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Parmi les cancers de la peau, les deux types de carcinomes cutanés (basocellulaires et spinocellulaires) sont
difficilement distinguables lors de |'examen clinique. Or, il est crucial de les différencier car les seconds nécessitent
un traitement et une surveillance spécifiques. Pour réduire au minimum I'intervention humaine, forcément subjective,
la micro-imagerie infrarouge présente un potentiel certain lors du diagnostic... & condition de savoir traiter les
images des tissus inclus en paraffine qui ont été prélevés. Ce défi a été relevé et est en passe de devenir la
prochaine méthode de diagnostic totalement objective et prédictive.

Principe

La spectroscopie vibrationnelle d’ab-
sorption infrarouge (IR) repose sur l'interac-
tion non destructive entre un rayonnement
électromagnétique et la matiére. Lorsque
le faisceau lumineux qui traverse I'échan-
tillon a une énergie (typiguementde 2,5a
25 umen longueur d'onde) correspondant
alénergie entre deux niveaux de vibration
de l'échantillon (c'est-a-dire a I'énergie de
vibration d’une liaison moléculaire), une
absorption des photons de la fréquence
correspondante peut avoir lieu.

Un spectre infrarouge représente I'ab-

sorbance (A) ou la transmittance (T) en
fonction du nombre d‘onde (o) qui cor-
respond a l'inverse de la longueur d'onde
et est proportionnel a I'énergie du rayon-
nement, définie par la loi de Bouguer-
Beer Lambert :
Ao ou A) = - log (T) = log (%) =e(coud)cd
ou /, et/ sont les intensités du rayonne-
ment incident et transmis, € est le coeffi-
cient d'extinction molaire, ¢ la concen-
tration de la substance absorbante et d
I'épaisseur de I'échantillon.

Informations obtenues

L'absorbance étant proportionnelle
a la concentration, il est donc possible
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Exemple d'un spectre IR de tissu biologique, & partir duquel des informations concernant les lipides,

les protéines et les sucres peuvent étre extraites.

d'utiliser la spectroscopie d'absorption IR
comme méthode d'analyse quantitative.

Cette technique permet d'obtenir des
signaux, trés spécifiques, sur la base de la
composition biomoléculaire intrinseque
d’un échantillon. Un spectre IR (figure 1)
est donc une véritable «empreinte mo-
[éculaire » permettant d'identifier et de
caractériser un échantillon.

Le couplage d’'un spectrométreIRetd'un
systéme d'imagerie permet de réaliser une
cartographie chimique d'un échantillon

avec une résolution spatiale de l'ordre de
10 microns:les images spectrales peuvent
contenir plusieurs dizaines de milliers de
spectres, attribuables individuellement a
un pixel de Iimage spectrale.

Ces images a haut contenu d'informa-
tion permettent donc d’accéder a des
données spatiales et moléculaires/spec-
trales pour caractériser un tissu complexe,
en apportant des informations molécu-
laires, non accessibles par des analyses his-
tologiques conventionnelles (coloration
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hématoxyline-éosine HE, immuno-mar-
guage), sans marquage ni préparation
particuliére des coupes tissulaires. Un trai-
tement statistique multivarié des données
est donc nécessaire afin de pouvoir mettre
en évidence des différences spectrales tres
subtiles associées a I'état physiopatholo-
gique du tissu.

Parmi les cancers de la peau, on dis-
tingue principalement les mélanomes
et les carcinomes (les plus fréquents), les
carcinomes basocellulaires (BCC) et les
carcinomes spinocellulaires (SCC), ont une
origine cellulaire commune et sont diffi-
cilement distinguables lors de I'examen
clinique. Or, il est crucial de les différentier
car, contrairement aux BCC, les SCC pré-
sentent des risques d‘évolution en métas-
tases et nécessitent donc un traitement et
une surveillance spécifiques.

Le diagnostic du cancer de la peau s'ef-
fectue en deux étapes. Lors du diagnostic
clinique, le dermatologue examine la lé-
sion et I'enléve chirurgicalement en cas
de suspicion (exérese). Le prélevement
est ensuite fixé dans le formol, inclus en
paraffine, sectionné puis coloré (colora-
tion HE) lors du diagnostic histologique.
La morphologie du tissu est analysée sous
microscope optique par un spécialiste
(anatomopathologiste) pour identifier la
présence ou non de cancer et déterminer
silalésion a été enlevée dans son intégra-
lité. Le cas échéant, une nouvelle chirurgie
doit étre programmée, ce qui engendre
alors un nouveau co(t et un second trau-
matisme pour le patient.

