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RESUME

Buts : Evaluer les données de la littérature concernant l'intérét
diagnostique, pronostique et le réle dans I'évaluation de la réponse
au traitement du Ki-67 dans les cancers du sein(CS).

Méthodes : Une revue systématique a été réalisée en se référant
au moteur de recherche de la National Library of Medicine
(PubMed) entre janvier 2015 et mars 2015 en utilisant les mots clés:
Breast cancer , Ki-67 , prognosis , proliferation , chemotherapy,
adjuvant, neoadjuvant,

hormonotherapy

Résultats : Le Ki-67, évalué par immunohistochimie (IHC), est
utilisé en routine comme marqueur de l'activité proliférative des CS
pour la classification immunohistochimique, essentiellement pour
différencier les luminaux A et B avec un cut-off de 14%, intervenant
dans les indications ou non de la chimiothérapie adjuvante. Il a
également un réle dans I'évaluation de la réponse aux thérapies
médicales néoadjuvantes par chimio, hormonothérapie et ou
thérapie ciblée. Une expression élevée du Ki-67 supérieure a 20%,
plus fréquente en cas de CS her 2 + ou triple négatif, traduit un
moins bon pronostic mais également un taux de réponse compléte
clinique/histologique (pCR) plus élevé apres chimiothérapie
Conclusion: L'évaluation IHC du taux de Ki-67 reste pratiquée
dans les pays sans plateformes bimoléculaires et aide aux
indications de traitements médicaux adjuvants et néoadjuvants,
bien qu’elle souffre d'insuffisances techniques.

Mots-clés

Cancer, sein, histologie, immunohistochimie, Ki 67, expression,
taux, pronostic, indications, chimiothérapie, adjuvante,
néoadjuvante, hormonothérapie
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SUMMARY

Aim : To evaluate the literature data about diagnostic value, prognosis
value and interest in follow-up of Ki-67 antibody after treatment for
breast cancer.

Methods: We performed a literature search in pubmed using the key-
words : Ki-67, anti-Ki-67, breast cancer, prognosis, proliferation,
chemotherapy, hormone therapy.

Results: Ki-67 is routinely used as a static marker of proliferative
activity and in follow-up-monitoring before and after treatment by
chemotherapy and more recently hormonotherapy. Ki-67 was also
used at a cut-off of 14% to differentiate between luminal A and B
breast cancers. A high Ki-67 expression is probably related to a poorer
prognosis but also a better response to neoadjuvant chemo and/or
targeted therapy. More recently, genomic analysis is more reliable to
classify the molecular breast cancer subtypes avoiding the possible
cases of discordant Ki-67 rate. Ki-67 is also interesting in predicting
histological response to neoadjuvant chemo and hormone therapy.
Conclusion: Ki-67 evaluated by immunohistochemistry is important
in routine in countries without bimolecular plateforms despite
technical insufficiencies. When available, genomic grading is better to
classify molecular subtypes and determine breast cancer prognosis in
adjuvant and neoadjuvant setting.

Key-words
Ki67 antibody, breast cancer, prognosis, proliferation, chemotherapy,
hormone therapy, targeted therapy.
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Le cancer du sein (CS) est la premiere tumeur maligne chez la femme,
avec un nombre de cas incidents recensés dans le monde de 1 million
400000 en 2012 et de 2000 cas en Tunisie (1-2). Dans notre pays,
l'incidence standardisée a doublé depuis 1994, passant de
16,7/100000 a plus de 30/100000 actuellement, avec des prédictions
de doublement dans les 15 ans a venir. (3)

Si le pronostic s'est nettement amélioré dans les pays occidentaux du
fait de la prédominance de cas infracliniques / infracentimétriques
générés par le dépistage, la majorité des cas détectés en Tunisie le
sont a des stades de tumeurs palpables avec une taille moyenne
clinique supérieure a 3cm (2). La taille tumorale clinique/histologique
est un des maillons essentiels avec le grade histologique,
I'envahissement ou non des ganglions axillaires et le statut de
oncogene Her 2 neu, pour indiquer les traitements
adjuvants/néoadjuvant par chimiothérapie (CT) / hormonothérapie
(HT) (1). Le Ki-67 comme marqueur de la prolifération cellulaire, fait
partie de la batterie figurant dans le compte-rendu
anatomopathologiste d'un CS (1). Ce travail se propose d'analyser
I'apport du Ki-67 dans le diagnostic initial, la classification moléculaire,
la prédiction de la réponse aux traitements médicaux par CT, HT ou
thérapies ciblées et le pronostic.

