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Cette femme vive et malicieuse mais froide
pensait droit et mal
parce que son mari

pensait bien et de travers.

Sartre J.-Pl.es Mots Gallimard éd. (Paris, 1964), p. 12
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Ces remerciements sont I'occasion d’exprimer métgoee notamment aux personnes qui ont
composé mon environnement professionnel duranttrogs derniéres années. Si ces mots
semblent bien futiles, ils ont néanmoins le métiétre symboliques et de montrer qu’il n’est
possible d’accomplir un travail de thése, comnmeédst possible de vivre, qu’en équipe.
J'espere également qu’ils montrent que, bien plu'sirgappui scientifico-technique, les
personnes communément appelées « collegues » defsog ont contribué a ma vie
intérieure. S'il est vrai q@n met du temps a devenir qui I'on,exiyez assurés que durant ces
trois années vous m'avez tous permis de me raperathqui je suis.

J'espére que le futur me donnera I'occasion de wWwm®igner a tous ma gratitude autrement
gue par ces quelgues mots.

Je tiens tout d’abord a remercier mes encadraronrsieur Guillemin, Madame Bourg-
Heckly et Monsieur Blondel — pour tout ce qu'ilsant apporté. Méme si je suis tres mal
placée pour «juger » de leur compétence, je sasjq@i eu une chance immense d'étre
entourée par ces trois personnes. N'ayant pasumsufié entourée par autant de compétence
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trois. Je sais que j'ai eu beaucoup de chance.

Monsieur Guillemin', je vous remercie pour la confiance que vous nZaaxecordée en
acceptant de diriger mes travaux. Je vous remefaroir mis a ma disposition toute la
richesse de votre savoir et de votre expériendanaaur le plan médical que sur le plan de la
recherche. A cet égard notamment, je sais queillenvsous votre direction fut un honneur et
une chance. Je vous remercie de vous ériger enlenodeus montrez en effet chaque jour
sur le terrain ce que c’est que d’étre passionrdéedué a son travail. Soyez assuré que je
garderai toujours cette image en mémoire et quiglée sera souvent utile. Merci d’avoir
toujours fait preuve de généreuse intransigeaneecidgalement pour votre humanité quand
j'en ai eu besoin plus que jamais.

Madame Bourg-Heckly', je vous remercie d’avoir consacré autant de v@nergie a réussir
notre numéro commun de funambule : une co-diredi®erthése a distance était loin d'étre
gagnée d'avance mais nous y sommes parvenues. Meuwi votre méticulosité, votre
pédagogie et aussi pour toute la force que vousen'msufflée. Autant de compétence alliée
a autant de modestie et de douceur sont diffiéilesoire et pourtant bien réelles et tellement
précieuses. C’est cette délicate alliance qui ndané le courage d'aller au bout. Vous
m’avez redonné confiance en moi, au moment ou ga avais plus du tout. Merci d’avoir
respecté mes choix et de m’avoir soutenue pourinemselon le calendrier que je souhaitais.
Merci pour toutes les démarches que vous avezperses et qui m’ont immensément facilité
I'existence. Merci d’avoir tout fait dans mon iréépersonnel et professionnel. Chacune de
nos discussions et entrevues a été une bouffégygBoe. Merci pour la décontraction des
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déjeuners partagés et pour le respect que vousemimujours témoigné. Merci pour votre
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Comme je vous l'ai déja dit de vive voix, j'ai choide faire cette thése au sein de votre
eéquipe parce que bénéficier de votre présenceeplgncompétences, de dynamisme et de
respect me semblait primordial au quotidien. Ovgas avais cotoyé durant plusieurs années
lors de mes études a I' « IUP », en licence etreaitsBM, et j'en avais alors retiré I'image
d’'une personne envisageant les étudiants sousspan®abilité comme sedter ego: je ne

