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RESUME

Introduction : L'évaluation de la prolifération dans les carcinomes mammaires permet d’apporter des informations pronostiques et prédictives
utiles pour la prise en charge ultérieure. Parallelement aux techniques d'évaluation strictement morphologiques de I'activité proliférative,
représentées par l'évaluation de l'index mitotique, de nouvelles méthodes d'analyse ont été progressivement développées et perfectionnées.
Parmi ces méthodes, I'étude immunohistochimique du Ki67est particuliérement intéressante. Son expression est significativement augmentée lors
du cycle cellulaire.

But : Etablir la corrélation entre I'index mitotique comme méthode classique d’évaluation de la prolifération cellulaire et I'index de prolifération au
Ki 67 par détection immunohistochimique afin de définir le marqueur prolifératif le plus fiable.

Méthodes : Nous avons étudié 200 patientes atteintes de carcinome canalaire infiltrant mammaire sur une période de 12 mois de I'année 2014.
Nous avons identifié pour chaque cas le grade SBR modifi¢, I'index de prolifération Ki67et 'index mitotique.La recherche d’une corrélation entre
les deux paramétres a été réalisée grace au test Spearman. Un résultat est considéré comme significatif lorsque p <0,01. La méthode de TANOVA
nous a permisd’étudier la distribution de ces deux marqueurs selon le grade SBR.

Résultats : Le Ki67 est corrélé de fagon statistiquement significative avec I'index mitotique. Bien que ces deux méthodes sont superposables et
que les deux marqueurs sont dépendants, le Ki67 est le plus sensible et li¢ au grade SBR.

La détermination isolée du Ki67 apporte une information intéressante qui pourrait remplacer le compte mitotique en fournissant des données
fiables et reproductibles pouvant étre incorporées dans un score pronostique.

Conclusion : Le Ki67 est un marqueur plus performantque I'index mitotique, reflétant la prolifération cellulaire et par suite son utilisation apparait
a priori plus fiable.
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SUMMARY

Background: The evaluation of the proliferation in the mammary carcinomas provides useful prognostic and predictive information for subsequent
management. The purely morphological evaluation of proliferative activity was represented by the evaluation of mitotic index. New analytical
methods were gradually developed and performed. Among these methods, evaluation of Ki67 by immunohistochemistry is particularly interesting.
Its expression is significantly increased in the cell cycle.

Aim: To correlate the mitotic index as a classic method of assessing cell proliferation and Ki 67 proliferation index detected by
immunohistochemistry to identify the most reliable proliferative marker.

Methods: We studied 200 patients with invasive ductal carcinoma breast over a period of 12 months of 2014. We identified in each case the SBR
grade, Ki67 proliferation index and the mitotic index. Correlation between the two parameters was identified using the Spearman test. A result is
considered significant when p <0.01. The distribution of these markers by SBR gradewas studied using the ANOVA method.

Results: Ki67 is significantly correlated to the mitotic index. Although these two methods are dependent, Ki67 is the most sensitive and bonded
to SBR grade. Determination of Ki67 provides interesting information that could replace the mitotic account. It provides reliable and reproducible
data that can be incorporated into a prognostic score.

Conclusion: Ki67 is a more efficient marker mitotic index, reflecting the cell proliferation.
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La prolifération cellulaire dans une tumeur est définie par
le rapport entre le nombre de cellules engagées dans le
cycle cellulaire et 'ensemble de la population cellulaire
tumorale. L'évaluation de la prolifération cellulaire, telle
qu’elle est effectuée en anatomie pathologique, permet
d’apporter des informations pronostiques et prédictives
utiles au clinicien pour la prise en charge ultérieure [1].
De nombreuses méthodes d’évaluation de la prolifération
cellulaire sont employées en pathologie mammaire.
Parallélement aux techniques d’évaluation strictement
morphologique de I'activité proliférative, représentées par
I'évaluation de l'index mitotique, de nouvelles méthodes
d’analyse ont été progressivement développées et
perfectionnées. Parmi ces méthodes, [I'étude
immunohistochimique au Ki67est particulierement
intéressante. L'expression du marqueur de prolifération Ki
67 est exclusivement associée ou au moins
significativement augmentée lors du cycle cellulaire et
susceptible de ce fait d’étre détectée uniquement dans
les cellules en phase active de prolifération [2].