DEFINITION ET HISTORIQUE

Le Ki-67 est un géne codant pour une protéine nucléaire non-histone
de 395 KD (numéro d'accession P46013), décrit en 1983 par Gerdes
a partir d'un modéle monoclonal d'immunisation de souris par injection
de noyaux de cellules tumorales d’'une maladie de Hodgkin (4).
L'expression du Ki-67, variable en fonction des différentes phases du
cycle cellulaire, est nulle en GO, faible lors des phases S, G1 et G2 et
plus élevée en avec un pic en M (4). Bridger et al (5) ont attribué son
role prolifératif & sa localisation au niveau de sites extranucléaires au
cours de la phase précoce de G1 alors que Mac-Callum et al (6)
suggerent plutdt un réle structural du Ki-67 dans le nucléole basé sur
sa capacité a interagir avec d'autres protéines et a se lier & I'ARN et
I'ADN.

METHODES DE MESURE DU KI-67

Le niveau d'expression cellulaire du Ki-67 est détectable par des
méthodes  d'immunohistochimie ~ (IHC)  (figure 1) et
d’immunofluorescence (IF), 'HC étant la plus utilisée en routine. Les
mesures sont faites a partir du MIB-1, relativement ancien, et plus
récemment en utilisant le SP6, du fait de son applicabilité directe pour
I'analyse de I'image (7). En routine, le Ki-67 est recherché sur coupes
paraffinées avec I'anticorps MIB-1 et son taux calculé en évaluant le
pourcentage du marquage nucléaire de 1000 cellules tumorales, soit
100 cellules/10 Grands Champs (GC), avec un seuil de positivité
supérieur a 5%. Les difficultés techniques du grading du Ki-67 sont
représentées par la nécessité d’avoir une surface de 2 mm2
correspondant @ 10 GC pour estimer I'index mitotique, cet examen
devenant plus délicat sur des prélévements biopsiques.

De plus, la taille des champs est variable selon les oculaires des
microscopes. Dans les CS, ce facteur limitant a été controlé par des
criteres d’ajustement (8). Toutefois, la mesure de l'indice du Ki-67 peut
paraitre subjective, lecteur-dépendante et peu reproductible, ayant
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conduit certains auteurs a utiliser des outils informatisés de mesure
qui restent trop colteux pour l'usage en routine.

Figure 1 : Immunomarquage ki67

Evaluation du Ki-67 sur piéces de micro-biopsie mammaire

Une corrélation significative a été établie entre le taux de cellules
positives exprimant le Ki- 67 et l'index mitotique en histologie de
routine. Le Ki-67 a une valeur prédictive élevée , du fait de son
expression au cours de toutes les phases actives du cycle cellulaire ;
supérieure aux autres marqueurs de prolifération sur les microbiopsies
chez les patientes traitées par chimiothérapie néoadjuvante (9-10-11).
La détermination du Ki-67 est plus fiable sur les biopsies mammaires
que sur les piéces opératoires en raison des phénoménes
ischémiques et des dommages hypoxiques induits par I'apoptose
cellulaire elle-méme induite par la chirurgie sur la piece de résection
(12)

Valeur diagnostique et pronostique du Ki-67 dans les cancers du sein
Les CS exprimant un niveau de Ki-67 >5% sont réputés de plus
mauvais pronostic avec un risque plus élevé de rechute et de déces,
d'aprés 2 méta-analyses récentes ayant porté sur 12 000 et plus de 32
000 patientes (13-14). Des niveaux élevés de marqueurs
biomoléculaires indiquant une prolifération tumorale rapide sont ainsi
considérés comme des facteurs aggravants le pronostic d'un CS (15-
16-17). Ces études ont démontré une corrélation statistiquement
significative entre le taux de cellules positives au Ki-67, le grade
nucléaire, le taux de mitoses et les survies globale et sans maladie
(DFS) en analyse uni et multivariée (15). De méme, les CS avec Ki-67
> 14% au niveau des cellules tumorales ont un risque de récidive
locale ou de métastases plus élevé, impactant sur les survies globale
et sans progression (18). Ce cut-off de 14% a conduit a la
discrimination entre CS moléculaires luminaux A et B par Chang et al
qui ont utilisé la combinaison du taux de Ki-67, de I'expression des
récepteurs hormonaux et du statut HER 2 neu (19). Cette classification
IHC distingue selon le taux de Ki-67, deux catégories de CS
hormonodépendants :



* Le sous-type luminal A (CSLA) est caractérisé par une expression
élevée des récepteurs aux estrogénes et un Ki 67 <14%.