me suis pas trompée. Je vous remercie d’avoir tosijmis a ma disposition vos grandes
compétences et de m’avoir appris a valoriser naastrx au fur et a mesure. Je vous remercie
d’avoir privilégié I'aspect « chercheur » de masioa d’ « étudiant-chercheur », c'est-a-dire
de m’avoir fait suffisamment confiance pour me daisassumer des responsabilités, parfois
lourdes, mais tellement formatrices. Une fois qoesvm’avez mis le pied a I'étrier, vous
avez eu la générosité de me laisser prendre ersmadn projet de doctorat ; je ne me suis
jamais sentie obligée de vous « suivre ». Meraintier/oir soutenue dans mes initiatives et de
m’avoir encouragée a rester la méme, a ne pas ehamgme quand les échecs étaient au
rendez-vous. La confiance que vous m'avez accoedéaine générosité dont je vous sais
infiniment gré. Vous m’avez ainsi donné des racitedes ailes. Merci pour tout.

Je remercie leProfesseur Bearll et le Docteur Querleux’ pour avoir accepté d'étre
rapporteurs de mes travaux. Je vous adresse t@utgatitude pour ’lhonneur et la confiance
gue vous me témoignez ainsi.

Monsieur Beani, merci notamment de contribuer au jugement déérét clinique des outils
et méthodes développés durant ma these.

Monsieur Querleux, merci d’apporter votre expertise et votre ouwuertiprécieuses
notamment en dermo-cosmétique.

Je remercie ldDocteur Vever-Bizet le Docteur Leroux et le Professeur Schmutzpour
avoir accepté de faire partie du jury.

Madame Leroux”, jai eu la chance de pouvoir collaborer avec valusant ces deux
dernieres années, notamment au sujet de I'expétatiem sur les carcinomes épidermoides
murins. Je vous remercie de m’avoir ouvert lesgsodu service d’anatomo-pathologie que
vous dirigez au sein du Centre Alexis Vautrin. Jai ainsi bénéficier de tout le soutien
humain et de toutes les ressources techniquesl@l@etvice dispose. Je vous remercie pour
toutes vos compétences que vous avez bien vouluenzet service de mes travaux. Je vous
remercie pour votre patience lors de mes séandegiation aux principes de bases de
I'anatomo-pathologie. Merci pour vos idées au sende I'élaboration d’'un protocole aussi
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précis et méticuleux que possible. Merci de m’awoontré qu’il était important de douter
constamment pour assurer un diagnostic aussi feaEepossible.

Madame Vever-Bizet", jai eu le plaisir de vous cotoyer un peu dure@s trois derniéres
années. Je vous remercie pour I'enthousiasme goida de vivre avec lesquels vous
« contaminez » votre entourage. Merci également potre aide et les hombreux conseils
scientifiques prodigués au cours de nos discussisends une dédicace spéciale a notre
rendez-vous furtif, au feu rouge, devant la saby& a Paris !

Monsieur Schmut2™, merci de m’avoir ouvert les portes d’une réuniestaffdu service de
dermatologie que vous dirigez au sein du CHU decMabe vous remercie pour I'intérét que
vous avez immeédiatement porté aux travaux quepj@sentés ce jour-la. Merci de témoigner
a nouveau de votre intérét en faisant partie darge

Monsieur Didelon™, vous avez été un soutien indéfectible tout ag lde ces trois années.
Chaque fois que j'en ai eu besoin (et ce fut tees/ent !), j'ai pu trouver aupres de vous une
oreille attentive, une attention constante et ur@@nntendue. Vous avez élaboré toutes les
conditions pour me rendre la vie supportable dassntoments ou elle ne I'était justement
plus. Vous m’avez accueillie dans un véritable coaosos cotés a I'lMAC. Merci pour tout
ca et pour le collegue compétent, prét a rendngcgeque vous avez toujours été. Vous avez
apporté beaucoup de rigueur a nombre de mes exgédtions. Que serais-je devenue sans
vous ?

