérone (RP) sont les protéines effectrices de la réponse biologique des hormones dans 

les cellules mammaires. Ces récepteurs font partie de la famille des récepteurs nucléaires qui 

regroupent des facteurs de transcription activés par leur liaison avec les ligands spécifiques de 

chaque classe. À ce jour, plus de 100 récepteurs nucléaires ont été identifiés. Ils se définissent 

en plusieurs classes de récepteurs nucléaires (NR) :  

Classe I NR : regroupe les récepteurs stéroïdiens activés par la liaison des molécules 

hormonales stéroïdiennes et qui s’homodimérisent. 

Classe II NR : regroupe les récepteurs nucléaires dont l’activation est ligand-indépendante et 

qui peuvent s’homo ou s’hétérodimériser. 

Classe des récepteurs orphelins dont les ligands n’ont été qu’en partie, et que très récemment 

caractérisés 

 

Le récepteur des estrogènes (RE) est le modèle classique des récepteurs nucléaires de classe I. 

Il n’interagit qu’avec les estrogènes (phytoestrogènes, xénoestrogènes) ou molécules à 

potentiel estrogénique SERM (Streroid Estrogen Receptor Modulators). ER est le modulateur 

d’un spectre très large d’activités biologiques cellulaires, tissus spécifiques, mais également 

sexe et âge dépendants. En l’absence d’estrogènes, ER est séquestré dans le noyau et 

maintenu dans une conformation inactive par son association à des protéines du choc 

thermique (Martin 1982). La pénétration et liaison des estrogènes ou molécules assimilées 

(ligands) dans le site de liaison des récepteurs nucléaires induit un changement 
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conformationnel tridimensionnel dont la conséquence est une modification de l’accessibilité à 

une reconnaissance d’épitopes. Cette transformation permet l’homodimérisation du récepteur 

et une liaison de haute affinité avec un site spécifique de l’ADN, l’élément de réponse 

estrogénique (ERE). Cette liaison au ERE est la première étape par laquelle le complexe 

associé au ER module l’expression de gènes spécifiques hormonorégulés. Les récepteurs  de 

classe I, dont les ER font partie, se lient à l’ADN  sur un motif palindromique répétitif avec 

un arrangement en épingle. Le motif consensus ERE minimal étant : 5’-GGTCAnnnTGACC-

3’ (n : nucléotide quel qu’il soit).  

  

Depuis la description initiale, dans les années 1970, le mode d’action des ER s’est 

progressivement complexifié. Dans un premier temps, seule la reconnaissance des récepteurs, 

par leur fonction de liaison de molécules hormonales radiomarquées, était accessible. Le 

clonage du premier récepteur aux estrogènes où ERα a permis de démontrer que la plus 

grande partie des gènes hormonorégulés par les estrogènes chez les mammifères était associée 

à ce récepteur. En 1996, une seconde isoforme récepteur ERβ a été clonée. Son rôle reste 

encore actuellement mal caractérisé, mais semblerait avoir en partie un rôle de modulation 

tissulaire de l’activation associée au ERα. ERα et ERβ, génétiquement et fonctionnellement 

distincts apparaissent comme complémentaires et non redondants. Dans les domaines 

structurels et fonctionnels, les deux isoformes ERα et ERβ présentent des pourcentages de 

forte homologie. Ils se lient avec une forte affinité avec les estrogènes naturels, et les éléments 

de réponse ERE de l’ADN. Néanmoins, il existe des différences dans leur structure, la 

répartition de leur expression tissulaire et des phénotypes observés expérimentalement dans 

les modèles de souris « knockout » pour les gènes ERα ou ERβ (Martin 2004). 

 

ERα a son gène localisé sur le bras long du chromosome 6, codant pour une protéine de 595 

aminoacides présentant trois domaines essentiels : 

- Un domaine N-terminal de modulation (AF1) 

- Un domaine central ou domaine de liaison à l’ADN (DNA Binding Domain, DBD) 

- Un domaine C-terminal comportant le site de liaison des hormones (Ligang Binding 

Domain, LBD) et un domaine de modulation AF2. 
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ERβ a son gène localisé en q22-24 du chromosome 14 codant pour un récepteur plus court de 

530 aminoacides. ERβ présente les mêmes domaines que ERα, mais diffère par la perte d’une 

portion du domaine C-terminal (Martin 2004). 

 

Le récepteur à la progestérone (PR), comme l’ER, est un facteur de transcription ligand-

dépendant qui stimule l’expression progestatif-dépendante des gènes cibles. Deux isoformes 

fonctionnelles du PR, le PRA et le PRB, sont exprimés dans les cellules sensibles à la 

progestérone. Ils possèdent des rôles distincts dans l’expression génétique et dans le 

développement de la glande mammaire. Le PRB semble être l’activateur transcriptionnel des 

gènes sensibles à la progestérone, tandis que le PRA inhibe le PRB ainsi que l’activation 

génétique dépendant des récepteurs estrogéniques (Mulac-Jericevic 2000). Bien que les PRA 

et PRB varient en fonction du statut hormonal, ils sont présents en quantité égale dans 

l’épithélium mammaire humain normal. Chez la femme atteinte du cancer du sein, le rapport 

qui pourrait définir la réponse physiologique et pharmacologique à la progestérone est 

modifié en faveur de PRA (Mote 2002). Les divers stéroïdes ovariens et leurs associations ont 

une incidence différente sur le PRA et le PRB, mais nous ignorons presque tout de l’effet des 

traitements hormonaux sur l’expression des deux isoformes du PR dans le tissu mammaire 

normal ou à haut risque de néoplasie. 

 

Les récepteurs hormonaux sont plus fortement exprimés dans les adénocarcinomes lobulaires 

et canalaires bien différenciés. Les récepteurs sont par contre peu exprimés ou absents dans 

environ 30% des cas pour les RE et 50% pour les RP, dans les carcinomes canalaires mal 

différenciés, et pratiquement toujours absents dans les carcinomes médullaires. 

 

La fréquence des tumeurs exprimant les RE, est plus élevée chez les patientes ménopausées 

que chez les non ménopausées (Romain 1995). La valeur pronostique des RE et RP a été 

initialement établie sur la base de dosages quantitatifs mesurant la liaison d’un stéroïde 

radioactif sur les récepteurs (RLA ou radioligand assay), puis de dosages 

immunoenzymatiques quantitatifs réalisés sur un homogénat tissulaire dans des conditions 

rigoureuses de contrôle de qualité. Actuellement, la méthode immunohistochimique (IHC) sur 

coupes histologiques est la plus fréquemment utilisée. Elle peut remplacer le dosage 

biochimique sous condition d’un contrôle de qualité. La valeur pronostique et prédictive à la 

réponse à l’hormonothérapie de l’approche immunohistochimique ont été confirmées 

(Macgrogan 1996, Harvey 1999). 
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L’expression de RE a, chez les patientes sans atteinte ganglionnaire, une valeur pronostique 

significative mais faible, avec un risque relatif de reprise évolutive à 5 ans inférieure à 1.5 et 

une différence de survie absolue entre les patientes dont la tumeur exprime ou n’exprime pas 

les RE qui ne dépasse pas 10% (Fisher 1988, Pichon 1996)  

La valeur pronostique des RE ne résiste pas à l’analyse multivariée lorsque celle ci inclut le 

grade histologique, la prolifération tumorale et la valeur pronostique des RE s’affaiblit avec le 

temps et disparaît au delà de 5 ans (Fisher 1988). 

 

La valeur pronostique des tumeurs exprimant les RP a été beaucoup moins étudiée. 

Néanmoins, le pronostic est meilleur pour les patientes sans atteinte ganglionnaire, quand les 

RP sont positifs (Fisher 1988). Dans ce sous groupe de patientes N-, la présence simultanée 

des RE et des RP, correspond à un pronostic meilleur que l’absence d’un des deux récepteurs 

(Fisher 1988, Pichon 1996) 

Actuellement il est recommandé d’effectuer systématiquement l’analyse des récepteurs 

hormonaux pour tout cancer du sein diagnostiqué, en utilisant soit la méthode RLA ou IHC. 

Cette dernière est recommandée pour les petites tumeurs (Fitzgibbons 2000). Quand la lésion 

néoplasique mammaire et les ganglions envahis sont tous deux disponibles, il est préférable 

de faire l’étude sur le tissu mammaire.   

 

2.5 Activateur du plasminogène type urokinase (uPA) et de son inhibiteur principal 

(PAI-1) 

 

Il s’agit de deux biomarqueurs explorant les processus d’invasion et d’angiogénèse (Spyratos 

2005). Le facteur uPA est le carrefour moléculaire d’activation d’un ensemble de pro-

protéases impliquées dans le phénomène invasif (métalloprotéases, cathepsines à l’exception 

de la cathepsine D) alors que PAI-1 est un marqueur indirect de la néo-angiogénèse, 

régulateur in vitro de la migration des cellules vasculaires, et in vivo de la néoangiogénèse et 

de la migration tumorale (Andreasen 1997, Rosenberg 2001, Spyratos 2005). 

 

Dans l’analyse du « Receptors and Biomarkers Group » (RBG) de l’European Organization 

for research and treatment of Cancer (EORTC) incluant plus de 3000 patientes pN0, 

provenant de 17 institutions, le poids pronostique d’uPA et PAI-1 était indépendant et 

supérieur aux autres facteurs (âge, pT, pN, RH, grade SBR) (Look 2002). Le groupe à faible 
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risque défini par des taux faibles d’uPA et ou PAI-1, représentait environ 50% de cette 

population de cancers pN0.  

 

Ces deux facteurs pronostiques ont été utilisés comme facteurs décisionnels dans un essai 

clinique allemand prospectif, multicentrique, randomisé, chez des patientes sans atteinte 

ganglionnaire (Janicke 2001). Seules les patientes avec un taux élevé d’uPA (> 3 ng/mg de 

protéine) et/ou PAI-1(> 14 ng/mg de protéine) étaient randomisées entre chimiothérapie et 

observation. Les patientes avec un faible taux, ne recevaient pas de chimiothérapie. Il a été 

ainsi démontré une valeur pronostique de ces deux facteurs. 

 

Selon les règles internationales de validation, uPA et PAI-1 ont atteint un niveau de preuve 1 

sur la base (Hayes 1996, Spyratos 2005) :  

 

- un essai clinique publié où uPA et PAI-1 étaient décisionnels suivi d’un essai clinique en 

cours 

- plusieurs études rétrospectives concordantes regroupées dans plusieurs méta-analyses 

- des contrôles de qualité des analyses par le RBG de l’EORTC 

 

Malgré ce haut niveau de preuve, la communauté médicale n’est pas parvenue à intégrer uPA 

et PAI-1 dans un consensus  décisionnel en grande partie en raison des problèmes techniques 

de réalisation (Spyratos 2005, Espié 2005, Hayes 2005). En effet, la détermination de uPA et 

PAI-1 implique l’utilisation d’un fragment > 300mg de tissu frais ou congelé et l’accès à un 

laboratoire capable de les doser sur un extrait tissulaire par une technique ELISA.  

 

3- La cytométrie en image, principes généraux 

 

Le but de cette technique est de visualiser et de quantifier des « mécanismes biologiques » au 

niveau cellulaire et/ou tissulaire et de rendre ces observations objectives, reproductibles et 

quantitatives. La cytométrie en image s’applique tant à la microscopie en transmission qu’en 

fluorescence. Pour obtenir ces données quantitatives, un analyseur d’image est utilisé. Il s’agit 

d’un microscope connecté à une caméra et à un ordinateur capable de traiter et d’analyser les 

images de cellules et de tissus. Les variantes sont nombreuses avec des logiciels aux 

applications multiples au sein d’un laboratoire. De plus en plus, la cytométrie en image a 

recours à un balayage automatique des lames et à la recherche automatique d’évènements bien 
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définis. L’application de ces techniques récentes dans le domaine de la recherche en 

cancérologie a été mise au point, notamment dans l’étude de la prolifération cellulaire avec un 

impact potentiel sur les facteurs pronostiques de la maladie. 

 

3.1 Le principe 

L’analyse d’image est basée sur la mesure en chaque point d’une cellule observée à travers un 

microscope, de la quantité de lumière émise ou transmise. Après acquisition de l’image, celle 

ci est numérisée puis traitée par le système informatique, qui fournit des données quantitatives 

du ou des paramètres à étudier. 

 

3.2- Les notions de base d’analyse d’images 

Un programme d’analyse d’image commence par l’acquisition de l’image sous forme 

numérique. Chaque pixel prend une ou plusieurs valeurs numériques dérivées du signal 

envoyé par la caméra en fonction de sa couleur, de son intensité. Le signal analogique de la 

caméra est transformé en une image numérique. Avec une caméra noir et blanc, les signaux 

sont convertis en 256 niveaux de gris : 0 = noir, 255 = blanc. Une des techniques d’analyse est 

de transformer une image en niveaux de gris en une image binaire (0 ou 1) : 0 pour le fond, 1 

pour l’objet. Néanmoins actuellement de plus en plus de caméras sont numériques effectuant 

une numérisation directement, ce qui n’était pas encore le cas lors de la réalisation de notre 

travail. 

 

3.2.1- La lumière 

Selon le type d’analyse que l’on veut effectuer, le choix de la longueur d’onde est primordial. 

Il devra donner le maximum de contraste pour le colorant utilisé pour la reconnaissance des 

évènements cellulaires à mesurer, et à cette longueur d’onde, les autres colorants présents sur 

l’échantillon devront être le plus « transparent » possible. 

 

3.2.2- Les différentes étapes 

3.2.2.1- Le pré-traitement. Il est possible d’améliorer l’image numérique avant toute mesure, 

par des techniques de prétraitement des images, tel l’amélioration des contrastes, le calcul des 

paramètres photométriques de référence du fond ou la diminution du bruit de fond.  

3.2.2.2 La segmentation. Il s’agit d’un procédé par lequel une valeur de niveau de gris ou une 

image couleur est convertie en une image binaire. C’est une étape critique qui conditionne la 

qualité des mesures effectuées ultérieurement. Elle permet d’isoler dans l’image les objets sur 
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lesquels doit porter l’analyse. Une image binaire est une image ou chaque pixel peut prendre 

seulement deux valeurs : 0 ou 1. Si la valeur est 0, le pixel sera considéré comme faisant 

partie du fond. Si la valeur est de 1, il sera considéré comme étant un objet. Segmenter 

correspond donc à sélectionner parmi les points de l’image ceux qui appartiennent à la cellule 

ou aux organites à analyser.  

Le seuil : une des étapes les plus importantes de la segmentation est le réglage du seuil. Le 

seuil est la valeur de partition à appliquer à l’image. Le seuillage est effectué en sélectionnant 

les niveaux de gris devant être assignés au fond et aux objets. Pour sélectionner des objets, il 

faut choisir des limites entre lesquelles les pixels devront être pris en compte.  

Le seuillage noir et blanc (fig.11). 

A chaque point de la ligne médiane traversant les objets correspond une valeur de niveau de 

gris (cf courbe). La ligne en pointillés correspond au seuil choisi pour prendre en compte les 

objets et rejeter le fond. Deux seuillages sont possibles :  

Le seuillage simple : signifie que les pixels ayant une valeur de niveau de gris supérieure, ou 

inférieure selon le choix de l’utilisateur, au seuil fixé vont être codées 1 et les autres 0 (fond 

de l’image binaire). 

Le seuillage avec borne inférieure et supérieure : dans ce cas deux valeurs de seuil doivent 

être définies S1 et S2. Les pixels de valeur de niveau de gris supérieur à S1 mais inférieure à 

S2 seront codés 1, les autres 0.   
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La  séparation : quand les objets sont trop proches les uns des autres pour être reconnus 

comme des objets distincts, il est possible de les séparer manuellement ou par des techniques 

de traitement de l’image.  

Les techniques de séparation automatique mettent en œuvre des étapes de dilatation et 

d’érosion. La dilatation « agrandit » l’objet en augmentant sa circonférence d’un pixel en 

chaque point. Une érosion « rétrécit » l’objet en diminuant sa circonférence d’un pixel en 

chaque point (fig 12). 

Le nombre de dilatation ou d’érosion à effectuer est en général déterminé par l’opérateur. Puis 

les objets sont reconstitués automatiquement à leur taille initiale, moins un pixel au niveau des 

zones de chevauchement. Ces étapes de dilatation et d’érosion peuvent également être 

utilisées pour améliorer la forme des objets : lissage des contours , fermeture des trous. 

 

            
une dilatation    l’objet initial   une érosion 

 

Figure 12 : images de dilatation (à gauche) et d’érosion (à droite) d’un objet  (situé au centre). 

 

La définition des objets à mesurer : cette étape est primordiale pour que le choix des objets 

lors de l’étape d’analyse soit le plus précis et le plus discriminant possible. Selon les 

analyseurs, les critères de choix peuvent varier, mais sont toujours basés sur des paramètres 

de morphologie, de densitométrie et éventuellement de texture ou squelette. 

 

Les paramètres de morphologie sont très souvent basés sur des critères de surface, de 

périmètre, de contour. Le contour d’un objet est la déviation de la forme de cet objet par 

rapport à un cercle parfait. Un cercle parfait aura un contour, ou un contour ratio égal à 1 ou 

1000. Ce contour ratio est calculé à partir de la surface et du périmètre. La plupart du temps, 

les contours ratios sont supérieurs à 1000 sauf pour les objets de très petite dimension. 
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Les paramètres de densitométrie sont détaillés dans le paragraphe absorption-fluorescence. 

Les paramètres de texture peuvent être assimilés à des paramètres granulométriques. Lors des 

mesures de texture, l’image originale en 256 niveaux de gris est transformée en une image en 

8 à 16 niveaux de gris. Après segmentation de l’objet, l’appareil calcule des paramètres de 

« granulosité » plus ou moins complexes (petites ou longues sections, déviation standard de 

ces sections) destinés à caractériser l’homogénéité ou l’hétérogénéité de la répartition des 

niveaux de gris à l’intérieur d’un objet. Les paramètres de squelette sont un moyen d’aborder 

la forme d’un objet. La squelettisation est une érosion à maxima qui consiste en un 

rétrécissement maximal de l’objet. Les pixels sont éliminés jusqu’à ce que l’objet ait atteint 

une forme « épaisse » d’un pixel en tout point. Dans le squelette final, un pixel n’aura que 

deux pixels voisins sauf si c’est un point terminal ou un point triple. Les paramètres 

principaux de squelette permettant de sélectionner des objets en fonction de leur forme sont la 

longueur, le nombre de points terminaux et le nombre de points triples (fig.13). 

      
objet 1 : cercle parfait, squelette :     objet 2 : objet ovale, squelette  
taille : 1        taille 9 
triple points : 0       triple point : 0 
point terminal : 2       point final : 2 
   

      
objet 3 : irrégulier,  squelette :     objet 4 : irrégulier, squelette : 

taille : 25       taille 16 

triple point : 1       triple point : 1 

point terminal : 3       point terminal : 3 
Figure 13 : exemples de squelettes  
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3.2.2.3 Paramétrisation et traitement des données.  

La paramétrisation correspond au calcul d’un ou de plusieurs  paramètres caractérisant chaque 

objet en fonction des besoins de l’analyse 

Le traitement des données correspond à l’analyse statistique et expression des résultats sous 

forme de listes de données, d’histogramme et de nuages de points. 

 

3.3 Absorption et fluorescence 

 

3.3.1 l’absorption 

La lumière est envoyée à travers un objet constitué de différents niveaux de matériel 

absorbant. La quantité de lumière qui passe à travers un objet est appelée lumière transmise. 

Les objets vont entièrement ou partiellement retenir la lumière. La quantité de lumière qu’un 

objet absorbe représente sa densité optique. 

La quantité de lumière diminue après chaque niveau de matériel absorbant. Le signal de 

lumière transmise doit être traité de façon logarithmique.  

La densité optique d’un pixel s’obtient par la relation : DO = - log T. T = transmission.  

T = I /Io, I est l’intensité du pixel et Io est l’intensité du fond. Donc, la densité optique d’un 

pixel est DO = - log I/Io. 

 

La densité optique moyenne DOM est la moyenne des DO de chaque pixel à l’intérieur d’un 

objet. 

La densité optique intégrée DOI est la somme des DO de chaque pixel à l’intérieur d’un objet. 

La densité optique intégrée calibrée cDOI est le rapport de la DOI de l’objet mesuré par 

rapport à la DOI de référence 

 

3.3.2 la fluorescence 

La lumière d’excitation irradie le matériel fluorescent des objets. Une molécule de matériel 

fluorescent irradiée par une lumière d’excitation d’une longueur d’onde donnée, va émettre de 

la lumière à une longueur d’onde supérieure. La lumière émise à chaque pixel lui donne une 

valeur d’intensité et donc un niveau de gris proportionnel de façon linéaire à la quantité de 

lumière émise. 
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Les paramètres de fluorescence équivalents à ceux de la densitométrie sont : 

La fluorescence intégrée FI : la somme des valeurs de niveau de gris des pixels par objet 

La fluorescence moyenne : la moyenne des valeurs de niveau de gris des pixels par objet. 

La florescence intégrée calibrée : est le rapport de la fluorescence intégrée de l’objet mesuré 

sur celle de la population de référence  

 

Tableau 4: exemples de longueur d’ondes d’excitation utilisables en fluorescence 

 

longueur d’ondes 

d’excitation (nm) 

fluorochrome couleur 

330 DAPI Bleu 

485 FITC Vert 

577 Texas red rouge 

 

 

4. L’analyse statistique des études pronostiques 

 

4.1 Les définitions 

Le pronostic de la maladie peut être décrit à la fois pour le cours clinique ou pour l’histoire 

naturelle de la maladie. Le terme de « cours clinique » a été utilisé afin de décrire l’évolution 

de la maladie qui a bénéficié de soins médicaux, alors que « l’histoire naturelle » correspond 

au pronostic de la maladie sans intervention médicale. Il est pratique de résumer le cours de la 

maladie à un nombre unique ou à un taux : la proportion de personnes rencontrant un 

événement. Les taux habituellement utilisés sont regroupés dans le tableau 5. 

 

L’expression du pronostic en « taux » a la vertu de la simplicité. Les taux peuvent être mis en 

mémoire et communiqués succinctement. Leur inconvénient est que relativement peu 

d’informations sont transmises et que de grandes différences dans le pronostic peuvent être 

cachées dans des taux globaux semblables.  
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Tableau 5 : Les taux utilisés pour décrire le pronostic. 

Le taux La définition 

La survie à 5 ans Le pourcentage de patients vivant à 5 ans à partir d’un certain point du 

cours de la maladie 

La létalité Le pourcentage de patients décédés de la maladie 

La mortalité spécifique Le nombre de personnes décédées d’une maladie spécifique dans une 

population de 10 000 

La réponse  Le pourcentage de patients montrant une amélioration suite à une 

intervention 

La rémission Le pourcentage de patients entrant dans une phase où la maladie est 

devenue indétectable 

La récurrence Le pourcentage de patients qui sont de nouveau malades après un 

intervalle libre 

 

 

 

La méthode la plus directe pour connaître une survie est de rassembler une cohorte de patients 

atteints de la condition à un point du cours de la maladie et de les garder en observation 

jusqu’à ce qu’ils aient tous rencontré le résultat d’intérêt. La représentation graphique de la 

fonction de survie peut être réalisée avec, en ordonnée, la probabilité cumulée de survie entre 

1 et 0 et, en abscisse, la durée du suivi en mois. Cette représentation en marches d'escalier est 

une fonction décroissante au cours du temps. Pour une petite cohorte, l’expérience pourra être 

représentée comme indiqué sur la figure ci-dessous. Le graphique de la survie en fonction du 

temps décrit des marches qui correspondent au décès de chacun des patients de la cohorte. Si 

le nombre de malades est plus important, la taille des marches est diminuée, avec un lissage 

de la courbe. La médiane de survie correspond au temps pour lequel la probabilité cumulée de 

survie est égale à 0,5 (Fletcher 1998). 

 

En Médecine, l'analyse de la survie est longitudinale par l'étude de cohortes de sujets dans le 

cadre d'enquêtes épidémiologiques ou d'essais cliniques. L'événement considéré par les 

fondateurs de l'analyse de la survie est le décès, raison pour laquelle cette expression est 

utilisée. L'analyse de la survie consiste à évaluer le délai de survenue du décès d'un individu. 

Cependant, le décès n'est pas le seul type d'événement analysable. Tout événement de nature 

binaire peut être utilisé comme critère de jugement : la survenue d'une hypertension artérielle, 

la rechute d’un cancer du sein ou la récidive d'un infarctus du myocarde. 
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La figure ci-dessous (fig.14) montre une courbe de survie typique. La probabilité de survie est 

exprimée sur l’axe vertical, et la période de temps suivant le début de l’observation sur l’axe 

horizontal. Les nombres de malades à risque à des moments divers sont souvent montrés afin 

de donner une idée de la contribution de la chance dans les observés. 

 

 
 

Figure 14 : Une courbe de survie typique, avec le détail d’une partie de la courbe 

(Fletcher,1998) 

 

La probabilité de survie à tout moment est estimée à partir de la probabilité cumulée de survie 

de chaque intervalle de temps précédant ce moment. Les intervalles de temps peuvent être 

aussi petits que nécessaire ;  dans l’analyse de Kaplan-Meir les intervalles sont entre chaque 

événement nouveau (décès) et le précédent.  
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4.2 Les données indispensables pour l'analyse de la survie 

Quatre informations sont indispensables à cela : 

- la date du début de l'observation, appelée date d'origine. C'est, par exemple, la date d'entrée 

dans une cohorte ou la date de randomisation dans un essai thérapeutique ; 

- la date des dernières nouvelles. C'est soit la date de survenue de l'événement décès ou, pour 

les données censurées, la date pour laquelle on dispose des dernières données relatives au 

sujet sachant qu'il n'est pas décédé ; 

- la date de fin d'observation, appelée date de point. Elle est commune à tous les sujets inclus 

dans l'étude ; 

- la variable d'état. C'est l'état du sujet aux dernières nouvelles. Deux modalités sont possibles 

soit le décès, soit l'absence de décès. Ces modalités, nous l'avons vu plus haut, peuvent être 

représentées par toute situation d'état de nature binaire de type survenue/non survenue d'un 

événement, récidive/non récidive d'une affection. 

Les dates permettent de calculer la durée du suivi pour chaque sujet ou le temps de 

participation à l'étude. On distingue deux situations : 

- le décès est survenu au cours du suivi, c'est-à-dire avant la date de point (ou date de fin de 

suivi). La durée de suivi est calculée entre la date d'origine et la date du décès. 

- le décès n'est pas observé au cours du suivi sa durée est alors censurée. Lorsqu'on analyse la 

durée de vie, on étudie le suivi jusqu'à la survenue de l'événement décès. Cependant, et 

heureusement, même si on travaille en oncologie, le décès peut ne pas survenir pendant la 

période de suivi. Si on analyse l'intérêt d'une nouvelle chimiothérapie sur la survie des 

femmes après un cancer du sein et que toutes les femmes ne décèdent pas pendant le suivi, les 

données de durée de survie pour lesquelles le décès n'est pas survenu sont appelées données 

censurées. 

 

Dans ce dernier cas, deux situations peuvent se présenter : 

* soit le sujet n'est pas décédé à la date de point. Il est dit exclu-vivant. Sa durée de suivi est 

égale à la différence entre la date de point et la date d'origine. Mais, cela ne signifie pas qu'il 

est exclu de l'étude. Au contraire, on enrichit l'analyse par la prise en compte de son suivi sur 

toute la période pendant laquelle il n'a pas présenté l'événement décès, 

* soit le sujet est perdu de vue. Il ne vient plus aux visites de surveillance. Sa durée de suivi 

est égale à la différence entre la date des dernières nouvelles et la date d'origine. Les perdus 

de vue requièrent une analyse attentive car il faut s'assurer que le mécanisme par lequel ils 
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sont perdus de vue est indépendant du phénomène étudié, sinon un biais est introduit dans 

l'analyse. 