* Le Sous-type luminal B (CSLB) est caractérisé par une expression
faible ou modérée des récepteurs aux cestrogénes et un Ki-67 > 14%.
Ce sous- type présente a un taux plus élevé de mutations du géne p53
et peut avoir ou non une surexpression de I'oncogéne Her 2 neu.

Les CSLA et B Her 2 (-) ont des chances plus élevées de guérison,
avec cependant une différence pronostique entre les 2 catégories,
fixée par le cut-off du Ki-67 différent, liée a des taux de réponse
différents aux traitements médicaux et une indolence des CSLA (19).
Les scores de rechute, disponibles dont celui du National Surgical
Adjuvant Breast Project (NSABP), validé sur de grandes séries
mulitcentriques, précise mieux la différence pronostique entre CSLA a
faible risque et B a risque plus élevé (20). En pratique, un risque faible
pour les CSLA peut parfaitement justifier une HT seule en adjuvant,
alors que les CSLB recevront souvent en adjuvant une association de
CT et HT. Le Ki-67 a été inclus depuis 2009 dans le panel des
marqueurs de prolifération des guidelines de Saint Gallen en
considérant les CS plus agressifs, en cas de taux >14% (21). Lors de
la conférences de St Gallen de 2011, 69% des experts ont retenu
lindication d'une CT adjuvante dans un CS sans atteinte ganglionnaire
axillaire en cas de Ki-67 >14% (22). Les algorithmes de calculs de
risque comme Adjuvant Online 1 et la classification de Saint-Gallen,
basés sur les facteurs histopronostiques classiques sont a la
disposition du clinicien pour calculer le bénéfice d'un traitement
adjuvant mais ils sont aussi pris en défaut dans certaines situations,
notamment en ne discriminant pas au sein du groupe des patientes a
faible risque.

Tableaux (1 et2)

Tableau 1: Classification des soutypes selon Saint Gallen 2013 (21)

INTRINSIC SUBTYPE CLINIC-PATHOLOGIC SURROGATE DEFINITION
Luminal A Luminal A-like
All of :
ER and PgR positive
HER2 negative
Ki-67 “low”
Recurrence risk “low” based on
Multi gene expression assay (if available)

Luminal B Luminal B-like (HER2 negative)
ER positive
HER2 negative
And at least one of:
Ki-67 “high”
PgR “negative or low”
Recurrence risk “high” based on
Multi gene expression assay (if available)

Luminal B-like (HER2 positive)
ER positive
HER2 over expressed or amplified
Any Ki-67
Any PgR
Erb-B2 overexpression “HER2 positive (non luminal)”
HER?2 over expressed or amplified
ER and PgR absent
Basal like Triple negative (ductal)
ER and PgR absent
HER2 negative
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Tableau 2: Les recommandations thérapeutiques selon Saint Gallen 2013 (21)

SUBTYPE Type of therapy

Luminal A-like Endocrine therapy is the most critical

intervention and is often used alone
Luminal B-like (HER2 negative) Endocrine therapy for all patients,
cytotoxic therapy for most
Luminal B-like (HER2 positive) Cytotoxics+ anti HER2+endocrine
therapy

HER2 positive (non luminal) Cytotoxics+ anti HER2

Triple negative (ductal) Cytotoxics
Special histological types

A. Endocrine responsive
B. Endocrine non responsive

Endocrine therapy
Cytotoxics

Ki-67 et évaluation de la réponse aux thérapies néoadjuvantes
Le Ki-67 a été testé pour évaluer la réponse aux traitements médicaux
néoadjuvants par CT(CNA) et ou TC et son rdle prédictif et
pronostique. Une récente étude rétrospective a analysé I'évolution du
taux de Ki 67 aprés CNA pour des CS localement avancés. La
persistance d'un Ki-67 élevé semble étre un facteur pronostique
négatif pour la survie sans progression en analyse univariée (23). Une
autre étude (24) ayant porté sur 220 patientes ayant un CS de stade
[I-1Il a mis en évidence la valeur pronostique favorable d’une baisse du
taux de Ki-67 sous CNA. La valeur initiale du Ki-67 était
marginalement associée & la survie sans progression et non corrélée
avec la survie globale.