Muriel Abbaci, merci d’avoir été ma locomotive. Malgré les émesique tu as traversées

ces derniéres années, la force dont tu as toufaitrpreuve m’a beaucoup inspirée. Tu as
tenu ce role de locomotive non seulement sur le ptafessionnel mais également sur le plan
de l'amitié. Ta grande compétence, ton énergie idigoine au travail, tout ce que tu as

acheveé ainsi que ta généerosité et tous les sergigesu m’as rendus m’ont tout simplement

été vitaux. Nous avons finalement suivi le mémegans ces dernieres années et je te félicite
d’avoir toujours brillé au firmament depuis I'lUBn passant par le DEA jusqu'a la these.
Essayant constamment de t'égaler, je suis honca@eidpu travailler a tes cotés.

Gilberto Diaz-Ayil, Emilie Péry, Sophie Olijnyk, Yahir Hernandez-Mier, votre
camaraderie a rendu l'atmosphere générale du Hai@ades plus agréables. Cette
atmosphere fut propice a un plaisir indispensablgr wenir au travail chaque jour. Grace a
vous, ces quelques années se sont déroulées dadséaontraction des plus précieuses.

Le personnel technique du service d’anatomo-pathotpe du CAV. Merci de m’avoir
accueillie a vos cbtés et de m'avoir aidée toutl@mg des moments passés en votre
compagnie. Vous m’avez toujours facilité la tachas les services que vous m’avez rendus
ont permis la réalisation d’un protocole parfoispgu trop lourd pour moi toute seule ! Merci
de m’avoir aidée a supporter tout cela. Un remerei@ particulier aAlexandre Simonot
qui, s’il ne fut pas l'unique personne a avoir aéde traitement de « mes » échantillons de
peau de souris, fut celui qui en a assuré la plasdg partie. Je te remercie pour ton
assistance permanente, ton aide précieuse, tes, itlBepromptitude a réaliser certains
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marguages ou certaines coupes quand javais bgsgeigela aille « vite ». Ta camaraderie et
ta gentillesse ont également été des soutiensdiginsi indéfectibles.

Anne-Laure Leblanc, animaliére a 'animalerie centrale de la Facd#éénédecine de Nancy.
Merci pour votre assistance durant mes premiersdpasoins animaliers. Merci pour vos
conseils, votre aide et tous les services rendus.

Le Groupe Thématique Ingénierie Pour la Santé (IPS)lu CRAN, dirigé par le Professeur
Didier Wolf. Si nous n'avons pas collaboré directement, cas sbsorbés par nos travaux
respectifs, nous avons bien souvent cohabité\aye remercie pour les conseils prodigués et
les services rendus a plusieurs reprises, notameremhatiere d’expérimentation animale.
Merci a Loraine Tirand, Denise Bechetet Julie Garrier, doctorantes ou étudiantes en
Master, pour avoir pris sur leur temps pour m’aidans mes premiers pas d’expérimentation
animale. Merci d.ina Bollotine pour avoir mis a ma disposition toutes les infrtagtires de
son équipe.

Alain Richard, directeur du CRAN. Je vous remercie pour le southoral apporté a de
nombreuses reprises au cours de ce doctorat : md&eoir pris ma « défense » durant
I'incident du café scientifique, merci d’avoir piis temps de vous entretenir avec moi pour
comprendre le fond des choses et de m’avoir soatdots de la mise en place de
'expérimentation animale dans les locaux de I'EINSEt merci pour m’avoir regcue dans
votre bureau lorsqu’il y a quelgues mois, vous reagentie égarée face a une fin de these
difficile et a un avenir totalement flou. Merci deus rendre autant disponible et accessible a
chacune des personnes qui composent « votre »atairer Je vous remercie de m’avoir
permis de faire partie du conseil de laboratoirdaem que représentante des doctorants. La
tache fut plus ardue que prévue mais a eu le méeten’apprendre beaucoup sur le
fonctionnement d’instances telles qu’un conseilad®ratoire ou d’autres au niveau régional
ou national.