 

4.3 L'interprétation des courbes de survie 

Des interprétations erronées peuvent être liées à la lecture de la partie droite d'une courbe de 

survie. Il est habituel qu'une courbe s'aplanisse après un certain délai lorsque la survenue des 

événements est moins fréquente. Il n'est pas judicieux d'interpréter cet aplanissement comme 

porteur de sens sauf si le nombre de sujets encore à risque reste encore important. A l'inverse, 

si la dernière donnée est un décès, la courbe de survie plonge vers l'axe des abscisses. Ceci ne 

signifie pas qu'aucun sujet ne survivrait au delà de ce temps de suivi. 

 

4.4 Comparaison de courbes de survie - Test du logrank 

Une comparaison des études de pronostic s’impose dans deux situations particulières : 

- dans les études analytiques par observation, de nombreuses association peuvent être suivies : 

l’évolution du pronostic en fonction du progrès auxométrique de la maladie, le pronostic des 

différentes variantes histologiques d’un cancer, le pronostic selon diverses caractéristiques des 

sujets, autres que la maladie étudiée et le traitement instauré. 

- l’étude des pronostics après divers traitements représente le fondement de la recherche 

d’évaluation des interventions thérapeutiques. Leur efficacité, en particulier, est un sujet 

d’intérêt majeur en épidémiologie clinique.  

 

La comparaison des courbes de survie peut se faire avec de nombreux test dont celui de 

logrank dont le principe a été suggéré par Mantel (1967). Il est utilisé principalement pour 

comparer des courbes de survie obtenues par la méthode de Kaplan-Meier, mais est également 

utilisable dans la comparaison de courbes de survie actuarielles. Supposons deux groupes de 

malades, A et B, ayant subi des traitements différents et suivis dans le temps. Avec 

l’hypothèse que les deux traitements sont également efficaces, les nombres attendus de décès 

dans les groupes devraient être proportionnels aux effectifs. Si dans une journée donnée, le 

groupe A représente le trois quart des malades, les trois quart des décès durant cette journée 

devraient survenir dans le groupe A. S’il ne survient aucun décès durant la journée, aucun 

calcul n’est nécessaire et cette journée ne contribue pas au test statistique. Pour comparer les 

deux courbes de survie (ou les deux traitements) pendant une certaine période, il faut calculer 

les nombres totaux OA et OB de décès observés dans les groupes A et B respectivement durant 

cette période, les nombres totaux EA et EB de décès attendus ainsi que la quantité  
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L = (⏐OA- EA⏐- 1/2)2 + (⏐OB- EB⏐- 1/2)2 

         EA                            EB 
 
L’hypothèse selon laquelle les deux traitements sont également efficaces est rejetée si cette 

dernière quantité dépasse 3,84 région critique du test de Khi-deux avec un degré de liberté, au 

niveau 0,05 (Jenicek 1985).  

 

Le test du logrank est fondé sur une statistique qui donne des poids égaux à toutes les 

observations. Le calcul se fait aujourd'hui à partir de logiciels de statistiques. Il existe d'autres 

tests : le test de Gehan (analogue au test de Wilcoxon généralisé), donne plus de poids aux 

observations initiales. Il est moins sensible aux événements tardifs en particulier lorsque le 

nombre de sujets restant dans l'étude est faible. La statistique de Tarone-Ware introduit une 

pondération intermédiaire entre les deux statistiques précédentes. L'interprétation des résultats 

des tests doit prendre en considération la taille de l'effectif étudié ainsi que le profil et la 

distribution des censures. Quand le nombre de sujets étudiés est faible, les résultats des tests 

doivent être interprétés avec prudence. La distribution et le nombre des données censurées 

peuvent affecter les résultats.  
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5. Les facteurs pronostiques biologiques en cours d’évaluation  

 

De nombreux paramètres biologiques tissulaires ou circulants issus de la recherche sur la 

biologie des tumeurs, ont été décrits comme facteurs pronostiques du risque de rechute, mais 

pour nombre d’entre eux, cette valeur pronostique ne résiste pas à l’analyse multivariée, ils ne 

sont donc pas indépendants des facteurs cliniques ou anatomopathologiques classiques ou des 

autres facteurs biologiques et n’apportent pas une information suffisante pour pouvoir être 

utilisés en pratique.  

 

Plusieurs conditions sont nécessaires pour considérer un paramètre biologique comme 

cliniquement utile (Spyratos 1995, Hayes 1998) :  

• l’existence d’une hypothèse biologique étayant le rôle de ce facteur  

• l’existence d’une méthode analytique standardisée, simple et reproductible, validée par un 

Contrôle de Qualité  

• la validation doit être réalisée par des analyses statistiques multivariées sur des études 

cliniques prospectives menées sur des groupes homogènes de patients, en nombre 

suffisant 

• la confirmation est basée sur des études cliniques prospectives multicentriques. 

 

Le niveau d’évidence de la valeur d’un tel paramètre dépend de la qualité des études cliniques 

de validation (Hayes 1998). Les plus convaincantes (niveau 1) sont prospectives et 

randomisées, où l’objectif premier est l’étude du marqueur. Les moins convaincantes (niveau 

3) restent au stade d’investigation d’hypothèses biologiques ou comportent de nombreux biais 

méthodologiques. Des essais cliniques prospectifs à visée thérapeutique, dans lesquels 

l’évaluation du marqueur constitue un objectif secondaire, se situent à un niveau intermédiaire 

(niveau 2). Une méta analyse de plusieurs études de niveau 2 peut atteindre le niveau 1, et 

autoriser l’utilisation du marqueur en pratique courante. A ce jour, très peu d’études de niveau 

1 ont été menées, ce qui explique en grande partie que peu de paramètres biologiques aient 

sensiblement  influencé la démarche thérapeutique.    

 

Ainsi, dans la catégorie 2  de la conférence de consensus des pathologistes américains, ont été 

classés les facteurs ayant largement été étudié biologiquement et cliniquement, mais dont 

l’apport pronostique nécessite une validation par des études statistiquement robustes : 
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invasion vasculaire péritumorale, c-erbB-2, p53, MIB 1 et la phase S. La catégorie 3 inclut les 

facteurs insuffisamment étudiés pour monter un éventuel intérêt pronostique : l’analyse de la 

ploïdie, l’angiogénèse tumorale, l’expression des récepteurs à EGF, la cathepsine D. 

 

Nous nous sommes intéressés aux facteurs pronostiques du cancer du sein, dans 3 axes : la 

ploïdie, la détermination d’un index de prolifération et l’expression de Her2 neu.  

 

5.1. La quantification de l’ADN dans les cancers du sein a fait l’objet de nombreuses études 

essentiellement en cytométrie de flux puis par cytométrie en image.  

 

5.1.1 Les principes 

Au cours du cycle cellulaire le contenu en ADN d’une cellule passe de 2N en G0/G1 à 4N en 

phase G2. C’est au cours de la phase S, de synthèse, que le contenu en ADN change. La 

mesure du contenu en ADN d’une cellule a pour but de connaître d’une part sa position dans 

le cycle cellulaire et d’autre part de dire si une population cellulaire a un contenu en ADN 

identique à celui d’une population de référence.  

 

Le cycle cellulaire se décompose en quatre grandes phases : 

- la phase G0 : cellule différenciée qui, sous l’influence de signaux des cellules voisines, 

effectue les tâches spécifiques pour lesquelles elle a été programmée. Pendant cette 

période de synthèse protéique intense, le stock d’ADN reste stable à une quantité de 2N 

chromosomes 

- la phase S : la cellule duplique son ADN qui passe de 2 à 4N en fin de phase 

- la phase G2 : la cellule synthétise les protéines indispensables à la mitose telles les 

tubulines du fuseau mitotique 

- la phase M : la phase de mitose pendant laquelle se déroulent l’hypercondensation de 

l’ADN en chromosomes mitotiques puis une répartition équitable du stock en deux lots 

de 2N chromosomes lors de la mise en place du fuseau mitotique et enfin la scission de 

la cellule initiale en 2 cellules filles. 

 

Il existe une autre phase, la phase G0, par opposition aux quatre phases propres aux cellules 

cyclantes, pendant laquelle la cellule ne se divise pas, et possède les mêmes caractéristiques 

que celles en G1. 
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La quantité d’ADN peut être modifiée par différents mécanismes : réplication, 

polyploïdisation, gain ou délétion de chromosomes, amplification de gènes, infection virale, 

apoptose, chimiothérapie, radiothérapie et d’autres. 

 

La quantification de l’ADN correspond à un « dosage » par une mesure densitométrique, 

après étalonnage de l’appareil par une population cellulaire de référence. Il existe une 

condition indispensable : disposer d’une coloration spécifique et stoechiométrique de l’ADN 

avec une intensité de coloration spécifique et proportionnelle à la quantité d’ADN, il s’agit de 

la coloration de Feulgen. Après numérisation et segmentation de l’image, la mesure de la 

quantité de lumière transmise, fonction de l’intensité de la coloration sera convertie en unités 

de densité optique. Cette mesure sera effectuée en tout point d’un noyau, et la densité optique 

intégrée qui en résulte correspond à la quantité d’ADN présente dans le noyau. Tout matériel 

cytologique, frottis, étalement, monocouche, cytospin, à l’exception des filtres, ou matériel 

histologique, coupe en congélation ou en paraffine, est utilisable. 

 

5.1.2 Les différentes étapes de la quantification 

Ces étapes sont : le réglage de l’intensité lumineuse, l’étalonnage, la segmentation, l’analyse, 

l’expression et le traitement des résultats. 

 

Le réglage de l’intensité lumineuse. Celle-ci s’effectue sur un champ blanc au même 

grossissement que celui de l’analyse, après réglage de la mise au point. 

 

La calibration. Celle-ci a pour but de déterminer la densité optique intégrée de cellules de 

référence. Cette étape est indispensable pour tout analyseur, mais la nature de l’échantillon de 

référence varie en fonction des appareils. Il s’agit toujours de cellules dont le contenu en 

ADN est connu et fixe. Les cellules de calibration les plus couramment utilisées sont les 

lymphocytes (peu recommandé), les fibroblastes, les cellules épithéliales normales comme 

standards internes et hépatocytes de rat comme standard externe. Ces lames de calibration 

doivent impérativement avoir été colorées dans les mêmes bains que les lames à analyser. La 

mesure d’un minimum de 20 noyaux de référence est indispensable. Le coefficient de 

variation de la densité optique doit être le plus faible possible (<3%). 
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L’analyse. Pour les prélèvements cytologiques dont les noyaux sont entiers la quantification 

peut directement être réalisée, impliquant obligatoirement un minimum de 20 noyaux. 

Sur les coupes histologiques, les noyaux à mesurer ne sont pas entiers, rendant nécessaire une 

seconde calibration de façon interne pour chaque coupe à analyser et obligatoirement effectué 

sur des noyaux de cellules normales. Cette seconde étape d’étalonnage aboutira à un éventuel 

décalage du pic diploïde induit par le travail sur coupe. 

Chaque étape de la quantification (calibration, analyse, histogramme de répartition des 

noyaux) peut être mise en mémoire à tout moment de l’analyse. Chaque noyau mesuré pour 

chaque échantillon peut être visualisé, éliminé et reclassé. 

 

L’expression et le traitement des résultats. Les histogrammes obtenus comportent en 

abscisse la quantité d’ADN contenue dans les noyaux mesurés et en ordonnée le nombre de 

noyaux mesurés (fig.15). Le pic principal correspond aux cellules en phase G0 et G1. Une 

population cellulaire est caractérisée par son index ADN (ID) défini comme étant le rapport 

entre la quantité d’ADN en G0/G1 des cellules étudiées sur la quantité d’ADN des cellules de 

référence en G0/G1 (tableau 6).  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : histogramme du contenu en ADN 
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La cytométrie en flux est une autre technique utilisée pour quantifier l’ADN et qui consiste à 

faire défiler des cellules dissociées et préalablement marquées par un fluorochrome, l’iodure 

de propidium qui lié à l’ADN de façon stoechiométrique, devant un faisceau laser. Les 

signaux optiques sont captés par différents photomultiplicateurs puis convertis en signaux 

analogiques analysables en informatique. Plus de 10 000 cellules tumorales sont analysées, ce 

qui permet une étude quantitative de l’ADN. Des logiciels spécialement adaptés permettent un 

calcul précis du pourcentage de cellules dans les différentes phases du cycle et spécifiquement 

la phase S. 

 

Tableau 6 : classification de la population tumorale  

 

Dénomination Valeur de l’index ADN (ID) 

Diploïdie 0.92 < ID <1.08 

Périploïdie 1.08 < ID < 1.2 

Hypodiploïdie ID < 0.92 

Aneuploïdie 1.25 < ID < 1.9 

Tétraploïdie 1.9 < ID < 2.5 

Hyperploïdie ID > 2.5 

Multiploïdie Plusieurs pics aneuploïdes 

 

 

L’intérêt de la cytométrie de flux dans les cancers du sein a fait l’objet d’une conférence de 

consensus (Hedley 1993). Ainsi, il apparaissait que les tumeurs à ADN aneuploïde étaient de 

plus mauvais pronostic. Néanmoins d’autres études, tout aussi importantes, n’ont retrouvé 

aucune corrélation entre le contenu en ADN et le pronostic de la maladie (Pfisterer 1995, 

Witzig 1994). Or, le cancer du sein comporte à l’intérieur du même foyer néoplasique des 

clones cellulaires différents en contenu en ADN, définissant ainsi l’hétérogénéité dite intra 

tumorale. La cytométrie en flux du fait qu’elle utilise du tissu homogénéisé est peu indiqué 

pour la détection de petits clones minoritaires, qui en revanche sont mis en valeur en 

cytométrie d’images. Ceci pourrait être en partie, responsable des résultats contradictoires 

retrouvés dans la littérature. Plusieurs auteurs avaient montré que l’étude de cette 

hétérogénéité avec la détection de rares cellules avec un fort contenu en ADN (supérieur à 5c) 

était d’une aide considérable pour la détermination du pronostic (Schvimer 1995, Sitonen 

1993, Stipa 1993). Il s’agit là d’une hypothèse que nous avons exploré dans le travail que 

nous présentons. 
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5.2- Le Ki-67 

 

La protéine Ki-67 a été initialement définie par l’anticorps monoclonal généré par 

l’immunisation de la souris avec des noyaux de cellules lymphomateuses hodgkiniennes de la 

lignée L428 (Gerdes, 1983). Le nom est dérivé de la ville d’origine, Kiel. Quand l’antigène, 

une protéine, fut découvert plus tard, et dont la structure primaire fut déduite à partir de la 

correspondance ADN, il s’est avéré qu’il n’existait aucune analogie avec des polypeptides 

déjà connus. Pour cette raison et parce que la fonction de cette protéine demeurait inconnue, 

la dénomination initiale Ki-67 a été conservée.  

 

L’étude du marquage par l’anticorps Ki-67 a permis d’observer une interaction avec une 

structure nucléaire et ceci uniquement dans les cellules engagées dans le cycle. L’analyse 

détaillée du cycle cellulaire a révélé que l’antigène était présent dans les noyaux des cellules 

en phase G1, S, G2 ou en mitose. Les cellules quiescentes ou en phase G0 n’expriment pas 

l’antigène Ki-67 (Gerdes 1984). Ainsi la présence de cet antigène, dans les cellules normales 

et tumorales, est très vite apparue comme un excellent marqueur de croissance d’une 

population cellulaire donnée, débouchant sur l’utilisation de l’anticorps pour différents types 

de néoplasme. La structure primaire et complète de l’antigène ne fut identifiée qu’en 1993 

(Schluter). Deux protéines isoformes sont synthétisées à partir du même gène avec des poids 

moléculaires de 320 et 359 KD. La partie centrale contient 16 éléments répétitifs et est codée 

par un unique exon, le 13, de 6845 paires de bases, ce qui en fait un des plus volumineux 

exons connus. Le séquençage complet du gène, avec 30 000 paires de base, a été obtenu en 

1996 (Duchrow). Le rôle biologique exact de la protéine Ki-67 demeure inconnu à ce jour et 

constitue un axe de recherche pour bon nombre de pathologistes.  

 

La protéine Ki 67 subit une phosphorylation et une déphosphorylation durant la mitose. Par 

ailleurs elle est sensible aux protéases et son expression est régulée par la voie protéolytique 

(Brown 2002). Cette protéine partage des similarités, notamment la FHA (forkhead-associated 

domain), avec d’autres protéines connues pour intervenir dans la régulation du cycle 

(Hofmann 1995). Elle a une localisation très complexe à l’intérieur du nucléole avec des 

modifications au cours du cycle cellulaire. La chorégraphie réalisée par la protéine Ki67 

durant la mitose, en quittant le nucléole vers la région périchromosomique, a été parfaitement 

décrite (Scholtzen 2000, Endl 2000). Il est actuellement reconnu que la pKi67 est associée à la 

chromatine péri-nucléolaire (Ploton 2003). D’autres auteurs ont proposé son association au 
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compartiment fibrillaire dense (CFD) du nucléole (MacCallum 2000). La relation 

topographique de la pKi67 à 5 autres protéines localisées dans le CFD a ainsi récemment été 

décrite (MacCallum 2000). Cet auteur a utilisé les fonctions connues de ces 5 protéines pour 

spéculer sur les fonctions de la pKi67. Sa régulation semble être très contrôlée. Sa demi-vie 

est estimée à 60 - 90 minutes (Heidebrecht 1996). Il apparaît que la quantité de pKi67 

présente à n’importe quel moment dans le cycle cellulaire est hautement régulée, 

probablement par un système précis de synthèse et de dégradation, incluant peut être un 

protéasome, un complexe de protéase qui a récemment été impliqué dans la dégradation 

rapide de la pKi67 (Wu 2000). 

 

Il est tout à fait étonnant d’observer ce contraste entre la somme de connaissance accumulée 

concernant la structure, la localisation et la régulation de la pKi67 et le peu d’éléments connus 

sur sa fonction (Brown 2002). Nous savons que cette protéine est indispensable pour la 

prolifération, son extraction empêchant toute prolifération cellulaire. L’absence de progrès 

significatif dans ce domaine est probablement du en partie à l’absence d’homologie avec 

d’autres protéines (Scholzen 2000). L’équivalent de cette protéine n’a pas pu être encore 

identifié dans des modèles expérimentaux tels la Drosophile (Brown 2002). 

 

La similitude entre une partie de la pKi67 (le FHA) avec d’autres protéines connues pour 

avoir un rôle dans la régulation du cycle cellulaire, tel le DUN1 et le RAD53, a fait suggérer à 

certains auteurs que la pKi67 aurait une fonction identique (Hofmann 1995). Néanmoins la 

situation reste confuse, car la fonction du FHA est toujours inconnue. Bridger a suggéré un 

rôle dans l’organisation de l’ADN, basé sur la localisation de la pKi67 sur le site nucléolaire 

durant le début de la phase G1 (Bridger 1998). Pour Mac Callum il existe un rôle structurel de 

la pKi67 à l’intérieur du nucléole, basé sur la capacité de cette protéine d’interagir dans une 

voie complexe avec d’autres protéines et de se lier à l’ARN et à l’ADN. De même, il suggère, 

sur la base de sa localisation dans le CFD, que la pKi67 est un facteur essentiel dans la 

synthèse des ribosomes dans la division cellulaire (MacCallum 2000). Ceci s’appuie sur le 

constat que l’expression de la pKi67 est corrélée au taux de synthèse protéique, une fonction 

des ribosomes.    

 

A l’échelle cellulaire, pour obtenir la qualification de marqueurs de la prolifération, deux 

conditions sont considérées comme nécessaires : l’antigène doit être présent pendant toute la 

durée du cycle et le passage au stade de quiescence doit s’accompagner par une rapide 
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disparition de l’antigène. Il est admis que l’antigène Ki-67 est exprimé tout au long des phases 

actives du cycle, même s’il peut être faible ou indétectable au tout début de la phase G1 

(Gerdes 1983). En fait l’intensité de l’expression du Ki-67 est variable au cours du cycle. 

Pendant la phase S, le marquage est croissant. Il en est de même pendant la phase G2. 

L’intensité est maximale en métaphase (Staborg 1996). Pendant l’anaphase et la télophase, le 

marquage du Ki-67 commence à décroître. Par ailleurs, tous les tissus testés et possédant une 

population en prolifération, ont montré un marquage positif au Ki-67. La deuxième condition 

a été plus discutée. Van Oijen (1998) a montré que les cellules restaient positives au Ki-67 

quand la synthèse de l’ADN était bloquée par l’hydroxyurée et concluait que l’expression du 

Ki-67 n’était pas obligatoirement liée à une phase proliférative active et mettait en garde 

contre son utilisation en pratique lorsqu’il existait une surexpression de p53 ou p21. Ces 

conclusions sont contestées par l’équipe de Gerdes qui considère que la positivité persistante 

du Ki-67 dans un cycle bloqué doit être considérée comme reflétant la capacité de la cellule à 

proliférer, dès que ce blocage est levé. Ces considérations n’ont aucun impact en pratique et 

ne remettent pas en cause la fiabilité des informations fournies par la fixation du Ki-67 

(Scholzen 2000).  

 

Le marquage du Ki-67 peut être aisément réalisé sur une variété de préparations histologiques 

et cytologiques tels les frottis, les préparations centrifugées et les coupes histologiques. 

Néanmoins, il existe un inconvénient majeur pour l’anticorps original du Ki-67, 

l’impossibilité de l’utiliser pour des coupes fixées à la paraffine. La mise au point de son 

anticorps monoclonal, le MIB1, a permis de lever cet obstacle (Cattoretti 1992) et la 

réalisation d’études rétrospectives utilisant du matériel histologique archivé (fig. 16-18). De 

même les études prospectives ont été également facilitées car l’obtention de matériel frais 

n’était plus devenu indispensable. Une des raisons expliquant la réticence de certains 

pathologistes à l’utilisation de l’index Ki-67 en pathologie tumorale, était l’existence d’un 

« marqueur de la prolifération » concurrent, le PCNA (Proliferating cell nuclear antigen). 

Avant la mise au point de l’anticorps MIB1, le prototype PCNA PC-10 avait l’avantage de 

pouvoir être utilisé sur des préparations fixées au formol et paraffinées. Néanmoins il a été 

démontré que le marquage au PC10 était très sensible et que la révélation de l’antigène par un 

traitement aux ultrasons aboutissait au marquage des cellules quiescentes (Schwarting 1993).  
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Marquage MIB1 (immuno histochimie)  
 

  
  

figure 16 : marquage MIB1 : 10% (x 20) 
 
 

 
  

figure 17 : marquage MIB1 : 35% (x 20) 
 
    
 

 
 
 

figure 18 : marquage MIB1 : 43% (x 20) 
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Ceci a été confirmé par la mise en évidence, non seulement de son rôle dans la réplication de 

l’ADN, mais également dans les phénomènes de réparation de l’ADN. Ces fonctions 

multiples de PCNA constituent de sérieux arguments contre son utilisation comme marqueur 

fiable des cellules en voie de prolifération (Prosperi 1997). 

 

 

5.3- Les protéines « Argyrophiles Nucleolar Organizer Regions » : Ag NOR  

 

Dans le noyau de la cellule eucaryote, il existe une organisation fonctionnelle, que l’on 

commence à caractériser par différentes approches. Il a été établi que chaque chromosome 

occupe un territoire défini pendant l’interphase sans dispersion de la chromatine dans tout le 

volume du noyau (Cremer 1993). La place des chromosomes est la résultante de multiples 

contraintes, encore mal définies, mais qui pourraient être liées à des interactions entres les 

régions des chromosomes eux-mêmes et entre ces régions chromosomiques et d’autres 

structures nucléaires tels la membrane nucléaire et le nucléosquelette. D’autre part, il existe 

des sites d’assemblage des machineries de réplication, transcription et maturation nécessaires 

au fonctionnement des gènes (Misteli 2000, Stein 2000) 

 

Le nucléole est le modèle le plus évident de la compartimentation des fonctions nucléaires. 

Chaque noyau contient au moins un nucléole, qui en constitue la structure la plus 

proéminente. Il est le compartiment dans lequel se fabriquent les ribosomes. Il s’assemble 

autour des gènes ribosomiques (ADNr), assure la transcription et la maturation des ARN 

ribosomiques, et l’association de ces ARN avec les protéines ribosomiques, pour former les 

sous-unités des ribosomes. Sa fonction détermine sa taille et son organisation. Dans presque 

toutes les cellules eucaryotes, le nucléole est désassemblé pendant la mitose et rassemblé en 

fin de celle-ci. Ce domaine fonctionnel le plus actif du noyau, en terme de transcription, dans 

les cellules impliquées dans le cycle, est aussi celui qui est activé le plus précocement en fin 

de mitose. Il est admis que la fonction du nucléole est directement liée au cycle cellulaire. Les 

techniques classiques de microscopie électronique permettent de reconnaître 5 principaux 

composants, chacun caractérisé par une densité et une texture spécifique : les centres 

fibrillaires (CF), le composant fibrillaire dense (CFD) le composant granulaire (CG), les 

interstices et la chromatine (Derenzini 1990) (Fig 19).  
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Figure 19 : Nucléole en microscopie électronique. Deux centres fibrillaires (fc) entourés par les 

composants fibrillaires denses sont visibles ; le composant granulaire est indiqué par la lettre g et 

l’interstice par la lettre i. 

 

Les gènes ribosomiques et les facteurs de transcription sont localisés dans les CF, la 

transcription se déroule à l’interface entre les CF et le CFD, la maturation précoce s’effectue 

dans le CFD et la maturation tardive dans le CG. Les différents composants nucléolaires 

représentent ainsi les différentes étapes de la ribogénèse. 

 

Au cours du cycle cellulaire, les gènes ribosomiques sont exprimés de la télophase à la fin de 

l’interphase et réprimés pendant la mitose. En prophase, de façon concomitante à la répression 

de la transcription ribosomique, les nucléoles disparaissent. Les gènes ribosomiques sont  

regroupés au niveau de régions chromosomiques particulières, les NORs (nucleolar organizer 

regions). Inversement, la formation des nucléoles commence en télophase au niveau des 

NORs et requiert le redémarrage de la transcription Pol I et l’activation de la machinerie de 

maturation des pré-ARN ribososmiques. 
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Le modèle actuellement admis fait intervenir le nucléole qui s’assemble en fin de mitose 

quand l’ARN polymérase I est activée, soit en anaphase (Fomproix 1998) ou en télophase 

(Roussel 1996) suivant les cellules.  

Les protéines Ag-NORs sont des protéines nucléolaires. L’abréviation Ag NOR correspond à 

Nucleolar Organiser Régions (NORs) marquées par l’Argent (Ag). Les NORs sont les régions 

chromosomiques autour desquelles les nucléoles se réorganisent durant la télophase. Ces 

régions correspondent à la constriction secondaire des chromosomes en métaphase et sont 

localisées sur les chromosomes acrocentriques (chromosomes 13,14,15,21 et 22). Les NORs 

contiennent les gènes ribosomaux. Pendant l’interphase, les NORs sont localisés dans le 

nucléole, où ils constituent le cœur fonctionnel de la synthèse ribosomale. 

 

Les protéines AgNORs sont majoritairement composées de nucléoline et de protéine B23 

pendant l’interphase, d’Upstream Binding Factor (UBF) et d’ARN polymérase I (RPI) dans la 

constriction secondaire pendant la mitose (Roussel 1996). 

 

La nucléoline est une protéine de 100 kDa. Elle est la plus abondante protéine nucléolaire 

phosphorylée dans les cellules proliférantes. Elle contient plusieurs régions acides qui 

transportent et déplacent l’histone H1, induisant la décondensation de la chromatine, et sont 

responsables du marquage à l’argent de la nucléoline.  

 

La protéine B23, ou Nutramine, est une protéine de 37-39 kDa. Elle a une activité 

ribonucléase et se lie à l’ARNr pendant la dernière phase du processus. Elle peut se déplacer 

entre le noyau et le cytoplasme et agir comme un transporteur moléculaire, en apportant les 

protéines ribosomales et non ribosomales du cytoplasme vers le noyau. La protéine B23 est 

localisée dans le composant granulaire du nucléole. 