Ce processus, qui est actuellement la
méthode de référence pour la prise en
charge des cancers de la peau, repose ce-
pendant sur I'expertise des cliniciens et
n'‘est donc pas objectif.

Lobjectif de nos travaux est d'évaluer le
potentiel de la micro-imagerie infrarouge
pour l'aide au diagnostic des cancers de

la peau, en particulier pour le diagnostic
différentiel BCC/SCC/maladie de Bowen
(Iésion correspondant a un SCC in situ
peu différencié).

Lafixation dans le formol puis I'inclusion
dans la paraffine constitue la méthode de
conservation des tissus tumoraux la plus
utilisée. Ces tissus inclus en paraffine
représentent une source considérable
d’échantillons ; ils offrent I'opportunité
de mener des études rétrospectives per-
mettant de caractériser une pathologie
et d’étudier son évolution en suivant le
devenir du patient pour identifier des
marqueurs spectroscopiques a visée dia-
gnostique et pronostique. Cependant, la
paraffine posséde un signal IR qui masque
en partie le signal du tissu, augmentant
ainsi la complexité de I'analyse. Dans ce
cas, un déparaffinage chimique al'aide de
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solvants agressifs est généralement
réalisé préalablement a I'analyse
spectrale, au risque d'altérer la com-
position biochimique et la structure
des tissus.

Le déparaffinage numérique
d’une image spectrale

Nous avons développé une mé-
thode chimiométrique de traitement
de données permettant de déparaf-
finer «xnumériquement» les images
spectrales IR en adaptant la technique
d'EMSC (extended multiplicative signal
correction) dont le principe repose sur
une minimisation des interférences
spectrales (principalement de la pa-
raffine) de fagcon a ne retenir que la
variabilité propre au tissu biologique.

Le point clé de cette correction ré-
side en une modélisation adéquate
de la paraffine car son signal n'est
pas uniforme a I'échelle d'une coupe
tissulaire. Pour modéliser ce signal
en tenant compte de sa variabilité,
nous avons réalisé une ACP (analyse
en composantes principales) sur une
coupe de paraffine brute, obtenue selon
les conditions standard d'inclusion.

La figure 2 illustre le résultat obtenu
a partir d’'un échantillon de Iésion cuta-
née paraffinée.

Mise en évidence de zones tissulaires
d’intérét par génération d'images
pseudo-couleurs

Apres correction chimiométrique, les
données sont traitées par analyse sta-
tistique multivariée, par classification
selon les k-means. Cette technique pré-
sente trois avantages : elle repose sur un
algorithme de calcul rapide, ne requiert
aucune connaissance préalable sur les
données et ne nécessite aucune interven-
tion de l'opérateur dans la classification
(il fixe uniquement le nombre de classes
ou clusters).

Les spectres sont regroupés en clusters
selon un critére de ressemblance basé sur
le calcul des distances (généralement de
type euclidien) entre les spectres pris deux
a deux; a chaque cluster est ensuite at-
tribuée une couleur. Cette classification
permet de reconstruire des images pseu-
do-couleurs de contraste élevé.

Coupe de lésion cutanée paraffinée
non colorée HE, incluse en paraffine (image en lu-

miére blanche). b. Image spectrale correspondante.
Image spectrale aprés déparaffinage numérique.
Les pixels en blanc correspondent aux spectres de
paraffine seule (sans contribution du tissu) ; ils sont
automatiquement retirés par 'algorithme.

Cette analyse, « purement descriptive »
dans le sens ou elle permet de décrire et
de mettre en évidence différentes struc-
tures au sein d’'un tissu eny associant une
signature moléculaire/spectrale, requiert
ensuite I'expertise d’'un anatomopatho-
logiste pour identifier les structures
complexes en comparant les images IR
pseudo-couleurs avec les coupes histo-
logiques colorées HE correspondantes. La
figure 3 représente un exemple d'images
k-means obtenues sur chacun des trois
types de lésion (BCC, SCC, maladie de
Bowen) ; chaque échantillon étant traité
indépendamment des autres, il n'y a pas
de correspondance entre les couleurs
d'uneimage al'autre. Ces représentations
mettent en évidence les différentes struc-
tures histologiques des échantillons. Elles
permettent non seulement de localiser
trés précisément les zones tumorales, mais

également de révéler une hétérogé-
néité marquée au sein de la tumeur.
De telles informations ne sont pas
détectables au niveau des analyses
histologiques standard (coloration
HE), utilisées en routine pour le dia-
gnostic histologique.