L'étude des facteurs biologiques tissulaires a permis d'évaluer la
sensibilité¢ tumorale au traitement médical. Le Ki-67 qui est
actuellement I'un des principaux facteurs prédictifs de la sensibilité a
la chimiothérapie et a 'hormonothérapie. (9-10-11). La CNA peut
induire une réponse histologique compléte dans les tumeurs primitives
du sein et les ganglions lymphatiques axillaires dans environ 15% des
patients inopérables. Seule la réponse histologique compléte confére
un avantage de survie (25-26) d’'ou I'importance d’une détection ou de
la prédiction rapide d’une résistance a la chimiothérapie néoadjuvant.
Cest dans ce contexte que la diminution du Ki-67 constitue un
biomarqueur prédictif témoin de I'efficacité thérapeutique notamment
au décours de la chimiothérapie néoadjuvante vu qu'il a été démontré
qu'une activité proliférative importante est corrélée a une meilleure
réponse a la chimiothérapie néoadjuvante. Une étude frangaise
réalisée par Petit et al publiée en 2003 (27) a évalué la valeur
prédictive du grade SBR, des récepteurs hormonaux; de la
prolifération des cellules tumorales évaluées par le Ki-67, HER-2 et de
la topoisomérase Il alpha chez 119 patientes suivies pour un cancer
du sein trait¢ par chimiothérapie néo-adjuvante a base
d'anthracyclines. En analyse multivariée, le Ki-67 >20% et I'absence
d'expression des RH étaient des facteurs prédictifs d’'une réponse
complete clinique et histologique. Un haut grade SBR de la tumeur
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était un facteur prédictif d'une réponse complete histologique. La
surexpression ou l'amplification de HER2 et la positivitt de la
topoisomérase | alpha ne sont pas prédictives de la réponse. Une
autre étude Néerlandaise réalisée en 2003 par Faneyte (28) a conclu
que seul la baisse d'expression du Ki-67 était un indicateur de
I'efficacité de la chimiothérapie a base d'antracyclines. Une étude
multicentrique publiée par Penault-Llorca en 2009 (9) a rapporté la
valeur prédictive de la réponse a la CT adjuvante comportant du
docétaxel du Ki-67, avec une survie meilleure chez les patientes RE+.
Dans une autre étude ayant concerné la CNA, un meilleur taux de
réponse était observé avec un cut-off & 14%. Selon une étude
Japonaise (29) le taux initial de Ki-67 a une valeur prédictive du taux
de pCR, surtout pour les tumeurs luminales, meilleure en cas de Ki-67
a 43 vs 28%. Parmi les 1166 patientes de I'essai de CNA Gepartrio
(30) les taux de pCR étaient de 4,2% vs 12,8% vs 29% en cas de Ki-
67 initial <15%, de 15-35% ou > 35%. Le risque de rechute était plus
élevé en cas de Ki-67 initial avant CNA > 15% et les patientes ayant
un Ki-67 bas avaient un pronostic comparable a celles ayant eu une
pCR sous CNA.

Ki-67 et hormonothérapie néoadjuvante (HNA)