Jean-Francois Stoltz directeur de I'école doctorale BioSE. Merci d’avoontribué a me
rendre cette thése accessible. Merci égalementaimpermis de réaliser toutes les étapes
qui ont précédé la these et notamment un stageatteése auseorgia Institute of Technology
d’Atlanta aux Etats-Unis d’Amérique ainsi qu’'un gggade DEA au sein de votre équipe
(LEMTA UMR 7563 CNRS-Nancy Universite) .

Je tiens a remercier les personnes qui me sonnhmoes et qui pourtant, en tant que
responsables d’organismes, ont rendu ces travaulkéde possibles par le soutien financier
gu'’ils ont pris la responsabilité d’accorder. Seasoutien financier, rien n’aurait été possible
et en particulier aucun travail expérimental n’@upa étre accompli. Je remercie donc les
différents responsables pour avoir cri en ces twawd pour avoir eu donc suffisamment
confiance pour allouer des fonds financiers tréséquents.
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Il est temps maintenant pour moi de paraphraseb&zar Traoré, « le bluesman malien »
et de dire aux personnes suivantes :

Si tu savais combien je t'aime, toi aussi tu doiimer”.

J'espére que ces quelques lignes vous apprendvoritien je vous aime...
pour que vous continuiez a m’aimer.

Merci doncValérie Marache pour avoir su me fermer ta porte....lorsque je roavais déja
chez toi ! Pour me forcer a rester a tes cotés ajoe je me trouvais en trop partout. Tu m’as
insufflé de la vie, au jour le jour, quand je neuypais pas envisager une autre échelle de
temps. Tu m’as portée a bout de bras, tu m’as oatr sens propre (a la cueiller), tu m’as
fait éclater de rire bref, tu as été d’'une présencmyable. Pardon de ne pas avoir été aussi
présente pour toi alors que tu en avais peut-&seib au cours de ces derniers mois de thése.
Maintenant ¢a va aller mieux !

Merci Papa d’avoir su acheter un billet d’avion pour venirspar 24 heures avec moi...24
heures « seulement », mais les bonnes, celledajgnénécessaires, vitales.

Merci Vanessa Mobyd’avoir su me soutenir quand, incapable d’avalemorceau du plat
qui était devant moi le midi, tu as trouvé la patie d'étre a mes cotés alors que je ne pouvais
pas articuler un mot pour t'expliquer ce qui sespés

Merci Maman d’avoir été un soutien indéfectible en m’appelgobtidiennement et en
trouvant les mots qui m’ont toujours « élevée guetcontinuent de le faire.

Merci Emilie Castellani de m’'avoir proposé de prendre un billet de trainoeNNancy pour
venir passer un weekend a mes cotées. Un symbtdentait fort.

Merci Carine Filliol pour ta présence, pour tes emails plein de reaalg soutien et pour ton
colis : lecture et chocolat, le cocktail du récaohfola présence a toutes les étapes de mon
parcours des derniéres années m’a été vitale.

Merci Annabelle Monnier pour ton soutien, ton amitié et ton aide tellemamdicieux. Ton
intégrité est un exemple dans ma vie.

Merci Danny Addison d’avoir su étre a mes cotés...depuis la Californioila 10 années
que je t'ai laissé mon coeur. Merci de l'avoir taup choyé et d’avoir répondu présent
immédiatement des que tu l'as senti en danger. STuesté debout tard pour que nous
puissions nous parler malgré les 9 heures de dghlaraire, tu as dépensé des fortunes pour
m’appeler des heures durant sur mon téléphonelpertanerci infiniment.

Merci Michel et Claudie Elipot, mes parents lorrains d’adoption, de m’avoir atheiest
d’avoir été présents, tels de « vrais » parentst dosoutien ne s’est jamais démenti en 6 ans
de vie lorraine.

Merci Bernard Darley, d’avoir su calmer mes angoisses archaiques &raab premiers pas
en expérimentation animale.

Et puis merci également aux tribus qui m’ont apptatchaleur d’'une famille chaque fois que

javais besoin de ce sentiment tribal d’appartepata’identité.