Sur la base de lindice prolifératif Ki67, les carcinomes
mammaires peuvent étre classés en deux catégories. Les
tumeurs de faible indice de prolifération sont celles avec
un indice de moins de 14%. Celles avec un indice
supérieur ou égal a 14% ont un indice de prolifération
élevé et sont donc une indication a la chimiothérapie
adjuvante. Les plus sensibles sont celles avec un indice >
25% [3, 4].

Le systeme de classement Scarff-Bloom-Richardson
modifié, aussi appelé Elston-Ellis [5] recommande de
classer les cancers du sein en additionnant les scores par
la formation de tubes, le polymorphisme nucléaire et
lindex mitotique. Chaque paramétre est codé de 1 a 3
points. Les scores pour chacun de ces trois criteres sont
ensuite additionnés pour donner un score final global et le
grade correspondant.

Le compte mitotique évalue le nombre de figures de
mitose. Le pathologiste doit les évaluer dans 10 champs
au fort grossissement (x40).

On cherche les mitoses a la périphérie de la tumeur, et le
décompte devrait étre réalisé dans les zones les plus
mitotiques. Les points sont accordés de la fagon
suivante :

1 point: 0-5 chiffres mitotiques par 10 champs sous
I'objectif X40

2 points: 6-10 chiffres mitotiques par 10 champs sous
I'objectif X40

3 points: plus de 10 mitoses par 10 champs sous I'objectif
x 40 [5, 6].

Dans notre étude nous nous proposons d’établir la
corrélation entre I'index mitotique comme méthode
classique d’évaluation de la prolifération cellulaire et
lindex de prolifération au Ki 67évalué par détection
immunohistochimique, afin de définir le marqueur de
prolifération le plus fiable.
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METHODES

Nous avons étudié 200 dossiers de patientes atteintes de
carcinome canalaires infiltrants mammaires. Les piéces
opératoires avaient été analysées au laboratoire
d'immuno-histo-cytologie a I'INSTITUT SALAH AZAIEZ
de TUNIS sur une période de 12 mois de I'année 2012.
Nous avons identifié pour chaque cas le grade SBR
modifié, I'index de prolifération Ki67 révélé par I'anticorps
anti MIB1. On a relu l'index mitotique sur 200 lames
colorées a I'Hématoxyline-Eosine.

La meilleure méthode pour calculer l'indice Ki67 reste
controversée, Il a été recommandé de compter parmi 500
a 2000 cellules, celles ayant un noyau avec un marquage
intense [7].

Pour évaluer le nombre de figures de mitose. Nous les
avons quantifiées dans 10 champs au fort grossissement
(x40) a la périphérie de la tumeur.

La saisie et 'analyse des données ont été réalisées en
utilisant le logiciel SPSS. La recherche d’'une corrélation
entre les deux paramétres Ki67 et index mitotique, qui
sont deux variables quantitatives, a fait appel au test de
corrélation non paramétrique de Spearman. Un résultat
est considéré comme significatif lorsque p <0,01.Ainsi
pour étudier la distribution de ces deux marqueurs selon
le grade SBR, nous avons eu recours a la méthode de
'ANOVA.

RESULTATS

L’age moyen des patientes dans notre étude est de 51
ans avec un écart type de 11,7 ans. La plus jeune
patiente atteinte avait 24 ans au moment du diagnostic
clinique et la plus agée 85 ans.

La répartition compléte, par age, au moment du
diagnostic tumoral est représentée sur la figure1.
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Figure1 : Répartition par &ge au moment du diagnostic tumoral



La valeur moyenne de lindex mitotique dans la
population est de 7 mitoses avec un écart type de 3, un
minimum de 2 et un maximum de 30 mitoses. La
population étudiée est regroupée en 7 classes selon les
intervalles de valeurs de l'index mitotique. Ainsi, la
distribution de cet index sur la population totale suit une
loi normale avec une assymétrie a droite. D’ou la majorité
de la population a un index mitotique modéré (plus que
70% des patientes présentent un nombre de mitoses
entre 4 et 12 mitoses). Seize patientes présentent un
index mitotique faible (inférieur a 4) et 40 patientes ont un
nombre important de mitoses (supérieur a 12) (Figure 2).
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Figure 2 : Distribution de I'index mitotique sur la population étudiée.