Des études récentes ont évalué le role prédictif du Ki-67 de la
sensibilité des CS a 'HNA, Downett et al (11) ont mesuré I'expression
de Ki-67 sur des biopsies de CS avant et aprés 2 semaines de
traitement pré-opératoire par anastrozole, tamoxiféne, ou combinaison
des deux traitements chez 158 patientes suivi pour CS (RH+). En
analyse multivariée, la présence d'un Ki-67 élevé, aprés 2 semaines
de HNA était péjoratif pour la survie sans récidive (p = 0,004), alors
que le taux initial de Ki-67 n'était pas corrélé a la survie sans récidive.
L'essai IMPACT (31) qui a comparé 3 bras d’HNA par tamoxiféne,
anatrozole seul ou combinaison tamoxiféne-anastrozole, a évalué le
Ki67 apres 2 puis 12 semaines de traitement. Les taux les plus bas
sont observés dans le bras anastrozole seul avec une meilleure survie
sans récidive. Ces mémes résultats ont été obtenus aussi dans I'étude
ATAC (32) comparant letrozole et tamoxiféne ou le niveau du Ki 67 a
2 semaines était un meilleur facteur prédictif de la survie sans
progression en comparaison avec les mesures du Ki-67 avant le début
de 'hormonothérapie. L'option de 'HT néoadjuvante (HTNA) est
intéressante chez des femmes agées ayant des co-morbidités et un
risque chirurgical. Palmieri et al ont comparé 44 patientes
randomisées entre CNA par 6FEC100 et HTNA par letrozole (33). Le
Ki-67 a baissé entre le deuxiéme et le quatrieme jour et lors de la
chirurgie de fagon comparable. Ces données sont importantes d'une
part parce qu'elles valident 'hypothése selon laquelle I'expression du
Ki-67 aprés deux semaines d’HNA était un marqueur intermédiaire
d'efficacité du traitement suggérant son utilisation dans les études de
développement de médicaments et d'études des mécanismes de
résistance. D'autre part, les données indiquent aussi que la valeur
pronostique de Ki-67 est peut-étre meilleure aprés le traitement
néoadjuvant.

Valeur pronostique du Ki- 67

La méta-analyse de Stuart-Harris et al (14) a colligé 15790 patientes
ayant eu une évaluation du Ki-67, avec un cut-off de 4 a 28,6%.
L'expression du Ki-67 a un impact péjoratif sur les survie globale en
univarié avec un HR a 2,09 et 1,73 en multivarié. Le méme impact
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pronostique péjoratif est observé pour la survie sans maladie a 2,18 en
univarié et 1,7 en multivarié. L'expression du Ki-67 est également
associée au risque de rechute apres traitement dans les CS N+ et N(-
), mais aussi dans la prediction de l'invasion axillaire histologique. I
existe cependant un risque d'erreur dans la valeur prédictive du Ki-67
(34)

Dans la réalité et la routine oncologique Tunisienne, les CS restent
classés selon le profil IHC seul en 'absence de disponibilité de plates
formes génomiques, permettant une subdivision dans les 4 catégories
plus précise, luminaux A et B, her 2 + et triples négatifs. Dans les
structures ayant une plate-forme de biologie moléculaire, I'index de
grade génomique par la technique des micro-puces d’ADN a une
valeur pronostique pour la DFS, supérieure au Ki- 67, au grade
histologique, I'index d’activité mitotique sur une série de 204 CS traités
dans le protocole Frangais PACS01 par CT séquentielle FEC100 et
Docetaxel (35). En effet I'utilisation d’'un séquengage permet d’eliminer
le biais de répartition, surtout entre luminaux A et B induit par
['utilisation de I'HC seule.

CONCLUSION

Le Ki-67 est un marqueur de prolifération dont le réle pronostique a été
confirmé a travers la plus importante méta-analyse faite sur 12 155
patientes, en montrant une association significative entre |'expression
du ki-67, la survie sans progression et la survie globale. L'estimation
du ki67 figure parmi les recommandations du consensus de ST Gallen.
Le Ki-67 a également un réle prédictif de I'efficacité des traitements
par chimiothérapie ou hormonothérapie vu qu’une valeur supérieure
a14% est prédictive d’'une meilleure sensibilité tumorale et d’une
efficacité supérieure du traitement. L'évaluation du taux de Ki-67 reste
encore sujette & des limites techniques en IHC (36) La mesure du Ki-
67 est corrélée au pronostique sans tenir compte des effets du
traitement. Par ailleurs, I'estimation de I'expression en cours du
traitement permet d'évaluer son efficacité. Ainsi, I'évaluation des
facteurs pronostiques et prédictifs est passée d'une classification
morphologique pure & une classification moléculaire avec un
continuum entre les 2 assuré par I'immunohistochimie. La
protéomique apportera certainement de nouvelles approches et
I'arrivée de nouvelles thérapies orientera davantage 'usage des tests
diagnostiques dont 'objectif principal est de prédire I'efficacité de ces
traitements.
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