Méme si pour certains d’entre vous, nos univergeggionnels sont des plus éloignés, vous
m’avez toujours témoigné votre présence et vothelaate, méme quand mes efforts pour

accomplir ma thése n’avaient pas beaucoup de sensv/pus, me permettant ainsi d’aller au

bout.

X Extrait de la chanson Je chanterai pour toi daftsuim Je chanterai pour tgiMarabi Productions, 2002.



Le Fly Club 54, club d'ultimate-frisbee de Villers-les-Nancy. Rarticulier I'équipe a la téte
du club : Bab $ébastien Beltramg président), Virg Yirginie Lahaye, trésoriere)Francois
Faivre (secrétaire) et tous les autres « anonymes »gargette musclée et bronzée pour
n’avoir jamais perdu patience malgré naespsd’anthologie...Merci pour les organisations
pittoresques de nos chaotiques mais non moinsregl&bTournois découvertes » !!

Le groupe théatre de la MJC Pichonde Nancy. Merci &usann et Grégory Jacquier
Macky (Fabrice VanMackelberg de son vrai patronyme.E3telle Richard, Elise de
Villiers, Julie Solviche, Stanley Davis, Valérie Meache (toi, t'es déja citée plus haugx
Philippe Huriet. Je vous remercie de m’avoir offert une boufféexggene hebdomadaire
voire bi-hebdomadaire au fur et a mesure que le gouspectacle approchait : notre « Petit
Noél en Famille » inspiré de Minuit Chrétien delyfilait partie de mes grandes fiertés. Je
conserve le DVD de notre spectacle comme une ebaarée.

Merci a toute I'équipe d&a Ménagerie de Radio Fajet Cécile, Héléne, Emilie, Damian,
Simon. Merci Stanley de m’avoir permis de rencontrertésuces belles personnes pour des
moments |égers. Merci pour tous les superbes texiestu m’as écrits : engagés, droles,
légers, toujours pertinents. Etre caissiére I'esple quelques minutes chaque semaine : mon
réve s’est donc réalisé.

Merci au fabuleux groupe de « voisins » de la git&ersitaire Le Placieux qui a rendu mes
premiers jours nanceéiens tellement heureux ! Jpemse pas que mes études a Nancy se
seraient aussi bien passées si je ne vous ava@upas mes cbtés en « débarquant de Nice ».
Votre sens de la féte fut un soutien immense. Alersends hommage Baplacieuse
fameuse discothéque clandestine! Merci d’abordm s propriétaire » qui a bien voulu
I'accueillir dans sa chambre de 9 nBébastien Lerouxet puis a tous ses fideles clients :
Carine Filliol (déja citée plus hayt)smail ljjaali, Julien Fourgueux, Guillaume Lucas,
Tomeu Orfilla, Mariana, Ana Hegu, Zoheir Mefti, Thomas Cauchy, Nicolas Desbien,
Hadrien Perron, Racha Mounaged, Pascal Kiehl.

La Phillips Academy Class of 1998, Andover, MassachtsséEtats-Unis d’Amérique). La
these m’a empéché de vous revoir tous pour féterlAaans. Je serai la pour les 15! Merci a
Vincent LeRibeuz de m’avoir fait vivre ces moments avec vous ernpl@uit, a 6000 km.
Merci Vincent d’avoir toujours été un ami tout aand) de ces dix années. Tu as été ma
Nouvelle Star! Merci égalementSolange Diallg a Danny Addison (déja mentionné plus
haut) et a tous les amis rencontrés qui malgréngs et la distance qui nous ont séparés ces
dix derniéres années ont su me montrer leur fridede promotion et m’encourager. Merci a
tous les professeurs de la Phillips AcademyAitiacCann en particulier.