De plus, I'analyse de la signature
spectrale associée a un cluster per-
met également d’accéder a des
informations sur la composition
moléculaire de la structure tissulaire
correspondante. Cette démarche
permet de construire une banque
de marqueurs spectroscopiques spé-
cifiques des différentes structures
tissulaires normales, bénignes et/ou
malignes présentes au sein des échan-
tillons considérés.

Apres |'étape d’attribution cluster/

structure histologique correspon-

dante, le développement d’'un modeéle
de prédiction par LDA (analyse discrimi-
nante linéaire) par construction, validation
puis test de I'algorithme permet d’analyser
en aveugle de nouveaux échantillons dont
le diagnostic histologique est inconnu.

Loptimisation des algorithmes a permis
d’opter pour un modele a huit classes,
décrivant I'ensemble des structures
histologiques présentes au niveau des
carcinomes cutanés : épiderme sain, épi-
derme réactionnel, stratum corneum,
stroma, stroma inflammatoire, carcinome
basocellulaire, carcinome spinocellulaire,
maladie de Bowen.

Un code couleurs simplifié a été adopté :
trois couleurs pour les trois types tumeur,
une quatrieme couleur pour le tissu normal
et une derniére pour mettre en évidence
les pixels/spectres qui nont pas été classés
avec certitude (probabilité d'appartenance
ala classe inférieure a un seuil de 0,75).

La figure 4 représente la classification
LDA ainsi obtenue sur un échantillon
analysé en aveugle correspondant a un
BCC de type nodulaire. En comparaison
avec la coupe colorée HE, les zones tumo-
rales sont bien délimitées et correctement
identifiées comme BCC (couleur noire).
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Images pseudo-couleurs obtenues & partir de trois types de lésion (o : BCC, ¢ : SCC et e : maladie de Bowen) et coupes colorées HE adjacentes correspon-
dantes (b, d et f, respectivement]. Les zones tumorales sont enfourées. Echelle : 200 pm.

De plus, le modeéle indique une bonne
spécificité car aucun pixel/spectre de
I'image n'est attribué a un SCC ni a la ma-
ladie de Bowen. L'histogramme indique
que les spectres mal identifiés (12 % des
pixels delimage, classe 5) apparaissent au
niveau des zones proches de la tumeur,
appelée zones péritumorales (couleur
bleue), ce qui suggére une composition
biomoléculaire particuliére au niveau de
cette interface.

0
feaction (%)

Prédiction LDA.
non tumoral, classe 5 : non classé).
Echelle : 200pm.

Une fois la banque de marqueurs spec-
troscopiques constituée, I'analyse par
LDA d’une image spectrale d'environ
35000 spectres (soit une zone d’environ
1800x 700 um>) dure moins de dix secon-
des. Ce processus est automatique et
donne un diagnostic totalement objectif.
Avec les imageurs infrarouge de nouvelle
génération, il est maintenant tout a fait
envisageable d'implémenter I'image-
rie infrarouge au sein des laboratoires

BCC SCC  Bowen

d’anatomopathologie. Lefficacité de
cette approche repose sur la pertinence
de la banque de données spectrales uti-
lisée pour lI'apprentissage du modele de
prédiction. Actuellement, un modéle plus
performant est en cours de construction
en incluant les annexes cutanées (poils,
glandes sébacées...) qui correspondent a
des zones de forte prolifération cellulaire.
L'algorithme devra distinguer ces annexes
de la prolifération tumorale.

non tumoral

Image LDA obtenue sur un échantillon analysé en aveugle (classe 1 : BCC, classe 2 : SCC, classe 3 : maladie de Bowen, classe 4 :
Distribution relative des pixels non identifiés (classe 5) parmi les quatre autres classes LDA. ¢. Coupe HE correspondante.
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