 

L’UBF est un co-facteur de transcription très abondant, 50 000 copies par cellule, avec un 

poids moléculaire de 94-97 kDa. Il a la possibilité de se lier au promoteur de l’ADNr et de 

modifier les gènes de l’ARNr dans le but de recruter d’autres facteurs d’activation.   

 

La RPI est une enzyme dont le poids moléculaire est de 500 à 600 kDa. Elle est composée de 

12 sous-unités et 3 facteurs associés. Environ 150 000 molécules de RPI sont engagées 

simultanément dans la synthèse de l’ARNr, dans une seule cellule. Il faut moins de 5 minutes 
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pour chaque molécule RPI pour transcrire un gène ARNr. La plus volumineuse sous-unité est 

une des protéines AgNORs (Derenzini, Ploton 2003)  

 

Dans les années 1980, des études cytochimiques ont montré que durant l’interphase, les NORs 

sont localisés dans le CF et dans le CFD adjacent. Ces structures nucléolaires deviennent ainsi 

fortement marquées à l’argent et clairement visualisables en microscopie où elles apparaissent 

comme des points noirs bien définis. L’étude en microscopie confocale et la reconstruction en 

trois dimensions montrent que ces points donnent lieu à de nombreuses boucles à l’intérieur 

du nucléole (Ploton 1994). Les points marqués à l’argent sont définis comme étant les 

AgNORs de l’interphase afin de les distinguer des AgNORs de métaphase. Curieusement, 

dans leurs premières applications en pathologie tumorale, les AgNORs de l’interphase étaient 

plus simplement indiqués comme AgNORs, et depuis lors, en pathologie, le terme AgNORs 

indique les AgNORs de l’interphase. Tous les composants nécessaires à la transcription des 

ARNr sont localisés dans les AgNORs, lieu effectif de cette synthèse. Le nombre d’AgNORs 

est corrélé à l’importance de la synthèse ribosomale. Ceci varie de un à deux dans les 

lymphocytes quiescents à plusieurs dizaines dans les cellules néoplasiques proliférantes, 

caractérisant ainsi un haut niveau d’activité de transcription d’ARNr. La distribution des 

AgNORs peut être considérée comme représentative de l’expression morphologique du 

niveau de synthèse des ribosomes dans la cellule.   

 

Le fait que la quantité des protéines AgNORs augmente en phase S-G2, explique leur rôle de 

marqueur de prolifération. Il existe une relation linéaire entre leur surface et le temps de 

doublement cellulaire. Pour être applicable en routine en histo-cytologie tumorale, la quantité 

d’AgNORs doit être strictement corrélée à la vitesse de croissance quelque soit le type de 

cellule. La même quantité d’AgNORs doit correspondre à la même vitesse de duplication des 

différents tissus néoplasiques, ce qui a déjà été démontré (Derenzini, Ploton 2003). Derenzini 

(1990) sur 12 lignées cellulaires et Tréré (1989) sur une série de lignées cellulaires de 

neuroblastome ont montré qu’il existait une corrélation inverse entre la quantité d’AgNORs et 

la durée du cycle. Ainsi, l’IP = MIB1 / (1 / AgNOR MIB+) ou encore IP = MIB1 X AgNORs 

MIB+ (Brugal 1995). 

 

Le marquage à l’argent était initialement utilisé pour mettre en évidence les NORs en 

métaphase sur des préparations de cytogénétique. Ploton  l’a utilisé dans une forme simplifiée 

pour visualiser en microscopie les NORs en interphase (Ploton 1986). En raison de sa 
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simplicité, de sa fiabilité et de sa spécificité, cette technique est devenue la plus fréquemment 

utilisée pour la visualisation en routine des AgNORs en cyto-histologie (fig.20). 

 

 

 
 
figure 20 : marquage des AgNORs : les points noirs (x40) 

 

 

Le marquage à l’argent est influencé par plusieurs facteurs, notamment les fixateurs utilisés, 

la température et la durée de la réaction de marquage.  

 

Les fixateurs à base d’alcool permettent une visualisation plus intense et spécifique des 

protéines AgNORs que les fixateurs à base de formol. D’ailleurs, dans les tissus fixés au 

formol, l’intensité du marquage à l’argent est extrêmement dépendante du temps de fixation. 

La faible qualité du marquage à l’argent obtenu sur les coupes histologiques fixées au formol, 

résulte de l’effet masquant du fixateur sur les protéines cellulaires (Derenzini, Ploton 2003). 

Dans le but d’éliminer cet effet et d’améliorer la qualité du marquage des AgNORs, Ofner a 

mis en place la technique du démasquage des antigènes utilisés par les pathologistes pour 

améliorer le marquage en immunohistochimie (Ofner 1994). Cette technique utilise 

l’exposition des lames dans une solution tampon citratée (10mM, PH 6.0), à de hautes 

températures (120°C) pendant 20 minutes. Le chauffage des lames peut être obtenu par 

l’autoclave ou micro-ondes. Ceci permet d’améliorer considérablement le marquage et est 

recommandé en pratique courante (Derenzini, Ploton 2003). 
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Le marquage à l’argent est, également, grandement influencé par la température et le temps de 

la réaction de marquage. Ces deux variables sont inversement reliées entre elles : de hautes 

températures et une courte durée de réaction sont nécessaires pour une visualisation sélective 

des NORs. Quand la réaction de marquage est prolongée au delà de la durée optimale, les 

autres composants nucléolaires sont progressivement marqués, allant jusqu’au marquage le 

l’ensemble du nucléole. Il a été ainsi rapporté des durées de réaction allant de 10 à 60 minutes 

(Derenzini, Ploton 2003). Il en est de même pour la température à laquelle ont été exposées 

les lames pendant la réaction de marquage, allant de la vague notion de température ambiante 

à 50°C. Le terme « AgNORs » a été attribué aussi bien à un point unique marqué, à un amas 

de NORs qui apparaît discrètement marqué, qu’à l’ensemble du nucléole qui a été « sur-

marqué » à l’argent. Ceci a abouti à des résultats discordants portant sur le même type de 

tumeurs et a généré un grand scepticisme quant à l’intérêt des AgNORs (Derenzini, Ploton 

2003).  

 

En 1993, le Comité International de quantification des AgNORs a été créé et deux ans plus 

tard a émis ses recommandations en la matière. Le protocole proposé incluait le marquage 

dans une boîte noire, à une température constante de 37°C avec un temps de fixation en 

rapport avec le type de préparation (Derenzini, Ploton 2003). 

 

L’analyse quantitative peut être effectuée soit par la méthode du comptage, la plus répandue 

en pratique courante, soit par méthode morphométrique.  

 

La méthode du comptage consiste à compter directement, dans les cellules, les points marqués 

à l’argent, au microscope à fort grossissement (X100). Malgré son extrême simplicité et son 

faible coût, cette méthode a quelques inconvénients. Elle est consommatrice de temps et est 

subjective surtout lorsqu’il existe un amas de points marqués ou de chevauchements. Il a été 

ainsi rapporté une forte variation inter-observateur, pour la même lame histologique. Par 

ailleurs la taille du point marqué n’est pas prise en considération alors qu’elle est 

extrêmement variable, notamment en pathologie tumorale. 

 

Pour éviter ces inconvénients et permettre d’obtenir une quantification des AgNORs objective 

et reproductible, la méthode morphométrique a été introduite. Cette technique consiste en une 

mesure automatique ou semi-automatique de la zone marquée à l’argent en utilisant la 

cytométrie d’images. Elle est plus rapide, plus précise et plus objective que la précédente. Il 
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s’agit de la méthode recommandée en routine par le Comité International de quantification 

des AgNORs. Les résultats obtenus sont exprimés en surface moyenne de NOR par noyau sur 

l’ensemble des noyaux mesurés (en pixel ou en µm2).  

   

5.4 -  La prolifération cellulaire 

 

L’intérêt de la mesure de la prolifération cellulaire en oncologie est triple : diagnostique 

dans certaines lésions frontières ou en aidant au « grading » des tumeurs, pronostique en 

permettant d’appréhender l’agressivité tumorale et thérapeutique en permettant de mieux 

adapter le traitement adjuvant. 

 

L’information portant sur la cinétique des cellules tumorales peut être obtenue grâce à de 

nombreuses techniques comprenant le marquage à la thymidine tritiée, la mesure de la phase 

S et la quantification d’antigènes associés à l’activité de prolifération tels le PCNA et le Ki-

67. 
  

L’étude de la prolifération cellulaire en utilisant des anticorps dirigés contre des antigènes liés 

à cette activité a fait l’objet de nombreux travaux sur une grande variété de tumeurs. Deux 

marqueurs sont nécessaires et suffisants pour décrire la cinétique d’une population cellulaire 

(IP), l’un mesure la fraction en croissance (FC) tel le Ki67 ou le MIB1 et l’autre évalue la 

vitesse du cycle cellulaire (1/T, T étant la durée du cycle), IP = FC / T. La mesure des 

AgNORs dans les cellules proliférantes est la seule façon d’effectuer cette deuxième approche 

sur des tissus paraffinés.  

 

L’index de prolifération (IP) représente la production de cellules par une tumeur et ne dépend 

que de la FC et du T par la relation : IP = FC x 1/T. Une population tumorale ayant un grand 

nombre de cellules en cycle n’aura pas pour autant une fraction en croissance élevée si la 

vitesse du cycle est lente. De même une population cellulaire dont la durée du cycle est très 

courte, donc prolifère vite n’aura pas obligatoirement une fraction en croissance élevée si le 

nombre de cellules en cycle est faible (Brugal 1995). 

 

Ainsi, la façon la plus précise d’évaluer l’index de prolifération d’une population consiste à 

mesurer les deux paramètres (Ki67 et AgNORs) simultanément avec la quantification des 

AgNORs dans les cellules Ki67 positives. Ceci impose le marquage simultané des antigènes 
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Ki67 et des AgNORs. Nous nous sommes intéressés dans ce travail à cette facette de la 

prolifération cellulaire. 

 

 

5.5 -  Amplification du gène Her-2/neu 

 

Le gène de «human epidermal growth factor receptor 2» (HER-2)/neu (c-erb-2) est localisé 

sur le bras long du chromosome 17 (17q21) (Akiyama 1986, Bargmann 1986). Il code pour un 

récepteur membranaire faisant partie de la famille des récepteurs de croissance EGF (EGF : 

Epidermal Growth Factor). Il est retrouvé à l’état normal dans toutes les cellules épithéliales 

humaines. Il appartient à la famille HER, constituée de quatre récepteurs transmembranaires 

(fig.21), appelés HER1 (c-erb B1ou EGFR), HER2 (c-erb B2), HER3 (c-erb B3) et HER4 (c-

erb B4) (Cornez 2000).  

 

 
 

Figure 21 : La famille des gènes HER (erb).  

Abréviations: TGF- = transforming growth factor alpha; AR = amphiregulin; EGF = epidermal growth 

factor; HB-EGF = heparin binding EGF; ß-CEL = beta cellulin; EPI = epinephrine; NRG1 = 

neuregulin 1; NRG2 = neuregulin 2. (The oncologist, Ross 2003) 
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HER2 code pour une glycoprotéine de 185 kDa constituée de 1 255 acides aminés. Il possède 

un domaine de liaison extracellulaire riche en cystéine, un domaine trans-membranaire 

lipophile et un domaine intracellulaire possédant une activité tyrosine kinase (Akiyama 1986). 

HER2 est un récepteur particulier dans la mesure où il ne possède pas de ligand spécifique de 

grande affinité. Cette famille de récepteurs est impliquée dans la communication de cellules à 

cellules et de cellules au stroma par l’intermédiaire d’un processus connu comme un signal de 

transduction dans lequel le facteur de croissance extérieur, ou ligand, intervient dans la 

transcription d’une variété de gènes, par phosphorylation ou déphosphorylation d’une série de 

protéines trans-membranaires et intracellulaires, induisant la cascade complexe de 

signalisations intracellulaires. De nombreuses protéines et voies intermédiaires sont 

impliquées incluant le Ras/ activité mitogène par la voie d’une protéine kinase, la voie 

P13K/Akt, le Janus kinase/transduction du signal et activation de la voie de transcription, et la 

voie PLC qui finalement affecte la prolifération, la survie, la mortalité et l’adhésion cellulaire 

(Akiyama 1986, Schechter 1994, Pinkas 1996,1998).  

 

L’activation du récepteur nécessite trois variables, un ligand, un récepteur et un partenaire de 

dimérisation (Yarden 2001). Les récepteurs de la famille HER peuvent exister sous forme de 

monomères inactifs, mais aussi sous forme de dimères actifs. La dimérisation peut avoir lieu 

entre récepteurs identiques (homodimères) ou entre différents récepteurs (hétérodimères) de 

cette famille (Alroy 1997).  

 

L’activation de l’oncogène est observée dans 15 à 30% des cancers invasifs et dans 60 à 70% 

des carcinomes canalaires in situ, principalement peu différenciés, de haut grade histologique, 

de type comédocarcinome, traduisant probablement le caractère plus agressif et le potentiel 

invasif accru de ces derniers (Allred 1992). Cette activation correspond pratiquement toujours 

à une amplification génique. Il n’a pas été observé de translocation ni de mutation impliquant 

ce gène. Le phénomène d’amplification est caractérisé par la réplication du gène en un grand 

nombre de copies dans le noyau des cellules tumorales. Quand il est présent dans un 

carcinome mammaire, ce phénomène intéresse la grande majorité des cellules néoplasiques. 

L’amplification du gène s’accompagne le plus souvent d’une surexpression des ARN 

messagers et de la protéine Her-2/neu qui après dimérisation et phosphorylation, induit le 

signal mitotique. 
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Différentes méthodes de détection, de sensibilité et de spécificité variables, peuvent être 

utilisées pour analyser le statut HER2 d’une tumeur, soit à l’échelle de la protéine 

(immunohistochimie, western-blot, Elisa) soit à l’échelle de l’ADN (FISH - Fluorescence in 

situ hybridisation – CISH – Chromogenic in situ hybridisation – PCR, Southern-blot), soit 

plus rarement, à l’échelle de l’ARN messager (northern-blot, RT-PCR) (Cornez 2000). 

 

La protéine HER2 peut être détectée, sous la forme du récepteur intact au niveau de la surface 

membranaire, soit sous la forme de son domaine extracellulaire (shed antigen). Le choix de la 

technique de détection peut influencer les résultats de différentes études portant sur l’impact 

pronostique de HER2 (Mitchell 1999), de la corrélation de son expression avec d’autres 

facteurs pronostiques ou encore du bénéfice du traitement par l’Herceptin (St Paul de Vence 

2005). 

 

L’IHC constitue la méthode recommandée en Europe et la plus largement utilisée (St Paul de 

Vence 2005). De réalisation simple et rapide, elle est peu coûteuse, les lames fixées sont 

faciles à préserver et le microscope classique est suffisant rendant ainsi la technique 

accessible à la plupart des laboratoires. Les inconvénients de l’IHC comprennent la durée et le 

type de fixation, l’intensité du recouvrement antigénique, le type d’anticorps (monoclonal ou 

polyclonal), la nature des systèmes de contrôle des échantillons et les difficultés engendrées 

par l’attribution subjective d’un score. Pour mettre en évidence la surexpression d’une 

protéine, il faut la comparer à celle d’une tumeur témoin exprimant normalement Her-2/neu 

ou sur-exprimant la molécule. Des tests standardisés sont actuellement développés pour 

effectuer cette recherche. Ils reposent sur une technique d’immunohistochimie classique et les 

résultats sont comparés avec des lames témoins qui permettent d’établir quatre degrés de 

marquage : 0, +, ++, +++ (fig. 22-25). Une procédure standardisée IHC, existe avec un 

système de quantification dans lequel  les cellules avec moins de 20 000 récepteurs ne 

montrent pas de marquage (0), les cellules contenant approximativement 100 000 récepteurs 

montrent un marquage partiel avec dans moins de 10% des cellules un marquage 

membranaire complet (1+), les cellules contenant environ 500 000 récepteurs sont le siège 

d’un marquage membranaire complet mais léger à modéré dans plus de 10% des cellules (2+) 

et les cellules contenant environ 2 300 000 récepteurs avec un marquage membranaire 

complet et intense dans plus de 10% des cellules (3+) (Ross 2003).  
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Marquage immunohistochimique de la surexpression de HER2-neu 
 
 
 
 

   
 
        
Figure 22 : HER2 : 0+ (X20)    Figure 23 : HER2 : 1+ (X20) 
 
 
 
 
 
 

   
 
Figure 24 : HER2 : 2+ (X20)    Figure 25 : HER2 : 3+ (X20) 

 
 
 

 

 

 

Cette étude quantitative repose sur deux données fiables, le nombre de cellules marquées et la 

localisation membranaire du marquage alors qu’une autre donnée « technique dépendante » 

intervient, l’intensité du marquage. Les résultats provenant de “ United Kingdom National 

External Quality Assessment Scheme for Immunohistochemistry” (UK NEQAS-ICC) a 

montré que le manque de reproductibilité dans la détermination du score parmi les 

laboratoires n’est pas le résultat d’une hétérogénéité tumorale ou de différence de fixation 
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mais plutôt de la façon même de procéder au calcul du score (Rhodes 2002). L’utilisation 

d’un système d’analyse d’image peut réduire la variabilité entre les pathologistes 

spécialement pour les 2+, mais l’analyse d’image pose des problèmes pour les marquages 

membranaires. 

 

Aux Etats-Unis, la Food and Drug Administration a autorisé la mise sur le marché de deux 

kits commerciaux IHC :  l’Hercep TestTM (Dako Corporation ; Glostrup, Denmark) et le 

Ventana Pathway TM  (Ventana Medical Systems ; Tucson, AZ) pour déterminer l’éligibilité 

des patientes pour bénéficier de l’Herceptin. 

 

Pour étudier l’amplification du gène, les techniques d’hybridation in situ sont utilisées 

(Tanner 2000, Wang 2000). La technique FISH a l’avantage, par rapport à l’IHC, d’avoir un 

système de détermination du score beaucoup plus objectif. Parmi les inconvénients se 

trouvent un coût plus élevé pour chaque test, un temps plus long pour déterminer le score, la 

nécessité d’un microscope à fluorescence et l’impossibilité de garder les lames pour le 

stockage ou la relecture.  Ces techniques sont appliquées sur des coupes histologiques qui ont 

été fixées au formol et incluses en paraffine. Il existe des difficultés à ce niveau dues à la 

section et au chevauchement des noyaux. En effet, les coupes histologiques entraînent 

systématiquement la section des noyaux de la préparation, rendant la technique moins 

performante. Le chevauchement des noyaux est également un facteur limitant, dans les 

cellules tumorales de petites tailles. Par ailleurs, les techniques d’hybridation in situ posent 

des problèmes en cas de faible amplification. Il est ainsi difficile, en cas d’utilisation isolée 

d’une solution dirigée contre le gène Her-2/neu, de différencier une faible amplification 

réelle, d’une induite par une aneuploïdie avec la présence de plusieurs copies du chromosome 

17. En effet, le gène HER2 est situé sur ce chromosome et pour éviter ce problème, 

l’utilisation d’un double marquage s’impose avec deux sondes pour Her-2/neu et le 

chromosome 17. Il existe deux versions de FISH approuvé par la FDA : le Ventana INFORM 
TM (Ventana Medical System) mesurant seulement le nombre de copies du gène de HER-

2/neu et le Abbott-Vysis PathVysion TM (Abbott Laboratories ; Abbott Park, IL) qui inclut le 

marquage du chromosome 17.  

 

La technique CISH présente les avantages des techniques IHC (faible coût, microscope 

classique, technique familière) et FISH (contrôle interne, cible ADN plus robuste, score plus 

objectif) mais n’a pas encore été approuvée par la FDA. Par ailleurs les techniques CISH et 
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IHC peuvent être couplées permettant ainsi d’évaluer le nombre de copies du gènes et son 

expression protéinique. 

 

La technique RT-PCR a été utilisée préférentiellement pour détecter HER-2/neu ARN 

messager dans le sang périphérique et dans des prélèvements de moelle. L’arrivée de la 

microscopie par capture laser et l’acceptation de la technique RT-PCR comme technique de 

laboratoire de routine, en font un moyen prometteur pour la détermination du statut HER-2 

(Ross 2003).   

 

De nombreuses études ont comparé la sensibilité des deux techniques IHC et FISH (Jacobs 

1999, Pauletti 2000, Wang 2000, Sartelet 2005). La grande majorité montre qu’il existe une 

bonne corrélation entre les deux techniques pour les tumeurs 3+. Une étude récente présentée 

par le NSABP (National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project) a montré que pour les 

laboratoires « labellisés », il existe une concordance de 98% entre les laboratoires quand des 

tumeurs considérées comme ayant un score de 3+ ont été analysées de nouveau par IHC et 

FISH dans le laboratoire du NSABP (Paik 2002). Par contre il existe une discordance au 

niveau des tumeurs 2+. La technique d’hybridation in situ semble être plus sensible et plus 

adaptée dans ce cas de figure. En Europe, l’IHC est utilisée comme technique de dépistage et 

la FISH est utilisée dans les cas douteux, notamment les patientes surexprimant HER2 à 

hauteur de 2+. Il est reprochée à l’IHC, l’hétérogénéité des méthodes avec des problèmes 

méthodologiques (type d’anticorps, fixation des prélèvements, utilisation inadéquate des kits) 

et d’interprétation (méthode semi-quantitative, prise en compte de l’intensité du marquage) 

(Penault-Llorca 2003). Néanmoins, une plus grande standardisation de la technique IHC a été 

réalisée ces dernières années, grâce à l’introduction de l’Herceptin* dans l’arsenal 

thérapeutique.  

 

Les intérêts de la recherche de la surexpression ou de l’amplification de HER-2/neu sont 

triples : pouvoir mettre en route un traitement spécifique par immunothérapie, prévoir la 

sensibilité de la tumeur à certains traitements, établir une valeur pronostique de la tumeur. 

L’intérêt majeur de la détermination du statut de Her-2/neu dans les tumeurs mammaires 

repose sur la l’impact thérapeutique avec l’utilisation d’un anticorps monoclonal dirigé contre 

la partie extra membranaire de Her-2/neu : le trastuzumab (Herceptin). L’Herceptin était 

indiqué initialement, uniquement, dans le traitement du cancer du sein métastatique avec 

surexpression tumorale de Her-2/neu (Baselga 2001, Eisenhauer 2001, Slamon 2001) mais 
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depuis peu ses indications se sont élargies dans le cadre du traitement adjuvant des formes 

non métastatiques. Par contre il a été démontré que ces tumeurs étaient plus résistantes au 

tamoxifène (Benz 1993, De Laurentiis 2005, De Placido 1998), au cisplatine (Benz 1993) et 

aux taxanes (Yu 1996). Le pronostic péjoratif de l’amplification de Her-2/neu a fait l’objet de 

nombreuses études (L’Allemain 2003) et a été validé surtout dans la population avec un 

envahissement ganglionnaire axillaire. Il reste plus controversé en l’absence d’envahissement 

ganglionnaire.  

 

6- Nos hypothèses de travail 

 

Notre travail a débuté en 1998 et a compris trois phases successives : 

 

Notre premier axe de travail concernait l’intérêt pronostique de l’étude de la ploïdie avec pour 

hypothèse que le pronostic n’était pas uniquement déterminé par la ploïdie de la population 

majoritaire mais également et surtout par l’existence de populations minoritaires à fort 

contenu en ADN, non détectées en cytométrie classique. Nous avons focalisé notre travail sur 

la détection de ces évènements mineurs et recherché leur corrélation au pronostique. 

 

Notre deuxième axe a été l’étude de la prolifération cellulaire par la détermination de l’index 

de prolifération qui tenait compte du pourcentage de cellules dans le cycle et la durée de 

celui-ci. Un double marquage des MIB1 et des AgNORs, dans les lésions mammaires fixées 

au formol puis incluses en paraffine, était nécessaire. Nous avons souhaité vérifier la 

pertinence pronostique sur l’évolution métastatique de la maladie et sur la survie des 

patientes. 

 

Au vu des résultats encourageants de nos deux études, que nous considérions comme 

préliminaires et qui nous avaient permis de vérifier nos hypothèses, nous avons décidé 

d’étendre ce travail à une population plus homogène. Nous avons retenu celle à faible risque 

de récidive, sans atteinte ganglionnaire et pour laquelle aucune indication de chimiothérapie 

n’avait été retenue. L’objectif était de vérifier que les facteurs pronostiques que nous étudions 

se révéleraient finalement plus pertinents que ceux ayant servi à la stadialisation de la maladie 

des patientes, dont certaines ont eu une évolution métastatique et/ou fatale. Dans cette phase 

de notre travail, nous avons évalué l’intérêt pronostique d’un facteur supplémentaire, la 
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surexpression de HER2, qui était à l’époque une source de controverses pour les patientes 

sans atteinte ganglionnaire. 

 

Chaque étude est présentée ici de façon séparée avec la méthodologie utilisée et les résultats 

observés. La discussion est menée en dernière partie de ce travail, en portant sur les 3 études 

en même temps. 
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de la ploïdie.  

Étude préliminaire 
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1. Objectif 

 

Notre objectif lors de la réalisation de cette étude préliminaire était de vérifier une hypothèse 

de travail : les discordances observées dans la littérature concernant l’intérêt pronostique de la 

ploïdie sont dues à la non détection de clones minoritaires qui pourraient être déterminant 

dans l’évolution de la maladie, s’ils constituent des clones plus agressifs. Pour cela nous 

avons utilisé un analyseur automatisé d’images, Discovery (Becton Dikinson).  

 

Alors que la ploïdie, des patientes avec un cancer du sein opéré, avait déjà été déterminée 

avec le système CAS 200, nous avons analysé de nouveau les lames avec Discovery, chez les 

patientes pour lesquelles nous disposions d’un suivi clinique. Nous avons recherché une 

éventuelle discordance entre les deux techniques de cytométrie. 

 

Dans un deuxième temps, nous avons analysé l’intérêt pronostique de la ploïdie en focalisant 

notre attention sur l’impact des clones minoritaires agressifs avec plus de 5c ADN. 

 

2. Méthodes 

 

2.1 Technique de coloration de l’ADN : la coloration Feulgen 

Les lames ont été obtenues par apposition, à l’état frais, à partir du tissu tumoral, lors de la 

réalisation de l’examen en extemporané. La coloration Feulgen a été réalisée suivant les 

recommandations du CAS 200 (Becton Dickinson, Leiden, the Netherlands) : après séchage à 

l’air, les lames ont été fixées 30 mn dans le formol, tamponné à 10%, puis soumises à une 

heure d’hydrolyse dans HCl 5N à température ambiante suivie d’une coloration d’une heure 

dans la thionine. 

 

2.2 La cytométrie. 

La cytométrie classique a été réalisée par l’analyseur d’images CAS 200 (Becton Dickinson, 

Leiden, the Netherlands). Environ 200 noyaux ont été mesurés après calibration avec les 

hépatocytes de rat, tel qu’il est recommandé par le CAS 200. Le coefficient de variation de la 

calibration a toujours été inférieur à 3%. Pour chaque cas, l’index ADN de chaque pic 

principal et du second, s’il existait, a été mesuré de même pour le pourcentage de cellules de 

plus de 5c ADN. 
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Pour chaque tumeur, la même lame a été analysée de nouveau par le système Discovery 

(Becton Dikinson), un analyseur d’images automatisé qui comprenait : un microscope 

complètement automatisé Leitz Autoplan  (Wetzlar, Germany) avec un objectif sec 25x : 1 

(ouverture numérique 0,7), une caméra Xillix Microimager ( Xillix Technologies Corporation, 

Vancouver, B.C., Canada), un ordinateur (486 DX 33, Intel) et un microscope automatisé 

spécialement adapté au système Discovery. La lame histologique était sous le contrôle de 

l’ordinateur, avec un autofocus. La zone d’intérêt à étudier était définie par l’utilisateur. 

La longueur d’onde de la lumière utilisée pour l’étude de l’ADN était de 620 nm, car offrait le 

meilleur contraste pour le marquage à la thionine. La calibration a été réalisée avec 50 noyaux 

de rein humain normal (coefficient de variation < 3%) utilisé comme standard externe. Pour 

chaque lame, la calibration a été vérifiée avec des lymphocytes et des cellules stromales.   