Merci également a I&eorgia Institute of Technology Wing 2[Atlanta, Georgia (Etats-Unis
d’Amérique). Vous m'avez tous précédée dans I'aidarde votre doctorat et vous avez ainsi
trouvé les mots qui m'ont portée durant les momeletgioute. Merci pour votre présence.
Curieusement nous nous sommes fréquemment vus debtée ou de l'autre de
I'Atlantiqgue depuis mon stage au sein de votre fatmire en 2004 Stacy Imler, Bryan
Marshall, Chris Wilson, Ashley Palmer, John Connel, Onyi Irrechukwu et notre guide

a tousMarc Levenston!

Et puis le groupe « DEA >P¢omotion 2005 du DEA Bioingénierie-Biomatériau). Pour le
coup, nous avons tous vécu les mémes choses au mément et la force que cette solidarité
m’a insufflée fut un immense secours a chaquennstdadia Ladhari, Vanessa Moby(déja



citée plus haut !)Julien Darmian, Emilie Velot et Annabelle Monnier (déja citée plus
haut !).

Et puis merci a toutes les autres personnes quétgge de maniere ordinaire et qui m’ont
toujours soutenue en se rendant compte quelle tampme avait pour moi mon activité
professionnelle.

Merci & ma famille et a mon coushrancgois Guermeur pour m’avoir ouvert la voie de la
these. Tu as toujours été mon exemple, I'idole da enfance, le grand frere que je révais
d’avoir ! Si tu croisais les bras, je les croisagglement. Si tu mangeais des raviolis alors j'en
mangeais aussi....bref il N’y a plus qu’a espérer echmese maintenant : que je n’ai pas fait
cette thése uniguement parce que tu en as fait une...

Merci aux amis (de mes parents au départ) qui meataitre puis grandir et m’'ont apporté
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Introduction

Diagnostiquer le cancer durant les premiéeres étd@asn histoire naturelle, c'est-a-dire avant
gu’il ne devienne invasif, est le moyen le plus dieffectuer un traitement curatif. Les
meéthodes optiques de diagnostic semblent pouvpiongre a cet enjeu clinique car les
phénomenes (fluorescence, diffusion élastique)esaquels elles reposent, et qui sont mis en
jeu lors de l'interaction entre la lumiére et lssais, sont sensibles aux modifications morpho-
fonctionnelles des premiers stades de développediemtcancers épithéliaux. Parmi ces
meéthodes, la spectroscopie de fluorescence etr@besnment, la spectroscopie de diffusion
elastique jouent un role prépondérant. La speatpeaest un outil qui utilise la souplesse et
la longueur des fibres optiques pour explorer &stés des organes creux par endoscopie ou
la peau qui, de par sa localisation externe, est@diment accessible. Nous avons choisi de
nous intéresser a ce dernier organe pour deuxnsaigoncipales. Tout d’abord, parce que
l'incidence des cancers cutanés est en constagteeaiation depuis plusieurs décennies. En
effet, d0 a 'engouement des sociétés occidenfadas le teint halé et les loisirs en extérieur,
on assiste ces derniéres années a une forte awgoemte I'incidence des cancers de la peau
car le rayonnement ultraviolet en est le facteunl@gique principal, qu’il soit d’origine
naturelle (le soleil) ou d'origine artificielle fl@pes a bronzer). Dans ces pays ou les
populations a peau claire sont majoritaires, leceanle la peau est celui qui a la plus forte
incidence. L'intérét d'utiliser les différents typeale spectroscopie en dermatologie serait
d’améliorer la sensibilité et la spécificité du ghastic en fournissant au clinicien des
informations spectrales complémentaires de soréation visuelle. Cette complémentarité
lors de I'examen clinique pourrait servir a guides biopsies et limiter le nombre de faux
positifs et de faux négatifs. A terme, I'objectdftele porter un diagnostic positif sans devoir
faire de biopsie invasive. La deuxiéme raison plaguelle nous avons choisi de nous
intéresser a la peau est que I'évolution des deuxds de cancers cutanés les plus létales
passe par des lésions précancéreuses puis pregwvasneélanome intraépidermique pour le
mélanome ; kératose actinique pour le carcinomeeépmioidein situ. Nous aurons ainsi
I'opportunité de tester les spectroscopies optiquasme outil de diagnostic précoce.