Le score au Ki67 est le pourcentage de nombre total de
cellules tumorales entrées dans le cycle cellulaire. La
définition du pronostic repose sur un taux de cellules
marquées compris entre 10% et 14%.

Dans notre étude la valeur moyenne de l'index prolifératif
Ki67 de la population entiere estde 18 % avec un écart
type de 15 et varie entre 1 % et 100%.La population
étudiée est regroupée en 6 classes, avec une distribution
de la population plus importante (80%) pour les valeurs
de ki 67 comprises entre 5% et 35%.
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Figure 3 : Histogramme de la répartition de la population selon le Ki67
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La figure 4 montre que la majorité des patientes étudiées
avaient un grade 2. En effet, 9,6% des patientes
présentent un grade 1, alors que 64% ont un grade 2 et
26,4% un grade 3.

Pour évaluer la relation index mitotique-grade et I'index
Ki67-grade nous avons eu recours a la méthode de
'ANOVA (analyse de la variance) qui compare
la dispersion de I'ensemble des observations.

Grade SBR

Figure 4 : Répartition de la population selon le grade SBR

Les figures 5 et 6 mettent en évidence la relation entre le
grade SBR- IM et grade SBR-index Ki67.

La relation entre grade SBR et IM, bien quelle soit
positive(les deux parameétres varient dans le méme sens),
n‘est pas linéaire montrant que le degré d’association
entre ces deux paramétres est faible. En contrepartie,
une relation linéaire entre I'index de prolifération au Ki 67
et le grade SBR a été bien mise en évidence (fig 6). En
effet, plus I'index au Ki67 augmente plus le grade SBR est
élevé. Cette relation décrite forte indique que le Ki67
présente parameétre fiable pour la détermination du grade.
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Figure 5: Droite de la relation entre index mitotique et grade SBR
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Figure 6 : Droite de la relation entre Ki67 et grade SBR

La figure 7 représente la variation de lindex de
prolifération au Ki67 en fonction de lindex mitotique.
L'analyse statistique montre une corrélation significative
positive entre I'index Ki67 et I'index mitotique (p=0.004 et
Spearman rho =0.201>0) d’'ou la dépendance entre les
deux variables.
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Figure 7 : Corrélation entre index mitotique et Ki67

L'analyse du graphique de dispersion montre que le
nuage des points prend l'allure d’'une ligne droite oblique
pour des valeurs de Ki67 inférieur a 40%. La corrélation
est alors forte et la relation est positive puisque le nuage
s’étend de la partie inférieure gauche vers la partie
supérieure droite. Au-dela de cette valeur (40%), les
points sont dispersés exprimant une distribution aléatoire
des observations les unes par rapport aux autres puisque
chaque valeur de l'index mitotique ou de l'index au Ki67
correspond simultanément a plusieurs valeurs de la
seconde variable. Ce sont les exceptions au modéle
générale vu que peu de patientes présentent un index
prolifératif supérieur a 40% et cette relation reste a
confirmer par d’autres études.
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Figure 8 : Variabilité intra et inter groupes du Ki67et de I'index mitotique selon
les grades SBR.

La distribution des deux marqueurs selon le grade SBR
est évaluée en utilisant le test dANOVA (fig 8). Ainsi, il
montre une au sein de la méme population.
Pour le grade 1, la médiane est dans le bas de la boite
ce qui suppose une distribution dissymétrique vers les
valeurs basses du Ki67 et index mitotique. Pour le Ki67,
la moitié des patientes présente des valeurs supérieures
ala médiane (5%). L'étendue interquartile ne varie pas et
les moustaches sont asymétriques. En outre, la
dispersion des nombres de IM observés supérieurs a la
médiane est plus importante que celle inférieurs a la
médiane.

Pour le grade 2, la distribution est plus allongée vers des
valeurs plus élevés. La médiane est centrée dans la boite
qui est 7 pour I'lM et 13 pour le Ki67. L'écart interquartile
est plus étalé pour Ki67 que pour IM avec des maximums
respectifs de 35 et 13 et un minimum de 3. L'allure de la
boite représentant IM varie peu du grade 1 par rapport au
grade 2 contrairement au Ki67.

La boite a moustaches met clairement en évidence le fait
que la dispersion des observations est beaucoup plus
importante en haut de la médiane qu’'a son bas (c’est-a-
dire que la dispersion de la moitié des observations les
plus grandes est beaucoup plus importante que celle de
la moitié des observations les plus petites).