Ce système a de nombreuses applications, en particulier la détection des sous-populations 

minoritaires, en utilisant un logiciel développé à cet effet au Laboratoire Pol Bouin. La lame 

était soumise à une étude rapide de 10 000 cellules avec une recherche cellulaire et une 

segmentation complètement automatisées. Le système débutait en mesurant 200 noyaux ayant 

une densité optique intégrée (DOI) d’au moins 40, ce qui correspond à un ADN diploïde ou 

plus. L’analyse changeait automatiquement pour la mesure de 50 cellules ayant un DOI > ou 

= 90 (ADN tétraploïde). Puis, le programme recherchait les rares noyaux contenant plus de 5c 

ADN (DOI > 120). Ceci continuait jusqu’à avoir réalisé l’analyse de 10 000 cellules ou 

jusqu’à avoir mesuré 300 cellules. La durée de l’analyse était de 10 à 30 minutes. Tous les 

événements mesurés étaient contrôlés sur une galerie d’images, permettant ainsi d’éliminer 

les artéfacts. 

Les histogrammes ainsi obtenus permettaient de calculer l’index d’ADN de la population 

cellulaire étudiée, ainsi que de déterminer le nombre ou le pourcentage de cellules à contenu 

en ADN > 5C. 

 

2.3 Patientes et matériel 

 

Nous avons inclus 55 patientes, opérées dans le service de Gynécologie-Obstétrique du CHU 

de Reims (Pr Quéreux). Le geste a consisté en un traitement chirurgical conservateur, 

tumorectomie ou zonectomie dans 29 cas (52,7%). Un curage axillaire systématique a été 

réalisé chez toutes les patientes. En cas de découverte d’une lésion métastatique au cours du 

bilan d’extension, la patiente était exclue de l’étude.  
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La répartition histologique des lésions était la suivante : 41 carcinomes canalaires (74.5%) 

dont 38 infiltrants et 3 intracanalaires, 9 lobulaires (16.3%), 3 médullaires (5.5%), 2 mucineux 

(3.7%).  

 

Le score de Scarff Bloom et Richardson (SBR) n’a été déterminé que pour les carcinomes 

canalaires infiltrants, comme c’était la règle il y a encore quelques années. Les carcinomes 

lobulaires étaient considérés comme non éligibles pour une stadification SBR. Pour 5 

patientes le score de SBR était de 1, pour 21 d’entre elles il était SBR2 et enfin 12 lésions 

étaient classées SBR3. 

 

Une chimiothérapie a été réalisée chez 21 patientes (38.2%), la radiothérapie chez 39 (71%), 

l’hormonothérapie chez 18 d’entre elles (32.7%). 

 

Le suivi moyen des patientes a été de 39 mois (5-69). 

 

Les patientes ont été classées en deux groupes en fonction de l’évolution de leur maladie. Le 

groupe dit de « mauvaise évolution » comprenait 20 patientes qui ont développé des 

métastases ou sont décédées de la maladie. Les 35 autres patientes, ont été classées dans le 

groupe « bonne évolution ». 

 

Dans le groupe de bonne évolution (tableaux 7 et 9), l’âge moyen était de 52.7 ans (extrêmes : 

27-84), la lésion clinique était inférieure ou égale à 20 mm chez 18 patientes (51.4%), le 

traitement chirurgical conservateur avait été réalisé chez 22 patientes (62.8%), la 

chimiothérapie chez 10 patientes (28.5%), la radiothérapie chez 24 patientes (68.5%) et 

l’hormonothérapie chez 13 patientes (37.1%). 

 

Dans le groupe de « mauvaise évolution » (tableaux 8 et 9), l’âge moyen des patientes était de 

52 ans (extrêmes : 28-84), la lésion clinique était inférieure ou égale à 20 mm chez 5 patientes 

(20%), le traitement chirurgical conservateur avait été réalisé chez 7 patientes (35%), la 

chimiothérapie chez 11 patientes (55%), la radiothérapie chez 15 patientes (75%) et 

l’hormonothérapie chez 5 d’entres elles (25%). 
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Tableau 7. Sous population avec une bonne évolution 

 

N° patiente âge type grade Stade 

(TNM) 

chirurgie Traitement 

adjuvant 

1 27 C 1 T2N0M0 T/C RX+CH 

2 66 C 2 T1N0M0 T/C RX+CH 

3 40 C 2 T1N0M0 M/C CH 

4 64 C 2 T1N0M0 T/C RX+H 

5 45 C 2 T0N0M0 T/C RX 

6 33 C 2 T2N0M0 M/C RX+CH 

7 37 C 2 T2N0M0 T/C RX+CH 

8 37 C 2 T2N0M0 T/C RX 

9 58 C 2 T1N0M0 M/C H 

10 54 C 2 T1N0M0 T/C RX+H 

11 59 C 2 T2N0M0 M/C RX+H 

12 57 C 2 T2N0M0 T/C RX+H 

13 45 C 3 T2N1aM0 T/C RX+CH 

14 47 C 3 T2N0M0 T/C RX+H 

15 37 C 3 T2N0M0 M/C CH 

16 43 C 3 T2N0M0 T/C RX+CH 

17 51 C 3 T2N0M0 T/C RX+CH 

18 64 C 2 T1N0M0 T/C RX 

19 59 L  T2N0M0 M/C RX+H 

20 69 L  T0N0M0 T/C RX 

21 49 L  T1N0M0 M/C RX+CH 

22 31 L  T1N0M0 M/C 0 

23 49 L  T2N0M0 M/C H 

24 68 ISC  T1N0M0 T/C RX 

25 49 ISC  T1N0M0 T/C RX+H 

26 52 L  TXN0M0 M/C H 

27 63 ISC  T0N0M0 T/C RX+H 

28 84 MED  T1N0M0 M/C 0 

29 58 MED  T2N0M0 T/C RX+H 

30 53 MED  T1N0M0 T/C RX 

31 65 MUC  T0N0M0 T/C RX+H 

32 45 MUC  T2N0M0 M/C 0 

33 55 L  T2N0M0 T/C RX+H 

34 70 C 2 T1N1aM0 T/C RX 

35 61 L  T0N0M0 M/C H 
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Tableau 8 : sous population avec mauvaise évolution 

 

N° patiente âge type grade Stade 

(TNM) 

chirurgie Traitement 

adjuvant 

36 41 C 1 T2N0M0 T/C RX 

37 63 C 1 T1N0M0 T/C RX+H 

38 53 C 1 T2N0M0 M/C RX+CH 

39 42 C 1 T1N0M0 T/C RX 

40 35 C 2 T2N0M0 T/C RX+CH 

41 39 C 2 T3N0M0 M/C RX+CH 

42 77 C 2 T2N0M0 M/C H 

43 56 C 2 T1N0M0 T/C - 

44 56 C 2 T1N0M0 M/C - 

45 69 C 2 T1N0M0 M/C - 

46 84 C 2 T2N1aM0 T/C RX+CH 

47 45 C 2 T3N1M0 M/C RX+CH 

48 67 C 3 T2N1bM0 M/C RX+H 

49 43 C 3 T2N0M0 M/C - 

50 48 C 3 T2N0M0 T/C RX+CH 

51 34 C 3 T2N0M0 M/C RX+CH 

52 61 C 3 T2N0M0 M/C RX+H 

53 28 C 3 T3N0M0 M/C RX+CH 

54 62 C 3 T4N1M0 M/C RX+CH+H 

55 37 L  T3N0M0 M/C RX+CH 

 

 
Tableau 9 :  synthèse des deux groupes  

 

 Groupe avec 

bonne évolution 

Groupe avec 

mauvaise évolution 

Age moyen (ans) 52,7 52 

Lésion clinique < 20 mm 51,4 % 20 % 

Traitement conservateur 62,8% 35% 

Chimiothérapie 28,5 % 55 % 

Radiothérapie 68,5% 75 % 

Hormonothérapie 37,7 % 25 % 
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2.4 Analyse statistique 

 Les patientes ont été séparées en deux groupes. L’un comprenant les patientes ayant eu une 

évolution défavorable comprenant les rechutes locales, les évolutions métastatiques et le 

décès. Les autres patientes ont été classées dans le second groupe de bonne évolution. Les 

paramètres analysés entre les deux groupes, ont été comparés avec le test χ2. 

 

3. Résultats 
 
3.1 Comparaison des deux analyses 
 
Dans 29 / 55 cas (52.7%), les deux analyses d’ADN étaient totalement concordantes ; l’étude 

de l’ADN par Discovery, n’a détecté aucun élément rare ou clone minoritaire, supplémentaire. 

Dans 13 / 29 cas (44,8%), l’étude classique par CAS 200, avait déjà détecté les cellules 

hyperploïdes (fig. 26). 

 

Néanmoins, dans 26 cas (47.3%) nous avons observé une discordance entre les deux analyses. 

Dans 12 cas, la présence d’un clone minoritaire n’a pu être détecté que par Discovery (fig. 

27), et dans 14 cas, il s’agissait de cellules hyperploïdes, insuffisantes en nombre pour former 

un clone (fig. 28) 
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Fig 26. Distribution de l’ADN, concordance entre les deux analyses avec détection d’une population tétraploïde 

par les analyses CAS (haut) et Discovery (bas) 
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Fig 27. Distribution de l’ADN, détection d’un pic aneuploïde minoritaire par l’étude Discovery (bas), non mis en 

évidence avec l’étude CAS (en haut) 
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Fig 28. Distribution de l’ADN, détection de cellules hyperploïdes, sur le côté droit, par l’analyse Discovery (en 

bas) et non l’analyse CAS (en haut).  

 
 
3.2 Evolution clinique 

 

Les résultats en fonction de l’évolution de la maladie sont rapportés dans le tableau 10. 

Dans notre série, l’hyperploïdie, l’aneuploïdie et la multiploïdie n’étaient pas corrélées à la 

présence de métastases ganglionnaires. L’hyperploïdie était faiblement corrélée à la taille 

tumorale (p<0.05). La survie sans récidive était corrélée à l’absence de métastases 

ganglionnaires (p<0.01), à la taille tumorale (p<0.02) et à l’absence d’emboles lymphatiques 

(p<0.001). 
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Un pic unique d’ADN aneuploïde n’était pas corrélé au mauvais pronostic. Par contre, cette 

corrélation était retrouvée de façon significative, avec la présence de plusieurs pics d’ADN 

aneuploïdie (multiploïde), mais avec une faible spécificité. La présence, même minime (<5% 

des cellules), de cellules hyperploïdes, était corrélée, de façon très significative, au mauvais 

pronostic. Le même constat a été observé au niveau de l’impact sur le pronostic avec la 

présence de clones hyperploïdes même minoritaires (au moins 20% des cellules mesurées 

avec une courbe gaussienne).  

 
Tableau 10. Contenu en ADN et devenir des patientes 

Ploïdie Bon pronostic (%) Mauvais pronostic (%) X2 P 

Diploïde 40 20   

Aneuploïde 

 

60 80 1.75 NS 

Multiploïde 20 60 7.71 <0.01 

Monoploïde 

 

80 40   

Cellules hyperploïdes 

>2 C 

<2 C 

 

45 

55 

 

83 

17 

 

7.1 

 

<0.01 

Cellules hyperploïdes 

>5 C 

<5 C 

 

25 

75 

 

70 

30 

 

 

10.27 

 

 

<0.01 

Clones hyperploïdes 

Présence  

absence  

 

20 

80 

 

70 

30 

 

14.7 

 

<0.001 

 
4. Conclusions 

A l’issue de ce travail, nous avons validé nos deux hypothèses : 

- l’analyseur automatisé d’images Discovery peut détecter des clones minoritaires non révélés 

par le système CAS 200, dans un peu moins de la moitié des cas. 

- l’existence de cellules ou de clones à fort contenu en ADN, hyperploïdes, même minoritaires 

peut avoir un impact péjoratif sur le pronostic. 

Néanmoins, nous reconnaissons que le nombre limité de patientes, l’hétérogénéité dans les 

stades de la maladie et la durée brève du suivi pouvaient limiter la portée de ces conclusions. 

Nous avons donc décidé de poursuivre ce travail avec une méthodologie différente sur un 

échantillon plus étendu.     
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Valeur pronostique de l’index 

de prolifération par double 

marquage MIB1-AgNORs.  

Étude préliminaire 
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1. Patientes 

Nous avions inclus 39 patientes opérées d’un cancer du sein dans le service de Gynécologie-

Obstétrique du CHU de Reims (Pr Quéreux) et dont les pièces opératoires avaient été 

analysées au Laboratoire Pol Bouin du CHU de Reims (Pr Adnet). Nous n’avions retenu que 

les patientes dont le suivi était d’au moins 4 ans à partir du temps chirurgical. 

 

La distribution de cette population selon la classification TNM était la suivante : T0N0 : 3 cas, 

T1N0 : 10 cas, T2N0 : 19 cas, T1N1 : 1 cas, T2N1 : 2 cas, T3N1 : 3 cas, T4N1 : 1 cas. Toutes 

les patientes étaient M0 au moment du diagnostic. 

 

La distribution anatomopathologique était la suivante : 28 carcinomes canalaires infiltrants (4 

avec un score de SBR1, 15 SBR2, 9 SBR3), 7 lobulaires, 3 médullaires, 1 carcinome colloïde 

muqueux.    

 

Les patientes ont été classées en deux groupes en fonction de l’évolution de leur maladie. Le 

groupe dit de mauvais pronostic comprenait celles qui ont développé des métastases ou sont 

décédées de la maladie. Toutes les autres ont été classées dans le groupe de bon pronostic. 

 

2- La technique de double marquage KI 67 (MIB1) - AgNORs 

Des coupes tissulaires de 3 microns ont été réalisées et étalées sur lames (Super frost plus, 

CML, France) avec de l’eau distillée. Elles ont été séchées à l’air pendant au moins une nuit à 

37°C. Les lames ont été ensuite traitées au Xylène pendant au moins une demi-heure et 

réhydratées suivant la séquence suivante : alcool à 100° deux fois pendant 5 minutes ; alcool à 

95°C deux fois pendant 5 minutes ; eau distillée pendant 5 minutes. Les lames ont été placées 

dans du tampon citrate à un PH = 6 dans un autoclave pendant 20 minutes à 120°C, refroidies 

à température ambiante, rincées pendant 5 minutes au PBS (Phosphate Buffered Saline) puis 

séchées délicatement et manuellement. Les lames étaient ainsi prêtes pour le marquage 

immuno-histochimique. Celui-ci s’est déroulé selon la séquence suivante : 

- Le marquage des antigènes Ki-67 a débuté par le rinçage des lames avec du PBS,  

- Les lames ont été fixées pendant 5 minutes dans une solution de paraformaldéhyde à 3% 

- puis pendant 30 minutes dans une solution à 3% d’albumine sérique bovin (BSA).  

- Les lames ont été mises en incubation 30 minutes à température ambiante, dans une boite 

noire et humide après application des anticorps MIB1 (Immunotech, France) dilués à 1/50 

avec du PBS.  
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- anticorps secondaires marqués à la biotine (anti-souris). 

- Les lames ont été mises au contact avec FITC-streptavidine (Amersham, France) 

fraîchement dilué à 1/25 dans du PBS. 

- Elles ont été rincées à deux reprises pendant 5 minutes avec du PBS et une fois à l’eau 

distillée. 

 

Le marquage des AgNORs a été réalisé selon la technique décrite par Ploton (1986) et 

modifiée par Öfner (1994). Les lames ont été séchées à l’air et immergées dans une solution 

de nitrate d’argent fraîchement préparée contenant un volume de gélatine à 2% dans l’acide 

formique à 1% et deux volumes d’une solution aqueuse de nitrate d’argent à 25%. Après un 

rinçage à trois reprises dans de l’eau distillée, les lames ont été immergées pendant 2 minutes 

dans une solution de thiosulfate de sodium à 5% puis ont été rincées à l’eau distillée.  

 

L’étude en cytométrie. 

La quantification des AgNORs dans les cellules positives en MIB1 (NOR MIB+) a été 

effectuée grâce à l’analyseur d’images, le système DISCOVERY (Becton Dickinson, Leiden, 

The Netherlands).  

 

La réalisation pratique de la quantification AgNORs-MIB1 a été mise au point dans notre 

Laboratoire et comprenait les étapes suivantes : le programme débutait par la visualisation 

d’une première image dans le but de détecter l’ensemble des noyaux (contre colorés par 

l’hématoxyline) en utilisant une longueur d’ondes de 580 nm. Après le seuillage, des critères 

de segmentation ont été définis pour séparer automatiquement les noyaux marqués. Le 

programme passait automatiquement à une seconde image comprenant des cellules MIB1 

positives. Ceci nécessitait un passage en mode fluorescence avec un filtre d’excitation à 485 

nm (fig. 29). Comme pour la première image, après seuillage, les noyaux marqués ont été 

automatiquement reconnus grâce aux paramètres de segmentation. La troisième partie du 

programme a consisté en un passage automatique en mode lumière transmise à 580 nm pour 

mesurer la surface des AgNORs. Le seuil était déterminé sur un grain AgNOR unique et au 

niveau d’un fibroblaste. Au total, au moins 20 champs ont été mesurés par lame. 
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        Fig 29 : marquage des cellules MIB1 positives au fluorochrome 

 

 

 

La durée d’analyse par lame a varié entre 10 et 30 minutes et a permis l’étude de 300 à 500 

noyaux. Tous les événements mesurés ont été contrôlés grâce à une galerie d’images qui 

permettait d’éliminer les artéfacts. Les éléments pris en compte étaient : le nombre total de 

noyaux mesurés, le pourcentage de cellules MIB1 positives (MIB1 index), la surface 

moyenne AgNORs dans les cellules MIB1 positives et MIB1 négatives, et la surface globale 

des AgNORs. L’activité proliférative ou index de prolifération, était obtenu en multipliant le 

pourcentage de cellules MIB1 positives par la valeur moyenne de la surface AgNORs qu’elles 

contiennent : IP = MIB1 x NOR MIB+ (Brugal 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 70

 

3. Résultats  

 

3.1 Quantification des MIB1, des AgNORs et de l’index de prolifération (IP).  

Les résultats de la quantification des MIB1, AgNORs et de l’activité de prolifération ainsi que 

les valeurs seuils retenues dans notre étude sont résumées dans le tableau 11 .  

 

Tableau 11 : résultats des paramètres étudiés 

  

 Surface AgNORs µm2 Index MIB1 Index de Prolifération (IP) 

 

Moyenne 

 

9,59 

 

13,97 

 

197,58 

Déviation standard 3,88 8,61 118,37 

Valeur seuil 10 15 200 

 

L’index moyen MIB1 était de 13,97% (compris entre 3,25 et 20,53) et la valeur moyenne de 

IP était de 197,58 (10,54 – 637,18). Ces valeurs ont été déterminées afin de définir des seuils 

permettant  de classer les lésions de façon binaire, aussi bien pour l’index MIB1 que pour 

l’IP. Ainsi nous avons retenu le seuil de 15% pour le MIB1 et de 200 pour l’IP.  

 

La classification des tumeurs en fonction des AgNORs totaux (dans les cellules proliférantes 

et quiescentes) et de l’index MIB1, a été la suivante : 37% des tumeurs sont classées comme 

« faible AgNORs - faible MIB1 » (moyenne de IP = 82,8), 21% comme « faible AgNORs - 

fort MIB1 » (moyenne de IP = 196), 19% comme « fort AgNORs - faible MIB1 » (moyenne 

de IP = 168,8) et 23%  comme fort « AgNORs –  fort MIB1 » (moyenne de IP = 334,64). 

 

Lorsque la distribution tenait compte des AgNORs dans les cellules MIB1 positives, elle 

devenait différente : 21% des tumeurs ont été classées comme « faible AgNORs – faible 

MIB1 », 15,8% comme « faible AgNORs – fort MIB1 », 34,1% comme « fort AgNORs – 

faible MIB1 » et 29% comme « fort AgNORs – fort MIB1 ».  

 

La valeur globale des AgNORs n’était pas corrélée à l’index MIB1 (p = 0,08), ni à la valeur 

des AgNORs dans les cellules MIB1 positives (p = 0,39) ou MIB1 négatives (p = 0,14). 

Néanmoins il existait une forte corrélation entre les valeurs des AgNORs dans les cellules 
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MIB1 positives et négatives (r = 0,88, p< 0.0001). La valeur moyenne des AgNORs dans les 

cellules en cycle était significativement plus élevée que dans les cellules quiescentes (11,54 vs 

9,26) avec un p <0,001. 

 

 

3.2 Pronostic et MIB1. 

 

Le taux de cellules MIB1+ n’était pas corrélé à la taille tumorale, ni à l’existence d’une 

atteinte ganglionnaire axillaire. L’index MIB1 n’était pas significativement différent entre les 

deux groupes de patientes, bonne et mauvaise évolution (tableau 12). Il n’était pas lié à la 

survie sans récidive. Les courbes de survie concernant les patientes avec un faible ou un fort 

index MIB1 ont été rapportées sur la figure 30. La moyenne de survie sans métastase était de 

55,5 mois dans le groupe MIB1 < à 15% et de 51,2 mois dans le groupe MIB1 > à 15% (p = 

0,8). 

      MIB 1 

 

 Survie à 5 ans sans métastases   Survie à 5 ans sans récidive 

 
   mois      mois 

Fig 30 : Courbes de survie actuarielles : survie sans métastases (à gauche), sans récidives (à droite), 

pour les patientes avec un index MIB1 élevé (points noirs) ou faible index MIB1 (points blancs). 

Valeur seuil 15%. 
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Tableau 12: Valeurs moyennes des paramètres analysés dans les groupes de bon et mauvais pronostic 

 

 Mauvais pronostic 

moyenne (écart-type) 

Bon pronostic 

moyenne (écart-type) 

t p 

 

MIB1 

 

19,11 (6,55) 

 

13,03 (8,91) 

 

1,57 

 

= 0,12 

AgNORs 15,11 (4,41) 8,59 (3,11) 4,42 < 0,0001 

AgNORs /MIB1+ 19,28 (5,6) 10,55 (4,10) 3,07 = 0,004 

AgNORs /MIB1- 14,5 (4,46) 8,33 (3,02) 4,2 = 0,0002 

IP 339,72 (170,6) 125,33 (103,6) 3,67 =0,0002 

 

 

3.3 Pronostic et AgNORs. 

 

La quantité d’AgNORs n’était pas corrélée à la taille tumorale, ni à l’existence d’une atteinte 

ganglionnaire axillaire. La quantité d’AgNORs totaux était significativement plus importante 

dans le groupe de mauvais pronostic (p<0.0001) (tableau 12). La courbe de survie des 

patientes avec des AgNORs élevés est représentée par la figure 31. La survie moyenne sans 

métastase était de 57,8 mois dans le groupe de faible AgNORs et de 47,75 mois dans celui des 

AgNORs élevés (p=0.01). La durée de survie sans récidive de la maladie était de 53,6 mois 

pour le premier groupe et de 46,12 mois pour le second (p=0.13). La quantité d’AgNORs 

totaux était fortement corrélée à la durée de survie sans métastase (p=0.0004) et sans récidive 

(p=0.0006).  

 

Il existait une différence significative entre les groupes de bon et mauvais pronostic, 

concernant les AgNORs dans les cellules MIB1 positives mais également pour les AgNORs 

dans les cellules MIB1 négatives (tableau 12).  
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     AgNORs 

 
 Survie à 5 ans sans métastases   Survie à 5 ans sans récidive 

 
   mois      mois 

Fig 31 : Courbes de survie actuarielles : survie sans métastases (à gauche), sans récidives (à droite), 

pour les patientes avec un index AgNORs élevé (points noirs) ou faible index AgNORs (points 

blancs). Valeur seuil 10µm2. 

 

 

3.4 Pronostic et index de prolifération (IP).   

 

IP correspond au produit : nombre de cellules dans le cycle (MIB1 positif) x quantité 

d’AgNORs dans ces mêmes cellules (NORMIB+). Cet index n’était pas corrélé à la taille 

tumorale, ni à l’existence d’une atteinte ganglionnaire axillaire. Il était significativement plus 

élevée dans le groupe de mauvais pronostic que dans celui de bon pronostic (p=0.0002). Les 

courbes de survie à 5 ans sans métastase et sans récidive, représentées sur la figure 32, ont 

montré que IP était un bon facteur pronostique, avec une valeur seuil à 200. La durée 

moyenne de survie sans métastase a été de 57,38 mois pour les IP faible et de 43,78 mois pour 

les forts IP (p=0.0024). La durée moyenne de survie sans récidive a été de 53,69 mois pour les 

faibles IP et 41,92 mois pour les fortes P (p<0,002). Ainsi les patientes qui ont présenté une 

métastase ou une récidive locale auraient pu être détectées par l’importance de la quantité 

d’AgNORs, mais les rechutes ont été plus précoces pour les patientes avec une forte activité 

de prolifération (IP). 
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    INDEX DE PROLIFERATION 

 

 Survie à 5 ans sans métastases   Survie à 5 ans sans récidive 

 
 

Fig 32 : Courbes de survie actuarielles : survie sans métastases (à gauche), sans récidives (à droite), 

pour les patientes avec un index de prolifération élevé (points noirs) ou faible index de prolifération 

(points blancs). Valeur seuil à 200. 

  

 

3.5 Pronostic et distribution des faibles et fortes valeurs en AgNORs et MIB1.  

 

La figure 33 représente les courbes de survie à 5 ans sans métastase des 4 groupes prédéfinis. 

en fonction des AgNORs totaux et des AgNORs dans les cellules MIB1.  

Il apparaissait qu’une forte quantité d’AgNORs diminuait nettement la survie sans métastases. 

Néanmoins, une valeur élevée d’AgNORs dans les tumeurs avec un fort index MIB1 semblait 

plus discriminante avec une courbe de survie nettement décalée (fig 33)  
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    SURVIE SANS METASTASE 

 

---------- faible AgNORs faible MIB1 

__ __ __ faible AgNORs fort MIB1 

________fort AgNORs faible MIB1 

    fort AgNORs fort MIB1 

 

 

AgNORs totaux    AgNORs dans les cellules MIB+ 

 

 
 

Fig 33 : Courbes de survie actuarielle sans métastases dans les 4 groupes pour les AgNORs totaux (à 

gauche) et pour les AgNORs dans les cellules MIB1 positives (à droite). Les valeurs seuils : AgNORs 

= 10µm2, index MIB1= 15%.  
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Intérêt de la ploïdie et du double 

marquage MIB1-AgNORs  

pour les patientes sans atteinte 

ganglionnaire, n’ayant pas reçu de 

chimiothérapie. 
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1. Patientes et méthodes. 

 

1.1 Les patientes. 

Dans la troisième phase de ce travail, nous avons souhaité étendre l’étude à un plus grand 

nombre de patientes, avec un recul dans le suivi plus important. Nous nous sommes intéressés 

aux patientes porteuses d’un cancer du sein et prises en charge dans les services de 

Gynécologie Obstétrique du CHU de Reims et du CH de Soissons.  

 

Le temps chirurgical était la première étape de la prise en charge thérapeutique et était en tout 

point superposable entre les deux équipes. Le diagnostic histologique a été porté dans tous les 

cas par l’équipe du Laboratoire Pol Bouin dont le fichier informatique a servi de source afin 

de référencer les patientes.  

 

L’équipe d’oncologie médicale référente était celle de l’Institut Jean Godinot qui définissait 

les modalités du traitement adjuvant, tant pour la chimiothérapie, l’hormonothérapie et la 

radiothérapie ainsi que le protocole de surveillance des patientes. Le suivi pouvait être assuré 

complètement ou partiellement par le médecin traitant en coordination avec l’équipe de 

l’institut.  

 

 Nous avons souhaité avoir un recul d’au moins 5 ans et n’avons retenu que les patientes 

opérées entre 1986 et 1995.  

 

Nous nous sommes intéressés à une population à bas risque d’évolution métastatique. Ont été 

incluses les patientes ayant bénéficié d’un traitement chirurgical complet, tumorectomie ou 

mastectomie avec un curage axillaire, sans atteinte ganglionnaire (N-) et pour lesquelles il n’a 

pas été retenu l’indication d’une chimiothérapie, compte tenu du stade du cancer. Les 

patientes pouvaient avoir reçu un traitement complémentaire par radiothérapie ou 

hormonothérapie. Une partie seulement des populations étudiées lors des deux premières 

phases étaient incluses.  

 

Nous avons consulté l’ensemble des dossiers médicaux dans ces 3 structures hospitalières, 

CHU de Reims, CH de Soissons et Institut Godinot. Quand le suivi a été assuré par le 

médecin généraliste, sans informations transmises, celui-ci était contacté par courrier dans un 
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premier temps, puis par téléphone en l’absence de réponse. Nous avons retenu le 1er janvier 

2001 comme date de point, date à laquelle le devenir de chaque patiente est analysé.  

Parmi les 283 dossiers consultés et dont devenir a été examiné, 114 patients répondaient à nos 

critères. Pour 6 d’entre elles nous n’avions plus au Laboratoire de tissu tumoral résiduel, pour 

réaliser l’étude. La population étudiée comprenait 108 patientes. 

 

Nos premiers résultats ont fait apparaître que le traitement chirurgical était un élément 

pronostique majeur avec une plus mauvaise évolution dans le groupe des patientes ayant subi 

une mastectomie. Un biais de recrutement a ainsi été décelé, nous obligeant à analyser les 

indications des mastectomies. Elles ont été divisées en deux groupes. Le premier comprenait 

les patientes avec une lésion infiltrante unique (n = 21) qui auraient pu bénéficier d’une 

tumorectomie compte tenu de la taille mais pour lesquelles une mastectomie a été retenue en 

raison du petit volume du sein, rendant le résultat esthétique aléatoire, la localisation centrale 

de la lésion, considérée pendant de nombreuses années comme justifiant d’un geste radical,  

ou l’âge de la patiente dans l’optique de lui éviter la radiothérapie complémentaire sur le sein 

restant. Le second groupe incluait les patientes pour lesquelles la mastectomie était réalisée en 

raison du caractère plurifocal des lésions (n = 18), ce qui les plaçaient dans un sous-groupe à 

risque plus élevé de récidive ou d’évolution métastatique. Une nouvelle étude statistique a été 

réalisée sur la population comprenant les tumorectomies et les mastectomies pour lésions 

uniques, incluant ainsi 90 patientes. Nous avons décidé de présenter dans ce travail les 

résultats concernant ce dernier sous groupe.  

 

 

1.2 Les méthodes biologiques. 

La quantification de l’ADN a été réalisée par cytométie d’images. La détermination de l’index 

MIB1, des AgNORs et de l’index de prolifération a été réalisée suivant les techniques décrites 

plus haut, dans les deux phases préliminaires. Au cours de cette étape nous avons relu les 

lames afin de déterminer le score de SBR dans les carcinomes lobulaires, ce qui ne se faisait 

pas encore lors de nos deux premières phases. Nous avons également recherché, 

rétrospectivement, la surexpression de HER2 par la méthode immunohistochimique. 
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1.3 L’étude statistique.  

Elle a été réalisée avec l’aide de l’Equipe du Département d’Informatique Médicale du Centre 

Hospitalo-Universitaire de Reims (Pr Jolly). Le point zéro retenu ou date d’inclusion dans 

l’étude, était la date d’intervention. Nous avons fixé la date de point au 1er janvier 2001. 

 

Les paramètres pronostiques ont été analysés en fonction de la survie globale et la survie sans 

métastase. L’analyse univariée a été effectuée avec le test de Logrank. 

 

Les seuils retenus pour analyser les facteurs pronostiques l’ont été en fonction des données de 

la littérature et de notre propre expérience. Pour la taille tumorale histologique (pT) nous 

avions retenu deux seuils classiques 15 et 20 mm qui correspondent dans la classification 

TNM respectivement au pT1 a et b et au pT1c. Le seuil de l’index MIB1 a été fixé à 15%, 

celui des AgNORs totaux à 15 et pour l’index de prolifération (IP) , les deux seuils retenus 

100 et 200, nous ont semblé pertinents au vu de notre étude préliminaire. 

 

L’analyse multivariée a été réalisée avec le modèle de Cox. Nous avons inclus dans cette 

analyse les variables qui étaient corrélées au pronostic lors de l’analyse univariée, avec p > ou 

= 0,10. Nous avons décidé de tester plusieurs hypothèses, si le nombre de variables le 

permettait, en modifiant les critères d’inclusion dans le modèle de Cox.  

 

2. Résultats 

 

2.1 Les résultats globaux. 

 

Notre étude a finalement inclus 90 patientes. Les résultats sont présentés dans le tableau 13. 

La moyenne d’âge était de 57.3 +/- 11.4 avec une médiane à 57.1. La chirurgie a consisté en 

une tumorectomie pour 69 patientes (76.7%), en une mastectomie dans 21 cas (23.3%). La 

moyenne, pour la taille histologique de la composante infiltrante, était de 16.3 +/- 7.3 mm 

avec une médiane à 15 mm. Pour 18 patientes (20%), il existait une composante 

carcinomateuse intracanalaire au contact de la lésion infiltrante. La répartition histologique 

était la suivante : canalaires 63 cas (70%), lobulaires 17 cas (18.9%), lobulo-canalaires 4 cas 

(4.4%), médullaires 5 cas (5.5%) et tubuleux 1 cas (1.1%).  Il s’agissait d’un Bloom 1 pour 19 

lésions (23.7%), d’un bloom 2 pour 39 (48.7%) et d’un bloom 3 pour 22 (27.5%). Pour 12 

d’entre elles, il existait des emboles lymphatiques autour de la tumeur. Les récepteurs 
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hormonaux ont été déterminés chez 76 patientes (84.4%). Ils étaient positifs pour les 

oestrogènes et/ou la progestérone pour 66 patientes (86.8%). Toutes les patientes ont 

bénéficié d’un curage axillaire. Pour le nombre de ganglions examinés, la moyenne est de 

12.3 +/- 5.0 avec une médiane à 12, tous étaient indemnes de toute lésion néoplasique. 

Aucune patiente n’a bénéficié d’une chimiothérapie. Une radiothérapie a été réalisée chez 75 

patientes (83.3%). Une hormonothérapie a été instituée chez 36 patientes (40%). 

 

Parmi nos patientes, 10 (11.1%) ont eu une récidive locale après traitement, 14 (15.5%) ont eu 

une évolution métastatique de la maladie et 8 (8.9%) sont décédées avec une cause 

directement liée à la maladie. Les décès globaux, quelle que soit la cause, ont été de 14 

(15.5%). De plus 4 dossiers de décès ont été censurés. 

 
Tableau 13 : Résultats descriptifs. Population globale (n=90) 

 
Variables Moyenne +/- ET 

Médiane (Q1 – Q3) 

N (%) 

Age 57.3 +/- 11.4 
57.1 (49.3 - 66.1) 

 

 < 50 ans 
 ≥ 50 ans 

 27 (30.0) 
63 (70.0) 

 < 60 ans 
 ≥ 60 ans 

 52 (57.8) 
38 (42.2) 

pT mm (taille histologique de la composante infiltrante) 16.3 +/- 7.3 
15 (10 - 20) 

 

 < 15 mm 
 ≥ 15 mm 

 38 (42.2) 
52 (57.8) 

 < 20 mm 
 ≥ 20 mm 

 61 (67.8) 
29 (32.2) 

Nbggl (nb de ganglions examinés, tous négatifs) 12.3 +/- 5.0 
12 (9 – 15) 

 

 < 10 
 ≥ 10 

 31 (34.4) 
59 (65.6) 

MIBplus (% de cellules fixant MIB1) 9.1 +/- 6.4 
7.7 (4 – 13.7) 

 

 < 15 
 ≥ 15 

 72 (80.0) 
18 (20.0) 

NORMIBPlus 20.4 +/- 9.9 
17.8 (12.8 – 28.2) 

 

 < 15 
 ≥ 15 

 31 (34.4) 
59 (65.6) 

NORMIBmoins 18.8 +/- 7.7 
16.8 (13.3 – 23.7) 
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 < 15 
 ≥ 15 

 32 (35.6) 
58 (64.4) 

NORTOT 18.9 +/- 7.7 
16.8 (13.3 – 24.0) 

 

 < 15 
 ≥ 15 

 37 (41.1) 
53 (58.9) 

IP (Index de Prolifération : MIBplus x NOR MIBplus) 185.2 +/- 166.2 
132.9 (64.8 – 273.0) 

 

 < 100 
 ≥ 100 

 40 (44.4) 
50 (55.6) 

 < 200 
 ≥ 200 

 57 (63.3) 
33 (36.7) 

                                                                     
Survie globale (en mois) 98.7 +/- 32.4 

95 (75 – 125) 
 

Survie décès cancer (en mois) 98.9 +/- 32.5 
95 (75 – 126) 

 

Survie sans métastases (en mois) 94.3 +/- 35.0 
93 (71 – 125) 

 

chirurgie 
 1 : tumorectomie + curage 
 2 : mastectomie + curage 

  
69 (76.7) 
21 (23.3) 

histologie 
 1 : canalaire 
 2 : lobulaire 
 3 : canalaire et lobulaire 
 4 : médullaire 
 5 : tubuleux 

  
63 (70.0) 
17 (18.9) 
4 (4.4) 
5 (5.5) 
1 (1.1) 

Emboles lymphatiques 
 0 : absence 
 1 : présence 

  
78 (86.7) 
12 (13.3) 

Score de Bloom 
 1 : bien différencié 
 2 : moyennement différencié 
 3 : peu différencié 

  
19 (23.7) 
39 (48.7) 
22 (27.5) 

Récepteurs Hormonaux (RE et/ou RP) 
 0 : absence 
 1 : présence 

  
10 (13.1) 
66 (86.8) 

ADN ploïdie 
 1 : diploide 
 2 : aneuploide 
 3 : multiploide 

  
40 (46.5) 
24 (27.9) 
22 (25.6) 

ADN ploïdie  
 0 : diploide 
 1 : aneuploide et multiploide 

  
40 (46.5) 
46 (53.5) 

Clones Sup5C ADN 
 0 : absence 
 1 : présence 

  
63 (70.8) 
26 (29.2) 
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Her2 (% de cellules exprimant l’oncoprotéine – résultats 
en intensité de marquage) 
 0 
 1 
 2 
 3 

  
 

54 (60.0) 
16 (17.8) 
11 (12.2) 
9 (10.0) 

Her2b 
 0 : 0 
 1 : 1, 2 et 3 

  
54 (60.0) 
36 (40.0) 

Radiothérapie 
 0 : absence 
 1 : présence 

  
15 (16.7) 
75 (83.3) 

Chimiothérapie 
            0 : absence 
             1 : présence 

  
       90 (100) 
         0 (0) 

Hormonothérapie 
 0 : absence 
 1 : présence 

  
54 (60.0) 
36 (40.0) 

Récidive locale 
 0 : absence 
 1 : présence 

  
80 (88.9) 
10 (11.1) 

 
 

La survie globale moyenne, exprimée en mois, était de 98.7 +/- 32.4, avec une médiane à 95 

mois. La survie moyenne sans métastase était de 94.3 +/- 35, avec une médiane à 93 mois. 

Les décès s’étaient produits en moyenne à 98.9 +/- 32.5 mois avec une médiane à 95 mois. 

 

Les facteurs pronostiques classiques ont été analysés, taille tumorale, le score de SBR, 

l’expression des récepteurs hormonaux. 

 

Les résultats des analyses univariées sont présentés, ci dessous, dans le tableau 14 pour la 

survie globale et dans le tableau 15 pour la survie sans métastases. 
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Tableau 14 : Survie globale quelle que soit la cause de décès. Analyse univariée (Test du Logrank) 

 
Variables Seuil p 
Bloom 1, 2, 3 

1, 2+3 
0.08 
0.03 

Age < 50, ≥ 50 
< 60, ≥ 60 

ns 
ns 

Index de Prolifération < 100, ≥ 100 
< 200, ≥ 200 

0.02 
< 0.0001 

Récepteurs hormonaux  < 0.004 
Sup5c  ns 
Taille histologique pT (mm) < 15, ≥ 15 

< 20, ≥ 20 
0.04 
0.01 

Type chirurgie    0.06 
Type histologique 1, 2, 3, 4, 5 

1, 2+3+4+5 
ns 
ns 

In situ  ns 
Embole lymphatique  0.02 
Nombre ganglions analysés < 10, ≥ 10 0.06 
ADN 1, 2, 3 

1, 2+3 
ns 
ns 

Mibplus15 < 15, ≥ 15 0.01 
Normibplus15 < 15, ≥ 15 0.02 
Normibm15 < 16, ≥ 16 

< 15, ≥ 15 
0.06 
ns 

Nortot15 < 15, ≥ 15 0.11 
Her2 0, 1, 2, 3 

< 2, ≥ 2 
0.05 

ns 
Radiothérapie  0.02 
Hormonothérapie  ns 
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Tableau 15: Survie sans métastases. Analyse univariée (Test du Logrank) 

 
Variables Seuil p 
Bloom 1, 2, 3 

1, 2+3 
ns 
ns 

Age < 50, ≥ 50 
< 60, ≥ 60 

ns 
ns 

Index de Prolifération < 100, ≥ 100 
< 200, ≥ 200 

0.05 
0.0001 

Récepteurs hormonaux  0.10 
Sup5c  ns 
Taille histologique pT (mm) < 15, ≥ 15 

< 20, ≥ 20 
0.09 

ns 
Type chirurgie  ns 
Type histologique 1, 2, 3, 4, 5 ns 
Composante in situ associée  ns 
Embole lymphatique    0.008 
Nbr ganglions < 10, ≥ 10 ns 
ADN 1, 2, 3 

1, 2+3 
Ns 

0.04 
Mibplus15 < 15, ≥ 15 ns 
Normibplus15 < 15, ≥ 15 0.02 
Normibm15 < 15, ≥ 15 0.02 
Nortot15 < 15, ≥ 15 0.006 
Her2 0, 1, 2, 3 

< 2, ≥ 2 
0.06 

ns 
Radiothérapie  ns 
Hormonothérapie  ns 
 

 

L’étude multivariée concernant la survie globale a été réalisée en testant 4 modèles (tableau 

16). Le modèle 1 a inclus l’ensemble des variables qui se sont révélées corrélées au pronostic, 

en analyse univariée. Dans la variante 2, l’index de prolifération a été maintenu mais ses deux 

composantes, le MIB+ et les AgNORs dans les cellules MIB+, ont été exclues. Dans la 

variante 3, l’index de prolifération a été remplacé par la quantité globale des AgNORs. Dans 

la variante 4, c’est le MIB1+ qui a été testé en remplacement de l’IP. Toutes les analyses ont 

été réalisées avec un seuil de 0,05, alors que certaines l’ont été également avec un seuil de 

0,10. 
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L’étude multivariée portant sur la survie sans métastases a finalement inclus 3 modèles de 

calcul (tableau 17). Dans la variante 1 toutes les  variables significatives dans l’étude 

univariée ont été incluses. Dans le modèle 2, seul l’index de prolifération a été intégré alors 

que les autres facteurs AgNORs et MIB ont été laissés de côté. Dans la dernière version, l’IP a 

été remplacé par le MIB1. Les analyses ont été réalisées avec un seuil de 0,05, alors que 

certaines l’ont été en plus, avec un seuil de 0,10. 

  

 

2.2 La taille tumorale et pronostic 

 

Parmi les patientes incluses dans l’étude, 52 (57.8%) présentaient une lésion dont la taille 

histologique (pT) était ≥ 15 mm et 29 (32.2%) ≥ 20 mm. 

 

Dans le groupe de patientes décédées, la taille moyenne était de 19.4 +/- 8.2 mm. Elle était ≥ 

15 mm pour 13 patientes (72.2%) et ≥ 20 mm pour 10 patientes (55.6%). 

 

Dans le groupe des patientes avec une évolution métastatique, la taille moyenne était de 19.2 

+/- 5.8 mm. Elle était ≥ 15 mm pour 11 patientes (78.6%) et ≥ 20 mm pour 7 patientes (50%). 

 

La taille tumorale, avec un seuil à 20 mm, est corrélée au grading de Bloom (1, 2+3) (p = 

0.01), à l’expression de récepteurs hormonaux (p = 0.009) et à l’existence d’emboles 

lymphatiques (p = 0.04). Par contre, la taille n’est pas corrélée à l’index MIB1, ni à la quantité 

d’AgNORs, ni à l’index de prolifération, ni à la surexpression de HER2. 

 

Lors de l’analyse univariée portant sur : 

- la mortalité globale, la taille tumorale s’est révélée être corrélée au pronostic, avec un 

seuil à 15 mm (p = 0.04) (fig. 34) et un seuil à 20 mm (p =0.01) (fig. 35) 

- la survie sans métastase, la taille tumorale avec des seuils à 15 mm (fig. 36) et à 20 

mm (fig. 37) n’ont pas atteint le degré de significativité.  
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Fig 34 : Survie globale en fonction de la taille tumorale (pT) avec un seuil à 15 mm  

(courbe noire : inférieure à 15 mm, courbe rouge : supérieure ou égale à 15 mm) 

 

 

 
Fig 35 : Survie globale en fonction de la taille tumorale (pT) avec un seuil à 20 mm 

(courbe noire : inférieure à 20 mm, courbe rouge : supérieure ou égale à 20 mm) 
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Fig 36 : Survie sans métastases en fonction de la taille tumorale (pT) avec un seuil à 15 mm  

(courbe noire : inférieure à 15 mm, courbe rouge : supérieure ou égale à 15 mm)  
 
 

 
Fig 37 : Survie sans métastases en fonction de la taille tumorale (pT) avec un seuil à 20 mm 

(courbe noire : inférieure à 20 mm, courbe rouge : supérieure ou égale à 20 mm) 
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En analyse multivariée, incluant les variables cliniques et biologiques (tableaux 16 et 17), 

avec des seuils d’entrée-sortie : 0.05, la variable taille tumorale avec un seuil à 20 mm, était 

liée de façon significative à la survie globale avec un risque relatif à 3.5, un intervalle de 

confiance compris entre [1.0 – 12.5], et un p = 0.03 (tableau 16). Par contre la taille tumorale 

n’était pas significativement corrélée à la survie sans métastase (tableau 17). 

 

2.3 Le grade histoprostique de SBR et le pronostic 

 

Nous avons analysé le devenir des patientes en fonction de 3 sous-groupes, Bloom 1, 2 et 3 

(fig. 38, 39), mais également en regroupant les 2 derniers (Bloom 2+3) versus Boom 1.  

 

Seule une patiente était décédée alors que sa lésion était classée Bloom 1, soit 6.7% des décès. 

De même, seule une patiente a présenté une évolution métastatique avec une lésion Bloom 1, 

soit 7.7% des patientes métastatiques. 

 

Le grade de Bloom (1, 2+3) était corrélé à la taille tumorale à 20 mm (p = 0.01), au type de 

chirurgie (p = 0.008), l’index de prolifération (IP200) (p = 0.02) et à la variété histologique (p 

= 0.01). 

 

Par contre il n’est pas corrélé à l’existence d’emboles lymphatiques, ni à l’expression des 

récepteurs hormonaux (p = 0,10), ni à l’index MIB1, ni aux AgNORs, ni à la surexpression de 

HER2 . 
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Fig 38: Survie globale en fonction du score de SBR  

(courbe noire : SBR 1, courbe rouge : SBR 2, courbe verte : SBR 3) 
 

 
Fig 39 :  Survie sans métastases en fonction du SBR  
(courbe noire : SBR 1, courbe rouge : SBR 2, courbe verte : SBR 3) 
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2.4 Les emboles lymphatiques et pronostic 
 
 
Parmi les 90 patientes, 12 (13,3%) avaient des emboles lymphatiques présents dans la pièce 

opératoire, à l’extérieur de la composante infiltrante de la tumeur. Ce critère, absence ou 

présence d’emboles lymphatique, était systématiquement mentionné dans le compte rendu 

histologique. Il n’était pas corrélé au score de SBR, ni à l’expression des récepteurs 

hormonaux, ni au type de chirurgie, ni à la variété histologique, ni à l’index MIB1, ni aux 

AgNORs MIB+, ni aux AgNORs totaux, ni à la surexpression de HER2. Par contre la 

présence d’emboles était positivement corrélée à l’index IP200 ainsi qu’à la taille tumorale 

avec un seuil à 20 mm. 

 

En analyse univariée, ce paramètre s’est révélé être un facteur pronostique aussi bien pour la 

survie sans métastases (p=0,008) (fig. 40) que pour la survie globale (p=0,02). 

 

 

 
Fig 40 :  Survie sans métastases en fonction de la présence d’emboles lymphatiques 

(courbe noire : pas d’emboles, courbe rouge : présence d’emboles )  
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En analyse multivariée, la variable « emboles lymphatiques » était corrélée de façon 

significative à la survie globale (p<0,01, RR = 6,5), à condition de ne pas inclure l’index de 

prolifération (IP200) dans le modèle de calcul (tableau 16)  

 

Par contre pour la survie sans métastase, la variable « emboles lymphatiques » y était corrélée 

de façon significative (p<0,01, RR5,1) avec ou sans intégration de l’index IP200 dans le 

modèle de calcul (tableau 17). 

 

2.5 La ploïdie et le pronostic 

 

Les lésions étaient diploïdes chez 40 patientes (46.5%), aneuploïdes chez 24 (27.9%) et 

multiploïdes chez 22 (25.6%). Nous avons analysé l’évolution de la maladie dans chacun de 

ces sous-groupes, mais également en regroupant les deux dernières populations (aneuploïde et 

multiploïde) et en les comparant au devenir du sous-groupe avec des lésions diploïdes. 

 

Les lésions comportaient un clone minoritaire de plus de 5C ADN chez 26 patientes (29.2%).  

 

Parmi les patientes décédées, quelle que soit la cause, 6 (35.3 %) étaient porteuses d’une 

lésion diploïde.  

 

Parmi les patientes avec une évolution métastatique, 3 (23.1%) avait une lésion diploïde et 3 

(23.1%) avaient un clone de plus de 5C ADN. 

 

Lors de l’analyse univariée portant sur : 

- La survie globale, le critère ploïdie n’était pas corrélé au pronostic. Ceci a été observé 

en analysant séparément les sous-groupes diploïde, aneuploïde et multiploïde (fig.42), 

mais également en regroupant les deux derniers. Il en était de même pour le critère des 

clones de plus de 5C ADN, qui n’était pas corrélé au pronostic. 

- la survie sans métastase, le critère ploïdie devenait significatif lors de la comparaison 

« diploïdie » versus « aneuploïdie-multiploïdie », avec un risque accru d’évolution 

métastatique dans le second groupe. Par contre, lorsque les 3 groupes étaient analysés 

séparément, ce critère était non significatif (fig.41). Les lésions avec des clones de 

plus de 5C ADN n’étaient pas pourvoyeuses d’un moins bon pronostic (fig.43-44). 
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Fig 41 : Survie sans métastases en fonction de la ploïdie  

Courbe noire : diploïde, courbe rouge : aneuploïde, courbe verte multiploïde) 
 
 

 
Fig 42 : Survie sans métastases en fonction de la ploïdie  

Courbe noire : diploïde, courbe rouge : aneuploïde et multiploïde) 
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Fig 43 : Survie globale en fonction de la présence de clones tumoraux avec > 5c ADN 

(courbe noire : pas de clones > 5c ADN, courbe rouge : présence de clone > 5c) 

 

 
Fig 44 : Survie sans métastases en fonction de la présence de clones tumoraux avec > 5c ADN 

(courbe noire : pas de clones > 5c ADN, courbe rouge : présence de clone > 5c)  
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En analyse multivariée, avec des seuils à 0.05, la variable ploïdie n’était pas corrélée de façon 

significative à la survie globale (tableau 14) ni à la survie sans métastase (tableau 16). 

 

Tableau 16 : Survie globale, Analyse multivariée (Modèle de Cox) 

 
Variables RR IC 95% p 

Variables incluses dans le modèle : bloom b, 

IP200, RH, PTMM20, chirurgie, embole 

lymphatiques, nb ggl 10, mibplus15, 

normibplus15, her2, radio. 

 

   

 . Seuils entrée – sortie : 0.05 
 
  IP200 
  PTMM20 

 
 

16.4 
3.5 

 
 

[2.0 – 129.9] 
[1.0 – 12.5] 

 
 

< 0.001 
0.03 

Variables incluses dans le modèle : bloomb, 

IP200, RH, PTMM20, chir, embollymph, 

nbggl10, her2, radio. 

 

   

 . Seuils entrée – sortie : 0.05 
 
  IP200 
  PTMM20 

 
 

16.4 
3.5 

 
 

[2.0 – 129.9] 
[1.0 – 12.5] 

 
 

< 0.001 
0.03 

Variables incluses dans le modèle : bloom b, 

nortot15, RH, PTMM20, chir, embole lymph, 

nb ggl 10, her2, radio. 

 

   

 . Seuils entrée – sortie : 0.05 
 
  Nortot15 
  RH 
  Embol lymphatique 

 
 

15.0 
0.08 
6.5 

 
 

[1.5 – 149.9] 
[0.02 – 0.3] 
[1.5 – 28.8] 

 
 

0.01 
< 0.01 
< 0.01 

Variables incluses dans le modèle : bloom b, 

mibplus15, RH, PTMM20, chir, embollymph, 

nbggl10, her2, radio. 

 

   

   Seuils entrée – sortie : 0.05 
 
  RH 
  Embole lymphatique 
  Her2 
  radio 

 
 

0.1 
5.8 
1.9 
0.1 

 
 

[0.02 – 0.41] 
[1.5 – 22.4] 
[1.1 – 3.4] 
[0.03 – 0.7] 

 
 

< 0.01 
< 0.05 
< 0.05 
< 0.05 
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2.6 L’index MIB1 et le pronostic 

 

Le pourcentage moyen de cellules marquées était de 9.1 +/- 6.4, avec une médiane à 7.7. Nous 

avons utilisé le seuil de 15% permettant de distinguer notre population en deux groupes : 

MIB1 < 15% comprenant 72 patientes (80%) et MIB1 ≥ 15% comptant 18 patientes (20%). 

 

Dans le groupe des patientes décédées, quelque soit la cause, la valeur moyenne de l’index 

MIB1 était de 12,8 (+/- 5,3). Dans le groupe des patientes avec une évolution métastatique la 

valeur moyenne de cet index était de 11,3 (+/- 5,6). 

 

Lorsque nous avons comparé les variables deux à deux, nous avons retrouvé que l’index 

MIB1 n’était pas corrélé au traitement chirurgical, ni à la taille tumorale, ni au type 

histologique, ni à l’existence d’emboles lymphatiques, ni au score de SBR, ni à l’expression 

des récepteurs hormonaux, ni à la surexpression de HER2 ni à la quantité d’AgNORs.  

 

En analyse univariée, la variable MIB1 était corrélée de façon significative à la survie globale 

(fig. 45) mais pas à la survie sans métastase (fig. 46). Un index MIB1 ≥ 15 indiquait un risque 

accru d’évolution fatale.  
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Fig 45 : Survie globale avec un seuil à 15% de l’index MIB1 

(courbe noire MIB1 < 15%, courbe rouge MIB1 > ou = 15%) 
 
 

 
Fig 46 : Survie sans métastases  avec un seuil à 15% de l’index MIB1 

(courbe noire MIB1 < 15%, courbe rouge MIB1 > ou = 15%) 
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En analyse multivariée, incluant les variables cliniques et biologiques et/ou les variables 

biologiques, avec des seuils d’entrée-sortie : 0.05, la variable MIB1 n’était pas corrélée de 

façon significative à la survie globale (tableau 16) ni à la survie sans métastase (tableau 17). 

 
Tableau 17: survie sans métastase. Analyse multivariée (Modèle de Cox) 

 
Variables RR IC 95% p 

Variables incluses dans le modèle : IP200, RH, 

PTMM15, embole lymphatique, adn b, 

normibplus15, normibm15, nortot15, her2. 