Pour le grade 3, le Ki67 présente une médiane centrée
alors que la médiane de I'IM s’étend vers le haut de la
boite. De plus la valeur de la médiane est plus basse pour
I'IM en le comparant a celle du Ki67.

L’étendue interquartile varie en fonction du grade et suit
une augmentation continue. Les médianes évoluent aussi
bien pour le Ki67 que pour IM. Les valeurs extrémes
changent d’'une fagon meilleure pour le Ki67 que pour
I'IM. On note toutefois une grande variabilité des valeurs
chez les patientes de grade 3 pour le Ki67 qui s’étale vers
des valeurs plus élevées et trés peu de variabilité pour
leurs IM. D’une fagon générale, le Ki67 représente une
meilleure dispersion des observations autour de la



médiane (a I'exception des patientes a grade 1) qui
s’apparente étroitement a sa variabilité. Ceci permet une
meilleure définition du grade et permet d'éviter le
chevauchement des valeurs seuils pour chaque grade.
En outre, IM présente peu de variabilit¢é au sein des
grades 1, 2 et 3 ce qui rend ces derniers difficiles a
déterminer.

DISCUSSION

L'évaluation de I'index mitotique et du Ki67 sont deux
méthodes complémentaires malgré que leurs
significations soient différentes. Bien qu'il y ait des points
forts, mais aussi des limites importantes envisagées
envers l'index mitotique, a notre conception le Ki67 est le
marqueur dynamique le plus fin. On peut s’en servir
comme un facteur pronostique puissant et il peut étre trés
utile pour l'appréciation de l'agressivité des tumeurs
mammaires [10].

Les progrés exponentiels réalisés dans la compréhension
des mécanismes qui précedent I'apparition et la
progression des cancers, ainsi que les avancées
technologiques dans les méthodes d’analyse
actuellement disponibles, permettent d’entrevoir une
nouvelle ére dans la prise en charge des cancers du sein.
Parmi ces méthodes, I'étude de la prolifération cellulaire
comme étant un trait caractéristique du phénotype malin
de ce cancer. L'index mitotique et le Ki67 sont des
marqueurs des cellules proliférantes et constituent une
étape incontournable du diagnostic, en permettant de
formuler un pronostic et de définir une stratégie
thérapeutique. Cependant, les méthodes utilisées pour
évaluer ce processus posent encore un probléme vu leurs
diversités et leurs différences. Dans notre étude nous
avons essayé de déterminer si le Ki67 pourrait substituer
I'utilisation de I'index mitotique [11,12].

Notre étude effectuée sur 200 patientes atteintes de
carcinome canalaire infiltrant met I'accent sur les deux
marqueurs de prolifération afin de déterminer celui le plus
fiable. Les résultats ont montré une forte corrélation entre
les deux marqueurs (p=0.004).

L'index mitotique représente la méthode primitive
d’évaluation de la prolifération cellulaire. Il correspond au
pourcentage de cellules cancéreuses en train de se
diviser et qui est déterminé par le comptage du nombre
de figures de mitose dans 10 champs consécutifs
observés au fort grossissement sur une lame coloré par
la simple technique d’Hématéine-Eosine. Et bien
quaujourd’hui de trés nombreuses techniques
d’évaluation de la prolifération cellulaire soient
disponibles, la facilité de cette technique est en grande
partie responsable de son utilisation de routine en
pratique histopathologique comme critére diagnostique et
surtout pronostique. En effet, I'index mitotique représente
'un des parametres essentiel permettant d’apprécier le
grade SBR.

LA TUNISIE MEDICALE - 2016 ; Vol 94 (n°10)

Il a été considéré en plus le facteur le plus performant
pour prédire la survie [13]. Ainsi, de nombreuses études
ont souligné le rdle crucial de cet index comme facteur
pronostique et pour I'orientation de la thérapie. Un index
mitotique élevé (au-dela de 14 mitoses) reflete une
évolution péjorative de la maladie. En plus [lactivité
mitotique  nous  renseigne  relativement  sur
I’lhormonosensibilité ou la chimiosensibilité de la tumeur
1, 2.