 

   

 . Seuils entrée – sortie : 0.05 
 
  RH 
  EMBOLE LYMPHATIQUE 
  NORTOT15 
 

   
 

0.03 
< 0.01 
0.01 

Variables incluses dans le modèle : IP200, RH, 

PTMM15, embole lymphatique, adn b, her2. 

 

   

 . Seuils entrée – sortie : 0.05 
 
  IP200 
  EMBOLE LYMPHATIQUE 
 

 
 

5.0 
3.1 

 
 

[1.0 – 25.0] 
[0.8 – 11.7] 

 
 

0.09 
0.08 

Variables incluses dans le modèle : mibplus15, 

RH, PTMM15, embole lymphatique , adn b, her2. 

 

   

 . Seuils entrée – sortie : 0.10 
 
  EMBOLE LYMPHATIQUE 
  Her2 
 

 
 

5.1 
1.5 

 
 

[1.4 – 18.2] 
[0.9 – 2.5] 

 
 

< 0.01 
0.08 

 . Seuils entrée – sortie : 0.05 
 
  EMBOLE LYMPHATIQUE 

 
 

5.1 

 
 

[1.4 – 18.4] 

 
 

< 0.01 
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2.7 Les AgNORs et le pronostic 

 

Les AgNORs étaient analysés dans leurs trois composantes (tableau 18):  

- la quantité d’AgNORs dans les cellules proliférantes, marquées par les MIB1, que 

nous avons appelé NORMIB +. La valeur moyenne était de 20,4 µm2 et la médiane de 

17,8 µm2. Le seuil retenu était celui de 15 µm2, permettant de diviser cette population 

en 2 groupes. 

- la quantité d’AgNORs dans les cellules quiescentes, non marquées par les MIB1, que 

nous avons appelé NORMIB-. La valeur moyenne était de 18,8 µm2 et la médiane de 

16,8 µm2. Le seuil retenu était également de 15 µm2. 

- la quantité totale d’AgNORs dans l’ensemble des cellules proliférantes et quiescentes, 

que nous avons appelé NORtot. La valeur moyenne était de 18,9 µm2 et la médiane de 

16,8 µm2. Le seuil retenu était également de 15 µm2. 

 

 

Tableau 18 : récapitulatif de la quantité d’AgNORs exprimée en µm2 (n = 90) 

 

 NOR MIB+ NOR MIB- NOR TOT 

 

Moyenne 

 

20,4 

 

18,8 

 

18,9 

Médiane 17,8 16,8 16,8 

Seuil  15 15 15 

 

 

Ainsi, 59 patientes (65.6%) avaient un index NORMIB+ ≥ 15 µm2, alors que 58 patientes 

(64.4%) avaient un index NORMIB- ≥ 15 µm2, et 53 patientes (58.9%) un index NORtot ≥ 

15µm2. 

 

Dans le groupe des patientes décédées, quelque soit la cause : 

- la moyenne des NORMIB+ était de 24.8 +/- 11.3µm2, la médiane était de 16 avec 

88.9% des patientes dont l’index était ≥ 15 µm2 

- la moyenne des NORMIB- était de 22.6 +/- 8.9 µm2, la médiane était de 14 avec 

77.8% des patientes dont l’index était ≥ 15 µm2 
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-  la moyenne des NORtot était de 22.9 +/- 8.9 µm2, la médiane était de 14 avec 77.8% 

des patientes dont l’index était ≥ 15 µm2 

 

Dans le groupe des patientes avec une évolution métastatique :  

- la quantité de NORMIB+ était de 27.4 +/- 8.4 µm2, avec 92.8% des patientes dont 

l’index était ≥  15µm2 

- la quantité de NORMIB- était de 27.5 +/- 7.9 µm2, avec 92.8% des patientes dont 

l’index était ≥  15 µm2 

-  la quantité de NORtot était de 27.5 +/- 7.8 µm2, avec 92.8% des patientes dont l’index 

était ≥ 15 µm2 

 

Lorsque nous avons comparé les variables deux à deux, les NORMIB+, NORMIB- et les 

NORtot étaient tous apparus indépendants du type de chirurgie, de la taille tumorale (pT) avec 

un seuil retenu à 20 mm, de la présence de récepteurs hormonaux, du type histologique, de la 

présence d’emboles lymphatiques, de HER2 et de l’index MIB1 avec un seuil à 15%. 

 

Lors de l’analyse univariée portant sur : 

- la survie globale, les NORMIB+ s’étaient révélés être corrélés au pronostic (p = 0.02) 

(fig. 47) ce qui n’était pas le cas des NORMIB- et des NORtot (p = 0.11) (fig. 49).   

- la survie sans métastase, les 3 index AgNORs s’étaient révélés être corrélés à cette 

survie : les NORMIB+ (p = 0.02) (fig. 48), les NORMIB– (p = 0.02) et les NORtot (p 

= 0.006) (fig.50). Ainsi, des valeurs au delà du seuil de 15 µm2, ont été prédictives 

d’un risque accru d’évolution métastatique.  
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Fig 47 : Survie globale en fonction de la quantité d’AgNORs dans les cellules MIB+ (Seuil à 15 µm2) 

Courbe noire : quantité des AgNORs dans les cellules MIB+ < 15 µm2,  

Courbe rouge :  quantité des AgNORs dans les cellules MIB+ > 15 µm2 
   

 
Fig 48 : Survie sans métastases en fonction de la quantité d’AgNORs dans les cellules MIB+ (Seuil à 

15 µm2). Courbe noire : quantité des AgNORs dans les cellules MIB+ < 15 µm2,  

Courbe rouge :  quantité des AgNORs dans les cellules MIB+ > 15 µm2   
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Fig 49 : Survie globale en fonction de la quantité totale d’AgNORs (Seuil à 15 µm2) 

Courbe noire : AgNORs totaux < 15µm2 Courbe rouge : AgNORs totaux > ou = 15 µm2 

 

 
Fig 50 : Survie sans métastases en fonction de la quantité totale d’AgNORs (Seuil à 15 µm2) 

Courbe noire : AgNORs < 15 µm2 Courbe rouge : quantité des AgNORs > ou = 15 µm2 
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En analyse multivariée, les AgNORs totaux se sont révélés être les seuls à avoir eu un impact 

sur la SSM. 
 
 
 
2.8 L’index de prolifération (IP) et le pronostic 

 

L’index de prolifération a été calculé avec la formule IP = pourcentage de cellules marquées 

par le MIB1 X quantité d’AgNORs dans les cellules marquées par le MIB1, IP = MIB1+ X 

NORMIB+. 

 

La valeur moyenne de l’IP était de 185.2 +/- 166.2 et une médiane à 132.9. 

 

Nous avons effectué l’étude statistique avec deux seuils pour l’IP, l’un à 100, nommé IP100, 

l’autre à 200, nommé IP200. 

 

Ainsi, 50 patientes (55.6%) avaient une lésion avec un IP ≥ 100, alors que 33 patientes 

(36.7%) avaient une lésion avec un IP ≥  200. 

 

Dans le groupe des patientes décédées, quelle que soit la cause, 15 (83.3%) avaient un IP ≥ 

100 et 14 (77.8%) un IP ≥ 200.  

 

Dans le groupe des patientes avec une évolution métastatique, 11 (78.6%) avaient un IP ≥ 100 

et 11 (78.6%) un IP ≥ 200.  

  

Lors de l’analyse univariée portant sur : 

- la mortalité globale, l’IP100 (fig. 51) et l’IP200 (fig.53) se sont révélés être corrélé au 

pronostic avec respectivement p = 0.02 et 0.0001. Un IP≥ 100  et à 200 indiquait un 

risque accru de décès.  

- la survie sans métastase, l’IP100 (fig. 52) et l’IP200 (fig. 54) se sont également révélés 

corrélés au pronostic avec respectivement p = 0.05 et 0.0001. Un IP≥ 100  et à 200 

indiquait un risque accru de survenue de métastases. 
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Fig 51 : Survie globale en fonction de l’index de prolifération (un seuil à 100)  

Courbe noire : IP < 100, Courbe rouge IP > ou = 100 
 

 

 
Fig. 52 : Survie sans métastases en fonction de l’index de prolifération (un seuil à 100) 

Courbe noire IP < 100, Courbe rouge IP > ou = 100 
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Fig 53 : Survie globale en fonction de l’index de prolifération (un seuil à 200)  

Courbe noire IP < 200, Courbe rouge IP > ou = 200 

 
 

 
Fig 54 : Survie sans métastase en fonction de l’index de prolifération (un seuil à 200)  

Courbe noire IP < 200, courbe rouge IP > ou = 200 
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En analyse multivariée, incluant les variables cliniques et biologiques (tableau 16), avec des 

seuils à 0.05, seul l’IP200 était corrélé à la survie globale avec un risque relatif (RR) de 16.4, 

un intervalle de confiance compris entre [2.0 – 129.9] et p < 0.001. 

 

2.9 La surexpression de HER 2-neu et le pronostic 

 

Dans notre population de 90 patientes, nous avons observé que 10% des patientes étaient 

porteuses de tumeurs sur exprimant HER2 à 3+, alors que pour 12,2% cette surexpression se 

faisait à hauteur de 2+ et pour 60% aucune surexpression n’était retrouvée.  
 
Nous avons retrouvé que la surexpression de HER2 à 3+ était un facteur de plus mauvais 

pronostic mais avec des valeurs à la limite de la significativité aussi bien pour la survie 

globale (p = 0,05) (fig. 55) que pour la survie sans métastase (p = 0,06) (fig.56) par rapport 

aux trois autres groupes de patientes exprimant HER2 avec 0+, 1+ ou 2+. 

 

Lorsque le pronostic des patientes dont les tumeurs sur exprimant HER2 à 2+ et 3+ était 

analysé et comparé au pronostic groupe de patientes avec 0+ et 1+, aucune corrélation 

pronostique n’était retrouvée. Il n’existait pas de différence significative au niveau du 

pronostic de ces deux groupes. 

 

Nous avions pris le parti d’intégrer dans le modèle multivarié tous les paramètres 

pronostiques qui s’individualisaient lors de l’étude univariée avec un seuil  p< ou = 0,10. 
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Fig 55 : Survie globale en fonction de la surexpression de HER2/neu (courbe noire : pas de 

surexpression, courbe rouge : surexpression 1+, courbe verte : 2+, courbe bleue : 3+) 

 
Fig 56 : Survie sans métastase en fonction de la surexpression de HER2/neu (courbe noire : pas de 

surexpression, courbe rouge : surexpression 1+, courbe verte : 2+, courbe bleue : 3+) 
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En analyse multivariée, lorsque nous nous sommes intéressés à la survie globale, la 

surexpression HER2 3+ apparaissait comme un élément de mauvais pronostic, avec un p 

<0,05, indépendant du bloom, de la taille de la tumeur, de l’index MIB1, de l’expression des 

récepteurs hormonaux, de l’existence d’emboles lymphatiques qui étaient inclus dans le 

modèle pour le calcul. Lors de l’intégration de l’index de prolifération IP200 ou des AgNORs 

totaux, dans le modèle de calcul, HER2 perdait son caractère indépendant.  

 

En analyse multivariée, pour la survie sans métastase, la surexpression 3+ de HER2 

n’apparaissait pas constituer un élément pronostique indépendant (p = 0,08), même lorsque 

les index de prolifération étaient exclus du modèle. 

 

Nous avons regroupé les principaux résultats, ci dessous, de l’analyse univariée (tableau 19) 

et de l’analyse multivariée (tableau 20) 

 

Tableau 19 : récapitulatif de l’analyse univariée 

 

univariée Ploïdie MIB1 AgNOR tot AgNOR 

MIB+ 

IP 200 HER2 Emboles 

lymphatiques 

 

SSM 

 

0,04 

 

> 0,10 

 

0,006 

 

0,02 

 

0,0001 

 

0,06 

 

0,008 

SG > 0,05 0,01 0,11 0,02 < 0,0001 0,05 0,02 

 

 
Tableau 20 : récapitulatif de l’analyse multivariée 

 

multivariée Ploïdie MIB1 AgNOR tot AgNOR 

MIB+ 

IP 200 HER2 Emboles 

lymphatiques 

 

SSM 

 

non 

 

non 

 

0,01 

 

non 

 

0,09 

 

0,08 

 

< 0,01 

SG non non 0,01 non < 0,001 < 0,05 < 0,05 

 

SSM : survie sans métastase,   SG : survie globale 
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Discussion 
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Ce travail s’est déroulé en plusieurs étapes. Il est centré sur la prolifération cellulaire dans le 

cancer du sein et son impact sur le pronostic de la maladie. La prolifération cellulaire est 

mesurable par différentes approches méthodologiques : index de marquage à la thymidine 

tritiée (Silvestrini 1997), pourcentage de cellules en phase S mesurée par cytométrie de flux 

(Bryant 1998, Wenger 1998, Simpson 2000), expression d’antigènes exprimés au cours du 

cycle cellulaire (PCNA, Ki67/MIB1) (Thor 1999). Ces méthodes ne sont pas superposables, 

mais quelque soit la méthode utilisée, une prolifération élevée est associée à une évolution 

défavorable (SOR 2001). Tous ces marqueurs de la prolifération sont liés fortement au grade 

histologique et à l’index mitotique (Thor 1999). 

 

Les méthodes de validation des facteurs pronostiques sont de plus en plus standardisées 

(Spyratos 1995). La validation comprend deux niveaux, technique et clinique. La validation 

technique a pour objet de définir des options satisfaisant aux critères habituels de qualité. Elle 

doit aboutir à une méthode analytique standardisée, à une valeur univoque des valeurs seuils 

et à un contrôle de qualité. La validation clinique a pour but de définir les analyses 

biologiques susceptibles de guider, voire de modifier l’attitude médicale devant un problème 

clinique spécifique (SOR 2001). La démarche habituelle comprend les études pilotes portant 

en général sur une petite population de patientes, de façon souvent rétrospective, 

éventuellement sous forme d’étude cas-témoin. Elles sont suivies d’études confirmatives, 

rétrospectives ou prospectives de taille limitée. La démarche ne sera complète qu’à l’issue 

d’études prospectives multicentriques, sur de larges populations, à l’aide d’une méthode 

standardisée soumise à un contrôle de qualité (SOR 2001).  

 

Dans ce travail, les 3 études ont été rétrospectives avec un nombre modeste de patientes ayant 

pour objet l’évaluation de deux hypothèses portant sur des facteurs pronostiques potentiels. La 

première reposait sur l’absence de détection de clones minoritaires par la technique classique, 

ce qui pouvait avoir un impact réel mais méconnu sur le pronostic. La seconde portait sur la 

prolifération cellulaire avec la détermination d’un index faisant intervenir le pourcentage de 

cellules dans le cycle (Ki67/MIB1) et la durée de celui-ci (AgNORs dans les cellules MIB1+). 

Dans les deux cas, nous avons fait appel à des techniques peu utilisées : étude de la ploïdie 

grâce à un analyseur d’images automatisé et le double marquage des mêmes lames pour la 

détermination de la quantité d’AgNORs dans les cellules MIB1 positives.  

Nos deux premières études ont porté sur un groupe hétérogène de patientes avec des stades 

différents de la maladie et des thérapeutiques différentes, avec pour seul critère d’inclusion la 
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prise en charge chirurgicale, au sein du même service, de patientes non métastatiques. 

L’expression des résultats s’était faite dans ces deux études en divisant les patientes en groupe 

en fonction de l’évolution de la maladie. Nous avons comparé la fréquence de chacun des 

paramètres pronostiques que nous souhaitions évaluer, dans chacune de ces sous-populations.  

 

Nous avons considéré que les résultats de ces deux premières études, qui ont fait l’objet de 

publications (annexes 2 et 3), étaient suffisamment probants et encourageants pour tenter de 

les appliquer à une population plus importante. Nous avons sensiblement modifié notre 

méthodologie au cours de cette dernière phase par rapport aux deux précédentes. Nous avons 

considéré la taille histologique de la seule composante infiltrante (pT) et non la taille clinique 

de la lésion comme précédemment. Nous avons exclu les lésions non infiltrantes. Nous avons 

travaillé sur un groupe homogène de malades quant au stade de la maladie et au traitement 

adjuvant. Nous avons décidé de limiter notre travail à la population à bas risque métastatique, 

les patientes sans atteinte ganglionnaire et pour lesquelles aucune chimiothérapie n’avait été 

administrée. Nous avons relu les lames des carcinomes lobulaires pour déterminer le score de 

SBR, qui ne se faisait pas à l’époque de la prise en charge chirurgicale des patientes. Nous 

avons fixé une date de point, le 1er janvier 2001, pour évaluer le devenir des patientes. Nous 

n’avons pas exclu les patientes perdue de vue. Nous avons différencié la récidive locale, de la 

maladie métastatique et du décès par cancer. Nous avons effectué une analyse univariée puis 

multivariée. La première, univariée, examine individuellement la relation de chaque variable 

avec la survenue d’un événement carcinologique. L’analyse multivariée permet ensuite de 

dégager les variables ayant les poids les plus importants dans la survenue de l’événement. Elle 

est indispensable car peu de marqueurs pronostiques en cours d’évaluation ont une 

signification indépendante des facteurs déjà connus (SOR 2001). Le modèle de Cox est le plus 

utilisé afin d’établir l’apport extrinsèque du nouveau facteur par rapport aux facteurs 

classiques.  

 

Les modalités du traitement chirurgical ont peu évolué lors des deux dernières décennies, 

hormis depuis peu avec la procédure du ganglion sentinelle, et il reste admis qu’un traitement 

conservateur associé à la radiothérapie a le même impact sur le pronostic que la mastectomie, 

à taille tumorale équivalente. Les indications de la radiothérapie n’ont pas été modifiées ces 

dernières années. Pour les modalités, nous avons assisté à l’abandon du surdosage du lit 

tumoral par la mise en place de gaines en per-opératoire, remplacé par le complément de dose 

en radiothérapie externe. En revanche, les indications de la chimiothérapie ont beaucoup 
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évolué au cours de la dernière décennie avec une nette escalade thérapeutique. Les dernières 

patientes incluses dans cette étude, ont été prises en charge chirurgicalement en 1995. A cette 

époque, seules les patientes avec une atteinte ganglionnaire se voyaient proposer une 

chimiothérapie adjuvante à but curatif. En 1998, nous avons assisté à un tournant 

thérapeutique avec un élargissement des indications, selon les recommandations de la 

conférence de consensus de St Gallen. Seules les patientes de plus de 35 ans, sans atteinte 

ganglionnaire, avec une lésion de moins de 10 mm, un score de SBR à 1 et exprimant les 

récepteurs hormonaux ne relevaient pas d’une chimiothérapie (Zujewski 1998). Toutes les 

autres étaient considérées à risque modéré ou élevé d’évolution métastatique et une 

proposition de chimiothérapie leur était formulée. L’application des critères de St Gallen 

1998, aux patientes de notre étude, aurait impliqué une chimiothérapie pour 82 sur les 90, 

alors que seules 14 ont eu une évolution métastatique. La conférence de consensus de St 

Gallen 2003 a abouti à la modification du seuil retenu de la taille histologique tumorale, 

passant de 10 mm précédemment, à 20 mm, à partir duquel une chimiothérapie pouvait être 

proposée (Goldhirsch 2003). Les autres critères étaient maintenus. L’application de ces 

critères à notre population aurait impliqué une chimiothérapie pour 77 patientes.  Beaucoup 

d’auteurs reconnaissent qu’il existe un sur-traitement des patientes en l’absence de facteurs 

pronostiques plus discriminatifs (Hayes 2005). 

 

Les indications de l’hormonothérapie ont également évolué. Pendant la période de notre 

étude, seules les patientes ménopausées, avec des facteurs de mauvais pronostic et des 

récepteurs hormonaux positifs se voyaient proposer une hormonothérapie. Actuellement toute 

patiente dont la tumeur exprime des récepteurs hormonaux, bénéficie de cette thérapeutique, 

quelque soit son statut ménopausique et l’avancement de la maladie. Ceci explique que seules 

40% des patientes de notre étude aient bénéficié de ce traitement alors que 73,3% des tumeurs 

exprimaient ces récepteurs.   

 

1. Intérêt pronostique de la ploïdie 

 

La technique de cytométrie est exploitée dans le cancer du sein pour la détermination du 

pourcentage de cellules en phase S et l’étude de la ploïdie (Trudeau 2005). Nous nous 

sommes intéressés à la valeur pronostique de la ploïdie, en utilisant la cytométrie d’images, 

dans deux grands axes : la détection des clones minoritaires dont le contenu en ADN était > 

5C et la valeur de l’aneuploïdie.  
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Toutes les lésions avaient bénéficié d’une cytométrie classique et nous les avons analysées de 

nouveau grâce à l’analyseur automatisé d’images. En effet, les cancers du sein présentent très 

fréquemment une hétérogénéité en contenu en ADN et la sous-estimation de ce facteur a été 

évoquée comme étant une cause des résultats discordants obtenus dans la littérature quant à sa 

valeur pronostique (Pfisterer 1995, Witzig 1994). La cytométrie classique est limitée, du fait 

du faible nombre de noyaux mesurés, 200 à 300, pour détecter les évènements rares ou les 

clones minoritaires. 

 

Notre objectif était d’analyser la variabilité au sein d’une lésion en mesurant le contenu en 

ADN par cytométrie d’images avec l’aide d’un logiciel spécialement adapté à la détection de 

ces évènements rares. Cette méthode avait des avantages : une seule empreinte fraîche était 

suffisante pour l’analyse de la ploïdie et pour la variabilité intra tumorale ; l’étude rapide d’un 

grand nombre de cellules permettait de déterminer le clone prédominant et de détecter les 

cellules plus rares. En pratique, cette technique permettait de combiner les aspects de la 

cytométrie de flux (rapide, grand nombre de cellules) et la cytométrie d’image (permettant de 

revoir chaque élément mesuré). En fait, la plupart des études portant sur cette hétérogénéité, 

s’étaient efforcées d’analyser la ploïdie dans différentes zones d’une même tumeur par 

cytométrie d’image (Visscher 1993) ou de flux (Bergers 1996). Ces dernières études avaient 

montré que six échantillons devaient être préparés et mesurés pour s’assurer de l’exhaustivité 

de la détection des cellules aneuploïdes. La multiplicité des échantillons était probablement le 

meilleur moyen pour analyser cette hétérogénéité, mais leur préparation et leur étude étaient 

de grandes consommatrices de temps. Au quotidien dans un secteur de cytométrie d’un 

laboratoire d’anatomopathologie, la multiplication par quatre ou par six du nombre 

d’échantillons à analyser devenait rapidement ingérable (Bergers 1996).  

 

La comparaison entre les deux méthodes a été réalisée pour 55 patientes lors de notre 

première étude. L’analyse par Discovery a permis la détection d’un taux de discordance de 

47,3%. Ainsi, dans la moitié des cas, les cellules ou les clones rares n’ont pas été détectés par 

la cytométrie d’image classique. Notre taux de détection d’une hétérogénéité méconnue était 

superposable à ceux rapportés par les auteurs travaillant sur des échantillons intra tumoraux 

multiples : 43% pour Schvimer (1995), 56% pour Visscher (1993), 36% pour Kute (2004). 

Pour ce dernier, la survie sans métastase était plus longue (p=0,02) quand il existait une 

concordance entre les deux techniques concernant le caractère diploïde de la tumeur, par 

rapport aux patientes dont la tumeur était diploïde en CMF et aneuploïde en analyse d’images 
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(Kute 2004). En étudiant de multiples variétés de cancers, Stipa (1993) avait détecté une 

hétérogénéité du contenu en ADN dans 50% des carcinomes pulmonaires, dans 47% des 

coliques et dans 34% des gastriques. 

 

Dans notre première étude nous avons montré que le pronostic était d’autant plus mauvais que 

le pourcentage de cellules de plus de 5c ADN était plus élevé. Ceci confortait notre hypothèse 

selon laquelle le pronostic n’est pas tributaire de la population cellulaire majoritaire, mais 

dépendait des clones les plus agressifs même s’ils étaient minoritaires. Contrairement à 

Sitonen, nous n’avions pas trouvé de corrélation entre la présence de cette sous population et 

le grade histologique de la tumeur. Notre logiciel spécialement adapté à la détection des 

événements rares nous a permis d’analyser et de retrouver un plus grand nombre de cellules, 

pouvant ainsi expliquer cette discordance. 

 

Dans notre deuxième étude, 29,2% des lésions comportaient une population tumorale avec un 

contenu en ADN > 5C. Nous n’avons pas trouvé de valeur pronostique à ce facteur, dans 

notre groupe de patientes à bas risque, sans atteinte ganglionnaire.  

 

Dans notre première étude, l’aneuploïdie n’était pas retrouvée de façon significativement 

différente entre nos deux populations, d’évolution favorable et défavorable. Par contre, la 

multiploïdie, correspondant à plusieurs pics aneuploïdes distincts, était corrélée au pronostic.   

 

Dans notre deuxième étude, nous avons observé un taux de 27,9% pour les tumeurs 

aneuploïdes et de 25,6% pour les multiploïdes. Dans la littérature, les tumeurs non diploïdes 

ont été regroupés au sein d’un même groupe, souvent appelé groupe de tumeurs aneuploïdes. 

Notre taux de tumeurs non diploïdes était de 53,5% et était superposable à celui rapporté par 

la plupart des auteurs : 50% pour Dettmar (1997), 57% pour Dressler (1988), 58% pour 

Sigurdsson (1990), 52,8% pour Rudolph (1999), 60% pour Spyratos (2002), 52% pour 

Moreau-Zabotto (2005) et 50,8% pour Trudeau (2005). Certains rares auteurs ont retrouvé des 

chiffres plus importants tels que Clark avec 68% (1989) et Gonzalez-Vela avec 64,7% (2001). 

 

Pour Dettmar (1997), l’aneuploïdie était plus fréquemment observée chez les patientes 

ménopausées. Les tumeurs n’exprimant pas les récepteurs hormonaux étaient plus fréquentes 

parmi les tumeurs aneuploïdes. Rudolph (1999) avait montré, dans une population sans 

atteinte ganglionnaire, une corrélation entre l’aneuploïdie et un plus haut grade tumoral (p = 
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0,0005), un plus haut compte mitotique (p < 0,00006) mais pas avec la taille tumorale, le 

statut ménopausique ou l’âge de la patiente (p > 0,15). Il n’existait pas de corrélation entre la 

ploïdie et l’expression des récepteurs hormonaux (p > 0,25). 

 

Dettmar n’avait pas retrouvé d’intérêt pronostique de la ploïdie sur la survie sans récidive. Il 

avait noté que dans la littérature les résultats étaient contradictoires (Dettmar 1997). Certains 

auteurs n’avaient pas trouvé d’informations supplémentaires sur la survie (Sigursson 1990) 

alors que d’autres avaient montré un pronostic plus sombre en cas d’aneuploïdie (Clark 1989).  

 

Rudolph avait pour sa part, montré que le contenu en ADN, diploïde/aneuploïde, avait une 

valeur pronostique aussi bien au niveau de la survie globale (p=0,015), qu’au niveau de la 

survie sans récidive (p=0,004), en analyse univariée. Par contre, la ploïdie perdait sa valeur 

pronostique indépendante, dès que des index de prolifération étaient inclus dans l’analyse 

multivariée (Rudolph 1999).  

 

De même Kute avait montré une valeur pronostique au paramètre diploïde/non diploïde à 

condition que le paramètre « phase S », un index de prolifération, soit exclu de l’étude 

multivariée. Ainsi, l’âge et le statut diploïde devenaient les deux paramètres les plus 

pertinents pour la survie sans récidive (kute 2004). 

 

Trudeau a rapporté les résultats d’une série de 415 patientes opérées entre 1977 et 1986, dont 

93% des patientes n’avaient pas eu de traitement adjuvant. Elle avait montré que la ploïdie 

avait un impact sur la récidive (p =0,04) en analyse univariée, mais pas sur le décès par cancer 

(p = 0,13) avec un plus mauvais pronostic en cas d’aneuploïdie (Trudeau 2005)  

 

Pour Moureau-Zabotto, la survie sans récidive était plus importante en cas de diploïdie (p 

=0,01) pour les patientes sans atteinte ganglionnaire. Pour la population avec atteinte 

ganglionnaire, il n’existait pas de différence entre les tumeurs diploïdes et aneuploïdes. Pour 

l’auteur, la combinaison de l’étude de la ploïdie et de la phase S correspondait à une approche 

pertinente du pronostic des patientes (Moureau-Zabotto2005). 

 

Nous avons trouvé également qu’il existait une différence significative au niveau de la survie 

sans métastase entre les tumeurs diploïdes et non diploïdes (p = 0.04), en analyse univariée. 

Le pronostic était meilleur pour les patientes avec des tumeurs diploïdes. Par contre nous 
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n’avons pas trouvé de différence entre les tumeurs diploïdes, aneuploïdes et multiploïdes, 

quand ces deux dernières étaient individualisées, aussi bien pour la survie sans métastase que 

pour la survie globale. D’ailleurs pratiquement dans toutes les études, l’analyse avait été 

réalisée en regroupant les tumeurs aneuploïdes et multiploïdes au sein d’un seul groupe. 

 

Par contre, nous n’avons pas retrouvé de différence au niveau de la survie globale entre les 

tumeurs diploïdes et non diploïdes. 

 

De même, en analyse multivariée, nous n’avons pas isolé l’étude de la ploïdie comme un 

facteur pronostique indépendant, les index de prolifération ayant été inclus dans le modèle, 

comme dans la série de Rudolph (1999) et de Kute (2004). 

 

Comme d’autres équipes (Pfisterer 1995,Witzig 1994) nous ne sommes pas arrivés à retrouver 

de valeur pronostique indépendante à la présence d’une population aneuploïde isolée. Malgré 

sa réalisation dans de nombreuses institutions, l’étude de la ploïdie n’a pas été recommandée 

par l’American Society of Clinical Oncology (ASCO) (Bast 2001) ni par la conférence de 

consensus des pathologistes américains qui l’a classé dans la catégorie III, regroupant les 

facteurs insuffisamment étudiés pour démontrer leur valeur pronostique (Fitzgibbons 2000).  

 

L’aneuploïdie isolée témoigne d’une tumeur peu évoluée génétiquement, comme l’ont 

rapporté plusieurs auteurs (Schakney 1995, Witzig 1994). Il semblerait que dans l’évolution 

génétique de la tumeur, la diploïdie et l’aneuploïdie (hypotetraploïdie) précèdent 

l’hypertetraploïdie (hyperploïdie) (Witzig 1994). Le plus souvent, l’évolution des cellules 

tumorales n’est pas synchrone, aboutissant au développement d’un profil d’ADN multiploïde. 

Visscher avait noté que les différents clones étaient souvent intriqués, même dans des portions 

distantes d’un cancer du sein. Il avait conclu que l’interaction entre les populations tumorales 

génétiquement différentes aboutissait à une codominance stable des clones durant la 

progression d’un même cancer du sein (Visscher 1993). 

 

Pour Shackney (2004), l’aneuploïdie n’était pas à elle seule suffisante pour apporter une 

valeur pronostique pertinente, mais constituait un très bon critère-candidat pour analyser 

d’éventuelles associations à d’autres anomalies moléculaires. Dans son étude prospective 

portant sur 189 patientes, il avait recherché au niveau des mêmes cellules néoplasiques, 3 

anomalies : l’aneuploïdie, la surexpression de HER2 et la surexpression de ras. Le « triple 
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test » était considéré comme positif quand au moins 5% des cellules de la tumeur présentaient 

ces trois anomalies de façon concomitante. Il avait ainsi montré que les patientes dont le 

cancer présentait un « triple test » positif, avaient un pronostic plus sombre. La différence au 

niveau de la DFS était surtout significative pour les patientes sans atteinte ganglionnaire (p = 

0,0077). L’hypothèse émise par l’auteur avait été que l’existence de plusieurs anomalies 

moléculaires dans les mêmes cellules était responsable d’un phénomène de synergie, de 

potentialisation, avec des conséquences sur l’évolution de la maladie (Shakney 2004).     

 

 

2. Intérêt pronostique de l’index MIB1  

 

Au cours de ces dix dernières années nous avons assisté à la publication de milliers de travaux 

portant sur l’intérêt de l’index Ki67 en pathologie carcinologique. La mise au point de 

l’anticorps MIB1 (Molecular Immunology Borstel) dirigé contre un épitope du Ki67 a 

grandement facilité ces travaux en permettant la détermination de cet index sur des tissus 

fixés au formol. Des études rétrospectives et prospectives, à partir d’un matériel histologique 

archivé, ont pu alors être réalisées. Le marquage histochimique des cellules par le Ki67/MIB1 

est aisé, reproductible. Il fournit une information majeure sur le comportement des cellules 

composant la tumeur en indiquant le pourcentage de cellules engagées dans le cycle cellulaire. 

Néanmoins le Ki67 et le MIB1 ne sont pas synonymes et ne doivent pas être considérés 

comme interchangeables.  

 

Notre étude préliminaire a porté sur un faible effectif de 39 patientes, dont 7 avaient une 

atteinte ganglionnaire (17,9%). Le pourcentage de cellules impliquées dans le cycle a été 

déterminé par l’index MIB1. Le taux moyen a été de 13,9% et nous a servi à déterminer le 

seuil de 15% pour différencier dans notre population deux groupes. Nous n’avons pas 

retrouvé de corrélation entre l’apparition de métastase et le taux de cellules MIB1 positives. 

 

Dans notre deuxième étude qui a porté sur 90 patientes sans atteinte ganglionnaire et sans 

chimiothérapie, la valeur moyenne de l’index MIB1 a été de 9,1%. Il était ainsi plus bas que 

lors de notre étude préliminaire. Nous avons quand même retenu le seuil de 15% 

précédemment défini. 
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En analyse univariée, la variable MIB1 était corrélée à la survie globale (SG) (p=0,01). Ainsi, 

un index MIB1 ≥ 15% indiquait un risque accru d’évolution fatale. Ces résultats ont été 

conformes à ceux qui sont rapportés par d’autres équipes (tableau 21). Par contre, nous 

n’avons pas retrouvé de corrélation entre l’index MIB1 et l’évolution métastatique, venant 

ainsi confirmer nos résultats obtenus dans l’étude préliminaire. 

 

En analyse multivariée, incluant les variables cliniques et biologiques puis les variables 

biologiques seules,  la variable MIB1 n’était pas corrélée, pour nous, de façon indépendante à 

la survie globale ni à la survie sans métastase. D’autres auteurs étaient arrivés à des 

conclusions opposées (tableau 21). 

 

L’élément marquant dans la littérature concernant l’index Ki67/MIB1 a été la grande 

hétérogénéité des résultats, même s’ils restaient en faveur d’une réelle valeur pronostique de 

cet index comme l’a souligné Gerdes (Scholzen 2000). Ceci a été retrouvé dans des analyses 

univariées, mais également dans certaines des analyses multivariées quand elles ont été 

réalisées (Scholzen 2000).  

 

Les plus récentes études, résumées dans le tableau 19, ont porté sur plus de 4800 patientes, et 

ont affirmé le caractère pronostique et indépendant de l’index Ki-67. Ainsi, une étude comme 

la nôtre se trouverait classée, à juste titre, comme apportant une valeur pronostique pertinente 

pour la survie globale en analyse univariée, comme c’est le cas pour les études d’Archer 

(1995) et de Haerslev (1996). Mais l’absence de valeur pronostique, pour la survie sans 

métastase et lors de l’analyse multivariée pour les deux paramètres, ne serait pas mis en 

exergue. 
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Tableau 21 : Valeur pronostique de l’index Ki67 dans la littérature. 

 

Auteur (année)  Nombre 

de cas 

Facteur pronostique 

pour 

Type analyse anticorps Caractéristiqu

es des 

patientes 

Archer (1995) 92 Survie globale Univariée Ki67  

Molino (1997)  322 Survie globale, 

survie sans récidive 

Uni, multivariée Ki67  

Weikel (1995)  549 Survie globale, 

survie sans récidive 

Univariée Ki67 N0, N+ 

Rudolph (1999)  356 Survie globale 

survie sans récidive 

Uni, multivariée KiS5 N0 

Clahsen (1998)  441 survie sans récidive Uni, multivariée MIB1 Préménopause

N0 

Dettmar (1997)  90 survie sans récidive Univariée MIB1 N0 

Domagala (1996)  186 Survie globale Uni, multivariée MIB1  

Haerslev (1996)  487 Survie globale Univariée MIB1  

Jansen (1998)  341 Survie globale Uni, multivariée MIB1  

Jensen (1995)  118 Survie globale Uni, multivariée MIB1 T1,T2, N0 

Keshgegian (1995)  135 survie sans récidive Univariée MIB1  

Pinder (1995)  177 Survie globale Uni, multivariée MIB1 T1, T2 

Rozan (1998)  326 Survie globale 

survie sans récidive 

Uni, multivariée 

Univariée 

MIB1  

Seshadri (1996) 740 Survie globale 

 survie sans récidive

Uni, multivariée MIB1 N0,N+ 

Veronese (1996) 246 Survie globale 

survie sans récidive 

Univariée MIB1  

 

Biesterfeld (2001) 67 Survie globale Uni, 

multivariée 

MIB1 N0, N+ 

Caly (2004) 257 Survie globale 

Survie sans récidive

Uni, multivariée 

univariée 

MIB1 N0, N+ 
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Néanmoins, certains auteurs ont retrouvé une corrélation significative entre la variable 

Ki67/MIB1 et la survie sans métastase (SSM), en analyse univariée (Weikel 1995, Dettmar 

1997, Haersley 1996, Keschgegian 1995) ce que nous ne sommes pas arrivés à démontrer, 

comme d’autres d’ailleurs (Pinder 1995).  

 

Ceci est vrai pour Weikel lorsqu’il a étudié l’ensemble de sa population qui comprenait les 

patientes avec et sans atteinte ganglionnaire avec pour la SG, p= 0,0001 et pour la SSM, p = 

0,0016. De même, lorsqu’il s’est intéressé au sous groupe avec atteinte ganglionnaire (n=315) 

il a retrouvé une valeur pronostique à l’index Ki67, en analyse univariée, aussi bien pour la 

SG (p = 0,0001), que pour la SSM. Par contre lorsqu’il a voulu analyser le sous groupe sans 

atteinte ganglionnaire (n=234), avec un seuil de Ki67 à 20%, aucune valeur pronostique n’a 

été retrouvée pour la SG (p = 0,171) et pour la SSM (p= 0,191). Pour Weikel, ceci 

s’expliquait par le manque de recul dans son étude, avec une moyenne de 3,4 ans, surtout 

préjudiciable dans la population à bas risque pN0 qui a tendance à rechuter plus tardivement 

(Weikel 1995)  

 

Pour Kröger (2006) qui s’est intéressé uniquement aux patientes à haut risque métastatique (n 

= 157) avec plus de 10 ganglions axillaires atteints, le Ki67 n’a pas de valeur pronostique. Il 

avait retenu le seuil de 10% et avait rapporté que 43% de ces patientes avaient un Ki67 ≤ 

10%. Dans son étude il avait dans les facteurs pronostiques étudiés, les récepteurs aux 

oestrogènes, à la progestérone, HER2, Ki67, p53, p16, Maspin et Bcl-2 ( Kröger 2006). 

 

Pour Caly, lors de l’analyse univariée de la survie globale, plusieurs facteurs se sont révélés 

avoir un impact pronostique : l’index MIB-1 (p<0,005), atteinte des ganglions axillaires 

(p=0,003) et l’expression des récepteurs à la progestérone (p=0,001) (Caly 2004). Lorsque 

cette analyse a porté sur la survie sans récidive, les paramètres pronostiques ont été l’index 

MIB1 (p=0,02), statut ganglionnaire (p=0,001), expression des récepteurs aux estrogènes 

(p=0,02) à la progestérone (p=0,01) et la phase S (p=0,003). En analyse multivariée, l’index 

MIB1 a gardé sa valeur pronostique quant à la survie globale seulement (Caly 2004). 

 

Cette hétérogénéité des résultats a été retrouvée à toutes les étapes de l’analyse. Ainsi, nous 

n’avons pas trouvé de corrélation entre la taille tumorale et l’index MIB1. Ceci était en accord 

avec les résultats de certains (Weikel 1995, Léonardi 1992), mais en désaccord avec d’autres 
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qui avaient retrouvé une telle corrélation (Ostrowski 1995, Molino 1997, Gonzalez-Vela 

2001). 

 

Nous n’avons pas retrouvé de corrélation entre le statut ganglionnaire et l’index Ki67/MIB1. 

Pour certains auteurs cet index Ki67/MIB1 était plus bas dans les tumeurs sans atteinte 

ganglionnaire (Léonardi 1992, Molino 1997, Gonzalez-Vela 2001) et pas pour d’autres 

(Weikel 1995, Keshgegian 1995, Ostrowski 1995, Aranda 1997).  

 

Des résultats tout aussi discordants ont été retrouvés lorsqu’une corrélation a été recherchée 

entre l’index Ki67/MIB1 et l’expression de récepteurs hormonaux. Pour certains, l’index 

Ki67/MIB1 était d’autant plus faible que le taux de récepteurs hormonaux était élevé (Molino 

1997, Leonardi 1992). Nous ne sommes pas arrivés, comme d’autres, à cette conclusion, 

aucune association entre ces deux paramètres n’ayant été retrouvée (Pinder 1995, Gonzalez-

Vela 2001).  

 

Pour Caly, il existait une corrélation positive entre l’index MIB1 et l’index mitotique d’une 

part (r=0,61 ; p<0,001) et l’index MIB1 et la phase S d’autre part (r=0,58 ; p<0,001) (Caly 

2004). 

 

Plusieurs causes peuvent expliquer ces discordances. Les séries étaient très hétérogènes avec 

des protocoles thérapeutiques  différents, des durées de suivi différentes et lors des analyses 

multivariées, des critères biologiques et cliniques très variables, intégrés dans le modèle de 

calcul (Spyratos 2002). Enfin, le seuil de l’index MIB1 retenu pour en évaluer l’intérêt 

pronostique a été très variable selon les études, variant de 1% (Haerslev 1996) à 32% (Caly 

2004). Certains auteurs ont retenu un seuil voisin de la valeur moyenne observée (Keshgegian 

1995, Pinder 1995, Rudolph 1999, Caly 2004, Biesterfeld 2001) comme rapporté dans le 

tableau 22. Ceci a également été notre cas. Néanmoins, cette attitude ne disposait pas de 

fondements scientifiques. Cette disparité dans les seuils utilisés a été probablement due à 

l’absence d’un programme de qualité publié et appliqué, comparable à ceux qui sont utilisés 

pour la surexpression d’HER2 et pour les récepteurs hormonaux (Spyratos 2002). Cette 

opinion a été également partagée par Caly qui a souligné le manque de standardisation au 

niveau des conditions techniques de réalisation et au niveau de l’évaluation microscopique 

(Caly 2004).  
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Nous avons testé le seuil de 10% pour l’index MIB1 dans notre population initiale de 108 

patientes de la « phase2 », avant l’exclusion des patientes avec mastectomie pour lésions 

multifocales et nous avons obtenu des résultats tout à fait superposables à ceux que nous 

avons rapporté avec le seuil de 15%. 

 

Tableau 22 : valeur pronostique : seuil retenu et valeur moyenne du MIB1  

 

Auteur (année) Valeur seuil (%) Valeur moyenne (%) 

Keshgegian (1995) 10 10,2 

Weikel (1995) Groupe I :  <10 

Groupe II : 10-20 

Groupe III : > 20 

NP 

Pinder (1995) 17 27,3 

Dettmar (1995) 25 18 

Haerslev (1996) 1 NP 

Seshadri (1996) 10 NP 

Rozan (1998) 10 NP 

Clahsen (1998) 20 NP 

Rudolph (1999) 25 24,7 

Biesterfeld (2001) 8,1 8,1 

Gonzales-Vela (2001)  29,4 

Spyratos (2002) 10,15,17,20,25 17 

Caly (2004) 

Kröger (2006) 

32 

10 

34 

NP 

 

 

Le seuil le plus élevé, 32%, a été celui récemment rapporté par l’équipe de l’Institut Curie, 

dans leur série de 257 patientes avec une valeur moyenne de l’index MIB1 de 34% (Caly 

2004). Dans cette étude, 26% des patientes avaient une atteinte ganglionnaire (0% dans notre 

série), 16% correspondaient à des tumeurs de plus de 50 mm (0% dans notre série) et 34% 

avaient un grade histologique SBR III (27,5% dans notre série).  

 

Des études similaires à la nôtre, tant au niveau de l’effectif qu’au niveau du profil des 

patientes, avaient objectivé des taux moyens de MIB1 plus élevés que le nôtre. Dettmar a 

rapporté un taux moyen de 18% (extrême variant de 1 à 81%) dans une série de 90 patientes 
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sans atteinte ganglionnaire (Dettmar 1997). Les pourcentages de tumeurs SBR3 étaient 

voisins, 27,5% pour nous et 26,6% pour eux. Par contre, la taille moyenne des lésions était de 

22 mm dans leur série alors qu’elle n’était que de 16,3 mm dans la nôtre et le taux de tumeurs 

sans expression des récepteurs hormonaux était de 23,3% pour Dettmar et n’était que de 

13,1% pour nous.  

 

Toutefois, comme nous l’avons vu plus haut, il n’existait pas de consensus, loin s’en faut, sur 

la corrélation entre ces marqueurs de mauvais pronostiques et l’index Ki67/MIB1. 

 

Des auteurs ont focalisé leur travail sur la notion de seuil pour l’index MIB1 (Molino 1997) 

en testant plusieurs valeurs. Les récidives ont été plus importantes au delà d’un seuil de 40% 

mais finalement avec un risque relatif voisin de celui observé avec un taux à 15% (tableau 

23). 

 

Tableau 23 : Estimation du risque relatif de rechute et de décès selon les différents seuils de Ki67  n = 

322, avec le modèle de Cox  (Molino 1997) 

 

Seuils de Ki67 Risque relatif 

rechutes 

Risque relatif 

décès 

 

> 5 vs ≤ 5 

 

2,268 

 

3,912 

>10 vs ≤ 10 2,837 3,909 

>15 vs ≤ 15 2,874 3,785 

> 20 vs ≤ 20 2,662 4,319 

> 25 vs ≤ 25 2,141 3,893 

>30 vs ≤ 30 2,458 3,951 

> 35 vs ≤ 35 2,930 4,464 

> 40 vs ≤ 40 2,993 3,882 

 

 

Weikel avait eu une approche semblable, en utilisant des intervalles avec trois catégories : 

groupe I : KI67 < 10% ; groupe II : 10-20%, groupe III : > 20% 
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Pour Spyratos, qui a utilisé les seuils de 10, 15, 17, 20 et 25, le seuil de 10% était le plus 

pertinent pour exclure les patientes avec des tumeurs à faible prolifération et leur éviter un 

sur-traitement avec une chimiothérapie. Par contre le seuil de 25% était le plus intéressant 

pour définir les tumeurs sensibles à la chimiothérapie (Spyratos 2002). Cette étude avait porté 

sur 185 patientes avec 53% des lésions de plus de 20 mm, 33% de lésions SBR3 et 64% 

d’absence d’atteinte ganglionnaire. Elle a comparé l’index MIB1 aux autres index de 

prolifération : phase S, compte mitotique, ploïdie et thymidine kinase index. 

 

Ainsi ce facteur a été très largement étudié sans avoir pu s’imposer comme facteur 

pronostique en pratique courante (Gradishar 2005). Son intégration en clinique dans une 

stratégie thérapeutique, ne s’est pas faite à ce jour, comme en témoigne son absence dans les 

critères retenus par les conférences de consensus de St Gallen 2003 (Goldhirsch 2003) et 2005 

(Goldhirsch 2005). Finalement, cet index se retrouve toujours dans la catégorie 2 des facteurs 

pronostiques, définie par la conférence de consensus des pathologistes américains en 1999, 

nécessitant des études robustes pour être validé (Fitzgibbons 2000). Les éléments limitant sont 

l’absence de notion de seuil clairement défini et l’absence de standardisation avec un 

programme de qualité validé. Mais l’index MIB1 n’indique finalement que le pourcentage de 

cellules dans le cycle et ne reflète qu’une donnée de la prolifération cellulaire, l’autre donnée, 

tout aussi essentielle, étant la durée du cycle cellulaire.  

 

 

3. Intérêt pronostique des AgNORs 

 

Nous avons montré que la quantification globale des AgNORs (NORtot), des cellules 

quiescentes et dans le cycle, correspondait à un facteur pronostique pour la SSM. Ceci avait 

été observé lors de notre étude préliminaire et a été ainsi confirmé dans notre étude principale 

aussi bien lors des études univariée (p = 0,006) et multivariée (p = 0,01).  

 

Nous avons également montré que la quantification des AgNORs des cellules impliquées dans 

le cycle (NORMIB+) était un élément déterminant dans la SSM (p = 0,02). Il en était de 

même pour les AgNORs des cellules quiescentes (NORMIB-) (p = 0,02). D’ailleurs ces deux 

paramètres ont été intimement corrélés (p< 0,0001), sachant que la quantité moyenne 

d’AgNORs était plus importante dans les cellules en cycle que dans les cellules quiescentes 

(20,4 versus 18,8 µm2), notion déjà mise en évidence dans notre première étude. 
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La quantité des AgNORs des cellules dans le cycle avait également une valeur pronostique 

pour la survie globale, en analyse univariée. Pour Biesterfeld, il n’était pas utile de 

s’intéresser aux AgNORs dans les cellules MIB1-, car ils sont déjà inclus dans la 

quantification des AgNORs totaux (Biesterfeld 2001). 

 

Nous n’avons pas retrouvé de corrélation entre les AgNORs et la taille histologique ni le 

grade histologique, contrairement à certains auteurs (Derenzini 2004). Par ailleurs, nous avons 

montré dans nos deux études que la valeur globale en AgNORs était indépendante de l’index 

MIB1. Ceci a également été rapportée par d’autres auteurs (Bigras 1996, Biesterfeld 2001, 

Surowiak 2004). 

 

La relation entre les valeurs des AgNORs et le pronostic de la maladie néoplasique est 

expliquée par le rôle et le fonctionnement des NORs. Dans les études in vivo et in vitro il a 

été démontré que la quantité d’AgNORs était directement liée au taux de biogénèse 

ribosomale, qui reflète dans les cellules proliférantes la durée du cycle cellulaire. Plus le cycle 

est court, plus grande est la synthèse d’ARN par unité de temps et ainsi la quantité d’AgNORs 

présents dans le nucléole (Derenzini 2004) 

 

Le premier travail sur les AgNORs dans la pathologie néoplasique a été mené en 1986, au 

sein de notre Laboratoire, par Dominique Ploton (1986). L’auteur avait démontré que, sur une 

série de tumeurs prostatiques, les cellules malignes étaient caractérisées par un plus grand 

nombre d’AgNORs pendant l’interphase, que les cellules bénignes. Cette étude a généré un 

grand enthousiasme chez les pathologistes. Une série d’études a débuté afin de démontrer la 

possibilité de distinguer les cancers des lésions bénignes, sur la base des quantités d’AgNORs 

par nucléole. Puis la valeur pronostique des AgNORs a été évaluée dans la plupart des cancers 

et ce de façon répétée. Les résultats obtenus étaient quelque peu contradictoires, aboutissant à 

une scission de la communauté des pathologistes en deux groupes. Ceux, minoritaires, 

accordant une valeur pronostique aux AgNORs et les autres contestant cet intérêt. Ainsi, 

l’utilisation des AgNORs en routine dans la pathologie tumorale est resté à un stade 

confidentiel. 
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Ce scepticisme résulte de la méconnaissance de la signification biologique des AgNORs. En 

fait, beaucoup de pathologistes se servaient de la méthode pour obtenir une information, qui 

ne pouvait être obtenue. Ainsi la quantification des AgNORs a été initialement utilisée pour 

différencier les cellules bénignes et malignes. Si dans la grande majorité des cas, la quantité 

d’AgNORs est supérieure dans les cellules néoplasiques en raison de la forte activité de 

synthèse, il existe une zone de chevauchement des valeurs rendant inutilisables les AgNORs 

pour le diagnostic de malignité. Cette distorsion comme paramètre diagnostique a entraîné un 

rejet de la technique par les pathologistes, y compris sur le versant pronostique. De plus, les 

méthodes inadaptées de visualisation et de quantification des AgNORs ont été largement 

utilisées (Derenzini, Ploton 2003).  

 

Plus de 400 études ont été publiées sur l’intérêt pronostique des AgNORs, dans pratiquement 

toutes les pathologies néoplasiques. Les résultats de la plupart de ces études ont confirmé cet 

intérêt en montrant que plus la quantité d’AgNORs était importante et plus le pronostic de la 

maladie était sombre (Derenzini, Ploton 2003). Son impact sur la survie a été comparée en 

analyse multivariée avec les autres facteurs validés, montrant ainsi son caractère indépendant. 

Les études n’ayant pas retrouvé cette valeur pronostique, présentaient des erreurs de 

méthodologie (Derenzini, Ploton 2003), soit au niveau du marquage, l’erreur la plus fréquente 

était de considérer l’ensemble du nucléole marqué comme un seul point AgNORs soit au 

niveau de la quantification des AgNORs sans utilisation d’un analyseur d’images (Nogushi 

1993, Toikkanen 1993). Ceux qui se sont servis de ce système ont souvent trouvé une relation 

entre la surface AgNOR et le pronostic des patients (Aubele 1994, Gimenez-Mas 1996, Siri 

1995). 

 

Si ces errements initiaux ont porté préjudice au développement de la technique, il faut bien 

reconnaître que celle-ci reste aujourd’hui marginale en pathologie mammaire malgré des 

améliorations techniques remarquables avec une standardisation, une rapidité de réalisation et 

un faible coût. Il en est de même au sein de notre Laboratoire, pourtant à l’origine de la mise 

au point de cette quantification des AgNORs, où elle n’est pas réalisée en pratique 

quotidienne pour la pathologie néoplasique mammaire. Rares sont les équipes qui continuent 

à travailler sur la valeur pronostique des AgNORs.  
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Parmi les paramètres AgNORs, la quantification des AgNORs totaux nous a semblé être la 

plus pertinente, au niveau du pronostic. Nos résultats vont dans le même sens que ceux 

rapportés par d’autres. Ainsi, pour Kruger la quantification des AgNORs totaux était mieux 

corrélée à l’Index Pronostique de Nottingham que la quantification des AgNORs dans les 

cellules dans le cycle, révélées par marquage au MIB1 (Kruger 2000). Cette quantification a 

été réalisée tout comme nous, par une analyse morphométrique. Il a également retrouvé une 

quantité AgNORs plus importante dans les cellules impliquées dans le cycle que dans les 

cellules quiescentes, mais sans atteindre le seuil de significativité (5,95 versus 5,62) (Kruger 

2000). Ainsi, au niveau du pronostic, c’est l’ensemble des AgNORs qui doit être pris en 

compte, aussi bien ceux dans les cellules proliférantes que quiescentes, reflétant ainsi les 

caractéristiques globales de la tumeur. 

 

Pour Derenzini, il existait une corrélation entre ce paramètre, AgNORs totaux, et la survie 

sans récidive, pour l’ensemble des 335 patientes (Derenzini 2004). Lorsqu’il a scindé cette 

population en fonction de l’atteinte ganglionnaire axillaire, il n’a retrouvé cette valeur 

pronostique des AgNORs totaux, que dans le groupe avec atteinte ganglionnaire. 