Cependant, cette technique n’autorise qu'une évaluation,
dans un tissu donné et a un moment précis, du nombre
de cellules présentes en phase M du cycle cellulaire,
seule phase morphologiquement identifiable par les
modifications structurales de I’ADN qui la caractérisent.
Or cette phase représente la plus bréve période du cycle
cellulaire et la détermination de I'index mitotique peut, de
ce fait, sous-estimer I'activité et le potentiel de
prolifération véritable d’'une tumeur donnée. Par ailleurs,
l'identification, sans équivoque, des figures de mitose sur
coupes tissulaires est parfois difficile et leur distinction
avec des images d’hyperchromatisme nucléaire, de
condensation, pycnotique voire avec des figures
d’apoptose peut s’avérer impossible [12].

Enfin, une standardisation des techniques d’évaluation
quantitative du nombre de figures de mitose présentes
dans un tissu donné est nécessaire. Par ailleurs,
plusieurs auteurs ont signalé le rdle crucial du grading
SBR en pronostic. Toutefois, il n’existe pas dans notre
étude une bonne corrélation entre 'index mitotique et le
grade SBR surtout pour la population du grade 2 qui
représente la majorité étudiée (64%).

Ensuite, la cinétique cellulaire d’'une tumeur peut étre
évaluée par le Ki67 ouvrant des perspectives visant
I'étude du degré de malignité cellulaire. Ainsi, la détection
immunohistochimique de ce marqueur a été démontrée
dans de trés nombreuses études a visée pronostique
essentiellement [1,11].

L'index prolifératif Ki67 fournit une information majeure
sur le comportement des cellules qui composent la
tumeur en indiquant le pourcentage de cellules engagées
dans le cycle cellulaire. Sa fonction précise n’est pas
connue mais il intervient dans la régulation de 'activité de
transcription des genes liés a la prolifération cellulaire [11]
et participe dans la synthése de Polymérase | ARNr
dépendante.

Par ailleurs, le Ki67 est détecté dans les cellules en voie
de multiplication au cours du cycle cellulaire (G1, S, G2 et
M) mais n’est pas détecté dans les cellules quiescentes
[12, 13].

Plusieurs études ont mis I'accent sur lintérét de son
utilisation dans les carcinomes mammaires. Les
utilisations possibles incluent le diagnostic, le pronostic, la
prédiction de la réponse relative ou la résistance a la
chimiothérapie ou a I'hormonothérapie, I'estimation du
risque résiduel chez les patients sous thérapie
particulierement néo-adjuvante [12, 14].
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L’évaluation de I'index prolifératif permet aussi d’affiner la
classification moléculaire des carcinomes mammaires
étant donné qu’'un seuil de 14% différencie le Luminal A
du Luminal B. Enfin, cette détection
immunohistochimique de I'antigéne Ki67 fournit un critére
objectif complétant I'évaluation morphologique et aidant
le thérapeute a choisir le moment optimal pour amorcer le
traitement, et I'orienter vers le traitement le plus efficace
afin de prédire la réponse. Toutefois, il n’existe pas de
consensus sur les utilisations cliniques précises du Ki67
[12,13].

La forte corrélation que nous avons trouvé entre le score
Ki67 et la répartition en grades histologiques suggeére
que la valeur pronostique de ces deux techniques dépend
du méme événement biologique qui est la prolifération.
En fait, le systtme de grade histologique est construit a
partir d’'un paramétre de différenciation (formation
glandulaire), I'aspect nucléaire et un paramétre de
prolifération clair. Cela explique pourquoi I'indice Ki67 en
est étroitement lié. En effet, pour les différents grades, les
valeurs du Ki67 sont toujours supérieures a celles de
lindex mitotique ce qui reflete la pertinence de ce
marqueur et dans notre étude la forte corrélation entre le
grade et le Ki67 confirme sa fiabilité comme un marqueur
pronostique ce qui est concordant avec la littérature. De
plus, la majorité de notre population est classée comme
grade 2 avec un risque mal défini et des valeurs
mitotiques confondus. Les valeurs bien basses du Ki67
sont particulierement utiles pour sous-classer les
tumeurs de grade 2.

Certes, la détermination du Ki67 par immunohistochimie
est adoptée en raison de ses modes d’expression
biologique particulierement favorables et ses modalités
d’analyses vigoureuses par rapport aux autres
biomarqueurs mais divers contraintes limitent son
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