 

Néanmoins, certains auteurs n’ont pas trouvé de valeur pronostique pour les AgNORs totaux, 

mais pour les AgNORs dans les cellules MIB1 positives. C’était le cas de Biesterfeld (2001) 

qui retrouvait cette valeur pronostique pour l’index MIB1 aussi bien en univariée (p = 0,0018) 

que multivariée (p = 0,0025) et pour le paramètre AgNORs MIB+ en univariée (p = 0,0340) et 

multivariée (p = 0,0775). D’ailleurs cet auteur s’étonnait des résultats que nous rapportions 

concernant la pertinence des AgNORs totaux. Dans sa série initiale de 89 cas de cancers du 

sein, seules 67 lésions (75%) ont pu avoir le double marquage MIB1 et AgNORs, 40 patientes 

(44,9%) étaient décédées après 3 ans +/- 2 ans et l’étude multivariée n’a inclus que très peu de 

paramètres (MIB1 et AgNORs seuls) qui s’étaient révélés pertinents en analyse univariée. 

Ainsi, le stade, le grade et l’expression des récepteurs hormonaux n’avaient pas été inclus (p 

>0,01). D’ailleurs, l’auteur a appelé à la prudence dans l’interprétation des données de son 

analyse multivariée, dans laquelle il avait fixé le seuil de significativité à 0,01. 

 

Pour Tomobe, dans la pathologie néoplasique vésicale, ce sont les AgNORs dans les cellules 

quiescentes qui semblent être le meilleur indicateur d’une évolution métastatique (Tomobe 

2001). 
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Derenzini a considéré que la quantification des AgNORs s’était révélée insuffisante pour 

définir finement le pronostic (Derenzini 2004). Il a suggéré que les protéines pRb et p53, qui 

sont capables de réprimer la transcription de l’ARNr en affectant l’activité ARN polymérase I 

UBF, étaient des facteurs déterminant du pronostic. Dans la plupart des cancers, les 

mécanismes qui contrôlent la progression des cellules dans le cycle sont perturbés et les 

modifications dans les voies de pRb et p53 sont souvent responsables d’un passage incontrôlé 

des cellules au niveau de la phase charnière G1/S. Ainsi, pour Derenzini, les tumeurs 

mammaires qui présentaient une délétion ou une hyperphosphorylation du pRb (seuil à 25%) 

et une mutation du p53 (seuil à 10%), avaient un plus mauvais pronostic que les autres, à 

quantité égale d’AgNORs (Derenzini 2004). 

 

Pour les AgNORs, comme précédemment pour les MIB1, l’absence de seuil clairement 

identifié, induit un manque de clarté et participe également au manque d’intérêt observé dans 

le cancer du sein. Dans notre étude principale, le seuil retenu a été de 15 µm2  aussi bien pour 

les AgNORs dans les cellules MIB1 positives, que dans les cellules MIB1 négatives et les Ag 

NORs totaux. Ce seuil a été choisi à partir des valeurs moyennes calculées, qui se sont 

révélées être respectivement  de 20,4 µm2, 18,8 µm2 et 18,9 µm2. Ce seuil est supérieur à celui 

retenu lors de notre étude préliminaire (10 µm2) et aux seuils rapportés par d’autres 

(Derenzini 2004). Derenzini a retenu le seuil de 5 µm2, défini par rapport à la valeur moyenne 

des AgNORs de 4,12 µm2 dans son étude. Néanmoins, nous avions quand même réalisé 

l’analyse univariée avec le seuil de 10 µm2 , avec des résultats tout à fait superposables à ceux 

obtenus avec le seuil de 15 µm2. 

 

Dans notre population (n = 90), 52 patientes avaient des AgNORs totaux > 15 µm2, parmi 

lesquelles se trouvaient 13 avec une évolution métastatique, (toutes avec des NORtotaux 

supérieurs à 19 µm2), sur un total de 14 patientes métastatiques. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



  

 128

4. Intérêt pronostique du double marquage MIB1-AgNORs 

 
Estimer uniquement le pourcentage de cellules dans le cycle cellulaire, par l’index MIB1, est 

insuffisant pour décrire la croissance tumorale car elle ne donne aucune information sur le 

temps d’un cycle inter-mitotique nécessaire pour définir le taux de prolifération. Un marqueur 

supplémentaire est nécessaire pour obtenir cette information (Scholzen 2000) telle la 

quantification des AgNORs (Brugal 1995). 

 

Nous proposons ici une nouvelle technique de double marquage AgNOR-MIB1, qui peut être 

utilisée sur des cultures cellulaires et des tissus inclus en paraffine. Cette méthode est 

relativement simple à réaliser et particulièrement adaptée aux mesures de différents 

paramètres en cytométrie d’images. De plus le marquage fluorescent pour le MIB1 règle les 

problèmes rencontrés de segmentation lors des doubles marquages basés sur la peroxydase ou 

les phosphatases alcalines. Les préparations sont très stables à -20°C et nous avons obtenu des 

résultats identiques, lors de l’étude des lames, à deux ans d’intervalle. 

 

Des études ont déjà été réalisées avec un double marquage des AgNORs et du Ki67 

(Munakata 1994) ou des AgNORs associés au PCNA (Smith 1993). Ils ont montré une 

relation directe entre la quantité globale d’AgNORs et la quantité d’AgNORs dans les cellules 

impliquées dans le cycle. Néanmoins ces études n’ont pas recherché de corrélation entre ces 

constatations et le devenir des patientes. Bigras (1996) a été le premier à réaliser ce type 

d’études, en s’intéressant au devenir de 30 patients présentant un cancer du poumon chez qui 

ont été déterminés la quantité d’AgNORs dans les cellules Ki67+. Tomobe a réalisé un travail 

similaire portant sur 50 patients avec un cancer de vessie et a montré que la quantification des 

AgNORs dans les cellules MIB1+ était le facteur pronostic le plus pertinent en analyse 

multivariée (Tomobe 1999). 

 

Nous avons été les premiers à publier les résultats sur l’intérêt clinique dans le cancer du sein 

(annexe 2), du double marquage AgNORs-MIB1 et de la détermination de l’index IP tel que 

l’avait défini Brugal déterminé par le pourcentage de cellules MIB1 + x par la quantité 

d’AgNOR dans les cellules MIB1 positives (MIB1+ x AgNORMIB1+) (Brugal 1995). Il 

s’agissait de notre étude préliminaire d’une population hétérogène, au cours de laquelle nous 

avons évalué l’intérêt pronostique de l’index MIB1, les AgNORs et la combinaison des deux 

paramètres.  
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Nos résultats ont principalement montré que l’index MIB1 n’était pas corrélé au pronostic, 

alors que les AgNORs totaux, les AgNORs dans les cellules MIB1+ et MIB1-, et l’index de 

prolifération étaient fortement corrélés au pronostic. Les plus pertinents ont été les AgNORs 

totaux et le l’index de prolifération.  

 

Les résultats de notre deuxième étude avec double marquage MIB1-AgNORs sont venus 

confirmer ces résultats préliminaires, malgré une méthodologie, une étude statistique et une 

population tout à fait différentes. En effet, l’index MIB1 s’est révélé significatif uniquement 

en analyse univariée pour la survie globale. Les AgNORs totaux et l’index de prolifération IP 

ont vu leur statut de facteur pronostique indépendant, confirmé par l’analyse multivariée, pour 

la SG et la SSM  pour les AgNORs et pour la SG pour l’index IP200. Par ailleurs, il existait 

une corrélation entre l’IP 200 et la quantité totale d’Ag NORs (p<0,001). Il en était de même 

avec la quantité d’AgNORs dans les cellules quiescentes (p = 0,002) 

 

Sirri avait montré que les cellules en phase S ou G2 voyaient leur quantité d’AgNOR 

multiplié par 3.04 par rapport aux cellules en G1 (Sirri 1995). Il devenait donc logique de 

supposer que les tumeurs avec une fraction de croissance importante associée à une grande 

vitesse de cycle peuvent avoir une tendance marquée à développer des métastases. Nous 

avons pu valider cette hypothèse au cours de ce travail  

 

Biesterfeld (2001) a abouti aux mêmes conclusions avec une valeur pronostique sur la survie 

globale de l’IP, mais également de ses deux composantes, l’index MIB1 et les AgNORs dans 

les cellules MIB+, en analyse univariée avec un seuil de significativité p <0,05, et multivariée 

avec un p < 0,10. Les valeurs rapportées pour l’IP, par Biesterfeld, sont bien en deçà des 

nôtres, dû aux AgNORs MIB+, puisque la moyenne de l’index MIB1 est légèrement 

supérieure dans sa série à la nôtre, 10,8 versus 9,1. Pour nous, la moyenne de l’IP était de 

185,2 et la médiane de 132,9, alors que pour cet auteur, les chiffres étaient respectivement de 

89,9 et de 67,8. Biesterfeld a préconisé la détermination des AgNORs uniquement dans les 

cellules MIB+ afin de déterminer l’index IP. Par contre il n’a pas défini de seuil pour cet 

index préférant la combinaison de ses deux composantes pour définir 4 sous groupes à 

l’évolution différente, comme nous l’avons fait dans notre première étude.  
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Nous avons montré dans notre deuxième étude que l’IP avec des seuils à 100 et 200 étaient 

tous deux discriminants pour la survie globale (p = 0,02 et p < 0,0001) et pour la survie sans 

métastase (p = 0,05 et 0,0001) mais avec une performance nettement plus marquée pour 

l’IP200. Dans notre analyse multivariée, nous n’avons inclus que l’IP avec le seuil 200.  

 

Dans notre population, 33 patientes (36,6%) avaient un IP > 200, parmi lesquelles 11 ont 

développé des métastases. Les 3 autres patientes métastatiques avaient toutes un IP < 100. 

 

 

5. Intérêt pronostique de HER2 

 

En 1987, Slamon a identifié pour la première fois HER2 comme facteur de mauvais pronostic 

dans le cancer du sein (Slamon 1987). Dans une population présentant des ganglions axillaires 

envahis, l’amplification d’HER2 était corrélée de manière significative à une diminution de la 

survie sans récidive et de la survie globale, aussi bien en analyse univariée que multivariée. 

La survie médiane était doublée chez les patientes au statut HER2 négatif par rapport à celles 

présentant un statut HER2 positif, respectivement 6 ans et 3 ans. 

 

Par la suite, d’autres auteurs ont montré une association entre le statut HER2 positif et une 

progression tumorale plus rapide, une augmentation du potentiel métastatique, un taux de 

récidive plus élevé, un temps de rechute plus court et une diminution de la survie (Benz 

1993). 

 

Des bases rationnelles biologiques ont été fournies pour étayer ce concept. Des études 

réalisées in vitro ont montré que la modification du génotype apportée par l’amplification 

HER2 jouait un rôle clé dans la carcinogenèse et le potentiel métastatique. La transfection de 

copies multiples du gène HER2 au niveau des cellules de cancer du sein MCF7 exprimant de 

faibles taux d’HER2 ont entraîné une sur expression d’HER2 et des caractéristiques de 

croissance plus agressives. Ces effets ont été reproduits et démontrés au niveau de plusieurs 

types de lignées cellulaires (Benz 1993). 

 

Ainsi, l’oncoprotéine HER2 a fait l’objet de nombreux travaux au niveau des 3 versants : 

comme facteur pronostique, pour sa valeur prédictive de l’efficacité des traitements 
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systémiques hormonaux ou chimiques et comme guide à la thérapeutique spécifique. Pour 

Volpi, seul ce dernier paramètre est déjà validé (Volpi 2003).  

 

Pour Denoux, bien que son caractère pronostique soit bien établi, surtout dans les N+, c’est le 

rôle prédictif de la surexpression d’HER2 qui semble être le plus utile au clinicien pour ses 

choix thérapeutiques (Denoux, 2003). Le tamoxifène rencontrerait des résistances chez les 

patientes présentant une surexpression d’HER2, les chimiothérapies à base d’anthracycline 

seraient plus efficaces que les traitements avec cyclophosphamide, méthotrexate et 

fluorouracile, taxane plutôt qu’anthracycline chez ces mêmes patientes et surtout le 

trastuzumab qui ne peut être efficace qu’en cas de surexpression 3+ par IHC ou 

d’amplification recherchée du gène par FISH ou CISH (Schmidt 2005). 

 

Dans la troisième partie de notre travail, nous avons ainsi souhaité inclure le statut HER2 

comme paramètre pronostique, pour en évaluer l’impact. Nous avons donc recherché 

rétrospectivement la surexpression d’HER2 par IHC uniquement. La particularité de notre 

population était l’absence d’atteinte ganglionnaire, ce qui n’avait pas été souvent étudié.  

 

Notre taux de tumeurs surexprimant HER2 à 3+ a été de 10%, ce qui est légèrement en deçà 

des taux habituellement rapportés et qui variaient entre 15 et 30% (St Paul de Vence 2005). Il 

est néanmoins proche du taux de 10,9% rapporté par Huang, chez les 1362 patientes (Huang 

2005)  et de 14% rapporté par Trudeau chez 425 patientes, avec et sans atteinte ganglionnaire 

dans les deux études (Trudeau 2005). Le taux de surexpression à 2+, considéré comme un 

indicateur de dérive technique a été pour nous de 12,2%, conforme aux recommandations 

internationales de bonnes pratiques qui fixaient ce taux aux alentours de 10 à 20% (St Paul de 

Vence 2005). 

 

Nous sommes arrivés à montrer que la surexpression à 3+ d’HER2 était un élément 

pronostique à la limite de la significativité, lors de l’étude univariée. En étude multivariée, 

cette surexpression apparaissait comme un paramètre pertinent et indépendant, au niveau de la 

survie globale. Lorsque l’analyse multivariée incluait un index de prolifération tels les 

AgNORs totaux ou IP 200, la surexpression d’HER-2 perdait son caractère indépendant. 

 

Nos résultats ont été ainsi conformes à ceux rapportés, dans la littérature, par la majorité des 

études. Parmi les 81 études répertoriées par Ross (2003), incluant 27 161 patientes, 73 (90%) 
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représentant 25 166 patientes (92%) ont montré un plus mauvais pronostic en cas de 

surexpression d’HER2, en analyse univariée ou multivariée. Dans 52 études parmi les 73 

(71%), la surexpression d’HER2 était un facteur pronostic indépendant des autres, lors de 

l’analyse multivariée. Dans 13 études (16%), ce n’était pas le cas, la valeur pronostique n’était 

retrouvée qu’en étude univariée. Dans 8 études, l’analyse multivariée n’a pas été réalisée 

(Ross 2003). Dans 8 études (10%), comprenant 1995 patientes, il n’existait aucune corrélation 

entre le statut HER2 et le pronostic. Parmi elles, 5 études (63%) ont utilisé l’IHC pour 

détecter la surexpression d’HER2 sur des tissus inclus en paraffine, 2 (25%) ont utilisé 

l’analyse par Southern Blot, et une (13%) a utilisé la RT-PCR. 

 

Volpi dans une vaste étude incluant uniquement des patientes sans atteinte ganglionnaire (n = 

529) et sans traitement systémique, ni hormonal ni chimiothérapie, a trouvé que la 

surexpression d’HER-2, déterminée par IHC comme dans la grande majorité des études, 

n’était pas corrélé au pronostic. Pour Volpi, ce facteur devenait pertinent lorsqu’il était 

appliqué à une population avec un haut index de prolifération, l’index de la Thymidine 

marquée dans son étude, permettant ainsi de définir un sous-groupe à haut risque de rechute et 

pour lequel un traitement systémique pourrait être retenu (Volpi 2003). 

 

Certains auteurs, pour expliquer les résultats contradictoires rapportés, ont estimé que la 

valeur pronostique de la surexpression d’HER2 était dépendante de la méthode utilisée pour 

mettre en évidence cette surexpression , la méthode FISH se révélant supérieure à IHC, pour 

les patientes sans atteinte ganglionnaire. 

 

Ainsi, Schmidt (2005) a réalisé une étude rétrospective sur une population de 101 patientes, 

sans atteinte ganglionnaire, ni traitement systémique adjuvant, chimiothérapie ou 

hormonothérapie. Il a recherché la surexpression d’HER2 par IHC et par FISH, qui était 

présente dans respectivement 20% et 17%. Cet élément recherché par IHC ne s’était révélé 

pertinent qu’en étude univariée et de façon un peu limite (p = 0,059 pour la DFS). En étude 

multivariée, la surexpression d’HER2 uniquement déterminée par FISH s’était montrée 

comme étant un facteur pronostique indépendant, aussi bien pour la survie sans récidive que 

pour la mortalité par cancer. Schmidt a également réalisé ses calculs en intégrant les patientes 

2+ en IHC / FISH+, sans arriver à retrouver un intérêt pronostique lors de l’analyse 

multivariée. Pour cet auteur, la méthode FISH était la méthode de référence malgré son 

caractère plus coûteux en argent et en temps, ce qui est déjà le cas aux Etats-Unis. 
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6. Intérêt pronostique des emboles vasculaires péritumoraux 

 

De nombreuses études ont montré une valeur péjorative à l’invasion vasculaire constatée dans 

la pièce opératoire, notamment chez les patientes sans atteinte ganglionnaire (De Mascarel 

1998, Hansen 2000, Colpaert 2001, Westenend 2005, Trudeau 2005). Cette invasion 

vasculaire doit être à distance de la tumeur principale et son évaluation reste encore très 

opérateur dépendant (Fitzgibbons 2000). Néanmoins Trudeau a rapporté une concordance de 

90% entre les pathologistes de leur structure (2005). Hayes (2005) a considéré que la 

reproductibilité était faible, et constituait le principal frein à son utilisation en pratique 

quotidienne. Dans certaines études, ce critère n’a jamais été retenu comme facteur 

pronostique (Neville 1992) ou n’a pas été intégré dans l’analyse multivariée (Colpaert 2001). 

 

Nous avons observé un taux de 13,3% de lésions avec des emboles lymphatiques alors que 

Trudeau a rapporté un taux de 26% dans le sous groupe sans atteinte ganglionnaire (2005), 

sans différencier les emboles sanguins et lymphatiques. 

 

Nous avons montré dans notre étude principale, qu’il s’agissait d’un facteur pronostique 

pertinent aussi bien en étude univariée et multivariée que sur la survie sans métastases et la 

survie globale. Nos résultats viennent confirmer ceux rapportés par Westenend (2005) pour 

les patientes sans atteinte ganglionnaire et par Trudeau (2005) pour une population avec et 

sans atteinte ganglionnaire. Pour cette dernière équipe, la présence d’emboles a été associée à 

une récidive plus rapide (p < 0,001) et à une mortalité par cancer plus importante (p = 0,0046) 

aussi bien pour l’analyse univariée que multivariée (Trudeau 2005).  

 

L’invasion lymphatique fait déjà partie des indications de chimiothérapie pour cette 

population au Canada (The steering comittee 1998). A la conférence de Consensus de St 

Gallen 2005, l’existence d’emboles vasculaires péri-tumoraux, a été retenu comme facteur 

imposant une chimiothérapie, classant ainsi les patientes dans le groupe à risque intermédiaire 

(Goldhirsch 2005). 
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Une meilleure appréciation de l’agressivité des tumeurs mammaires est encore nécessaire afin 

de réserver l’administration des drogues cytotoxiques aux patientes qui en tireront un bénéfice 

certain. Actuellement nous sommes tout à fait conscients que nous sur-traitons les patientes, 

faute de marqueurs pronostiques performants.  

 

Une homogénéisation des pratiques est recommandée, avec notamment l’instauration de 

« réunions de concertation pluridisciplinaire» réunissant les différentes compétences afin de 

décider de la stratégie thérapeutique à mettre en place. La rédaction d’un thésaurus commun 

par les acteurs régionaux est également recommandée.  

 

Dans le cancer du sein, les éléments utilisés en pratique courante pour décider d’une 

chimiothérapie adjuvante, sont ceux définis lors de la conférence de consensus de St  Gallen 

de 2003 : l’âge inférieur à 35 ans, la taille histologique de la lésion infiltrante de plus de 20 

mm, le score de SBR au delà de 1, l’absence d’expression des récepteurs hormonaux aux 

estrogènes et/ou à la progestérone et l’atteinte ganglionnaire axillaire (Goldhirsch 2003). 

Depuis peu les conclusions de la conférence de St-Gallen 2005 ont été publiées intégrant les 

emboles lymphatiques et la surexpression d’HER2 dans les critères pronostiques (Goldhirsch 

2005). 

 

D’autres analyses sur la tumeur sont réalisées systématiquement dans notre Laboratoire : la 

recherche d’emboles lymphatiques et d’une surexpression de HER2, la détermination du 

pourcentage de cellules marqués par le MIB1 et de la ploïdie avec la recherche de clones 

minoritaires. Néanmoins, toutes ces informations restent inexploitées et orphelines, sans 

impact sur la stratégie thérapeutique. Elles sont parfois utilisées dans des cas un peu limite, 

afin de décider d’une éventuelle chimiothérapie. Dans notre travail, nous nous y sommes 

intéressés avec deux fils conducteurs : d’une part, l’intérêt pronostique de la ploïdie et plus 

particulièrement la détection de clones minoritaires par cytométrie d’images et d’autre part, le 

double marquage par le MIB1 et les AgNORs permettant ainsi de définir un nouvel index de 

prolifération.  

 

Au cours de la dernière décennie, l’étude de la ploïdie a connu d’importants développements 

avec l’utilisation d’analyseurs d’images automatisés, permettant aux pathologistes d’étudier 

sur un seul échantillon, de façon rapide, l’hétérogénéité intra-tumorale. L’utilisation de la 
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cytométrie d’images a permis de réaliser une analyse plus étendue des cellules, de déterminer 

l’existence de clones minoritaires et d’éviter les artéfacts. Cette étude a gagné en précision.  

 

Nous avons ainsi montré que la détection de clones minoritaires n’était possible dans plus de 

la moitié des cas que grâce à cette technologie. Nous avons également montré que 

l’aneuploïdie au sens large (non diploïde) était un facteur de mauvais pronostic, au niveau de 

la survenue de métastases. Néanmoins, nous avons constaté comme d’autres équipes, que la 

détermination concomitante d’index de prolifération et leur inclusion dans l’analyse 

multivariée, occultait complètement ce facteur « aneuploïdie ».  

 

La détection des rares cellules ou clones à contenu de plus de 5c ADN qui nous avait semblé 

être pertinente lors de notre étude préliminaire, s’est finalement révélée sans impact 

pronostique dans notre population sans atteinte ganglionnaire.  

 

La recherche d’une combinaison de plusieurs paramètres au niveau cellulaire, notamment 

dans les cellules aneuploïdes, comme proposé par Shackney (2004), pourrait être un axe de 

recherche intéressant.  
    

L’index MIB1 indique le pourcentage de cellules impliquées dans le cycle. Sa détermination 

isolée apporte une information intéressante mais sans réelle application dans la stratégie 

thérapeutique. Sa place dans l’avenir, pourrait être de remplacer, le compte mitotique en 

fournissant une donnée fiable et reproductible, plus facilement contrôlable par les indicateurs 

de qualité, et incorporable dans un score pronostique. Cet index a une place de choix dans 

l’étude des prélèvements biopsiques de petite taille, qui ne permettent pas de déterminer un 

index mitotique ou une phase S fiables (Caly 2004).  

 

En revanche il s’agit d’un index essentiel pour le calcul de l’index de prolifération tel que l’a 

défini Brugal et que nous avons repris et appliqué dans notre travail. Ceci implique la 

détermination de l’index MIB1 pour l’ensemble de la population cellulaire et la quantification 

des AgNORs dans les cellules MIB1 positives.  

 

Les AgNORs ont bénéficié ces dernières années d’améliorations techniques importantes en 

devenant applicables sur des préparations formolées et en permettant le calcul de leur surface 

plutôt que le compte de points, grâce à des analyseurs d’images. Nous avons montré l’intérêt 
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pronostique de la détermination des AgNORs totaux. Pourtant cette technique mise au point 

dans notre Laboratoire, n’est plus réalisée en pratique courante dans la pathologie néoplasique 

mammaire. Sa réintroduction nous semble pertinente, même s’il reste à définir le seuil 

pronostique optimal. 

 

Dans ce travail, nous avons décrit une nouvelle technique permettant de quantifier les 

AgNORs dans les cellules MIB1 positives. Il s’agit d’une méthode adaptée à l’étude 

cytométrique par analyseur d’images. Ceci nous a permis de déterminer l’index de 

prolifération IP = MIB1+ x AgNORsMIB+. Nous avons montré qu’il était corrélé à la survie 

globale en analyse multivariée et que le seuil à 200 était le plus pertinent. Pour la survie sans 

métastase, l’IP 200 garde une très forte valeur pronostique (p = 0,0001) en analyse univariée. 

Mais ce facteur n’est pas indépendant des autres facteurs (p=0,09), notamment par rapport à la 

quantité totale d’AgNORs qui semble être plus pertinent lors de l’analyse multivariée (p = 

0,01). 

 

La quantification des AgNORs totaux et la détermination de l’index de prolifération 

fournissent chez les patientes sans atteinte ganglionnaire, une information pronostique 

supplémentaire, pouvant être intégré dans un schéma décisionnel de chimiothérapie 

adjuvante. 
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Résumé 

Dans ce travail, nous avons testé deux hypothèses concernant le pronostic du cancer du sein. La première 

reposait sur l’idée que le pronostic pourrait être lié à l’importance du clone cellulaire le plus agressif, à haut 

contenu en ADN, mesuré par analyse d’images automatique. La seconde hypothèse était que le pronostic 

pourrait être affiné par la détermination d’un nouvel index de prolifération (IP) prenant en compte le pourcentage 

de cellules dans le cycle et la vitesse de prolifération. Ces deux paramètres ont été quantifiés par analyse 

d’images après marquage par l’anticorps MIB1 (marquant les cellules dans le cycle) et par la réaction 

cytochimique des Ag-NORs (mesure de la durée du cycle). L’IP a été obtenu en multipliant le pourcentage des 

cellules MIB1 + par la quantité des Ag-NORs dans ces mêmes cellules. 

Deux études préliminaires ont permit de valider chacune une hypothèse. Afin de vérifier la validité de ces 

hypothèses sur un nombre de cas plus important, nous avons entrepris une étude sur une population homogène (n 

= 90), à faible risque de récidive (pN0, sans chimiothérapie). La détection de clones à contenu de plus de 5c 

ADN s’est révélée sans impact pronostique. A l’opposé, nous avons montré que la survie globale était corrélée à 

l’IP et que le seuil de 200 était le plus pertinent. Pour la survie sans métastase, l’IP 200 gardait une très forte 

valeur pronostique en analyse univariée. Mais ce facteur n’était pas indépendant de la quantité totale d’AgNORs 

qui semblait être plus pertinente. La quantification des AgNORs totaux et la détermination de l’IP ont ainsi 

fourni une information pronostique pertinente supérieure à celle des facteurs classiquement utilisés. 

 

Mots clés : tumeur du sein, pronostic, prolifération cellulaire, cytométrie d’image, ploïdie. 

 

 

Summary 

Our aim was to test two hypotheses concerning the prognosis of breast cancer. The first one was that the 

prognosis could be related to the most aggressive stemlines, identified with their high DNA content measured by 

using a semi automatic image analyser. The second hypothesis was that the prognosis could be increased by 

using a new proliferation index (PI index) based both on the percentage of proliferating cells and on the duration 

of the cell cycle. These two parameters were quantified by using image analysis after the labelling of tissue 

sections, firstly, with the MIB1 antibody (revealing only cells out of G0 phase) and, secondly, with the 

cytochemical Ag-NOR staining (directly linked to the rapidity of cell proliferation). PI index was obtained by 

multiplying the percentage of MIB1 positive cells with the quantity of Ag-NORs within the same cells. 

Two preliminary studies validated each hypothesis. In order to check the usefulness of these parameters, we 

worked on more homogeneous population (n = 90) with a low risk of recurrences (node negative patients 

without chemotherapy). Presence of 5c exceeding cells was not correlated to overall survival (OS) or to disease 

free survival (DFS). In multivariate analysis, no factor related to the ploidy was independent. We demonstrated 

that PI was correlated to OS in multivariate analysis and that the cut-off at 200 was the most interesting one. For 

DFS, PI 200 conserved its high prognostic value in univariate analysis and the global quantity of AgNORs 

seemed to be more discriminative in multivariate analysis. Relatively to classical markers, AgNORs 

quantification and PI bring supplementary information in node negative patients. 

 

Key words : MIB1, AgNORs, cell proliferation, image cytometry, cancer prognosis, breast 