Le présent travail a donc pour objectif d’évaluar dpectroscopie en tant qu’outil de
caractérisation de la transformation néoplasiquéadeeau. Ce mémoire est divisé en trois

parties : la premiére a pour objet de rappeleroletexte médical de I'étude, les notions de
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base sur l'interaction entre la lumiere et lesugsBiologiques et quelques informations sur les
techniques de spectroscopie.

Le deuxiéme chapitre propose d’étudier la capatEtéa spectroscopie de réflectance diffuse
résolue spatialement a évaluer de maniére noniiresdsndice de Breslow, c'est-a-dire
I'épaisseur du mélanome, simulé par fantome.

Le troisieme chapitre est consacré a |'évaluationvivo par spectroscopie bimodale
(combinant deux modalités : autofluorescence ertitextitation et réflectance diffuse) de
peau murine soumise a irradiation ultraviolettes beesures spectroscopiques sont réalisées
chaque semaine durant les sept mois d’irradiatiosuvies de prélevements cutanés. Des
criteres histologiques sont ensuite déterminés goalir une classification des différents
états histologiques rencontrés tout au long déntdgqrarcinogenese. Notre hypothése dans ce
cas est que la spectroscopie bimodale devrait pegem@obtenir de meilleurs résultats de

classification que ceux obtenus avec chaque meéddliisée seule.
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1. Cadre de I'étude
1.1. Lapeau

La peau est un organe multi-couches, composé degephs types cellulaires et composants
extra-cellulaires, qui produit différentes struesirspécialisées appelées « annexes » (cf.
Figure 1). La peau se définit comme un organe aqudiere qui participe a la protection de
I'organisme qu’elle contient. Elle remplit un raans plusieurs fonctions vitafes

e Le maintien de I'homéothermie grace aux glandesslés eccrines qui permettent la
sudation et a la couche adipeuse de I'hypoderm@eumet une isolation thermique.
Les poils, dont I'étre humain ne conserve que quedgvestiges, ne jouent plus qu’un
réle anecdotique dans cette fonction.

* Le maintien de I'équilibre hydrique grace atratum corneunqui est la « barriéere
meécanique » de l'organisme. Les lipides hydropholest il est riche, le rendent
notamment globalement imperméable et évitent dassiéshydratation massive de
'organisme. Les pores des diverses glandes etutdk pileux rendent cette barriere
perméable pour un ajustement permanent de I'hytyata

* Le maintien de l'intégrité de I'organisme dans smvironnement grace au sens du
toucher et a un ensemble de nocicepteurs thermiguoeguscules de Ruffini et de
Krause) ou mécaniques (corpuscules de Pacini etetiesner).

» La reconnaissance du soi et du non-soi par plusigyes de cellules immunitaires :
cellules de Langerhans, mastocytes, lymphocytes, et

» L’équilibre neuro-endocrinien grace aux glandesosalés apocrines, aux glandes
sébacées et aux cellules de Merkell.

Lors de l'étude des structures et des fonctiongnates ou anormales de la peau, il est
important de garder a I'esprit ses variations négies qui s’expriment principalement en
termes d'épaisseur, de composition, de densiténd¥as, et parfois de différenciations

biochimiques.
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Corpuscules
de Meissner

Stratum comuem

Epiderme

Derme

Poil
Glandes sébacées

Muscle arecteur de poil

Glande sudorale eccrine

Glande sudorale apocrine
Follicule pileux
Racine pileuse

Corpuscules de Pacini

Artére
Veine

Figure 1 : Schéma tri-dimensionnel d’une coupe trasversale de peau humaine. Iconographie disponible
sur le sitewebde laMedical Schoolde I'Université de Virginie, Etats-Unis d’Amérique

D’un point de vue histologique, trois couche
I'hypoderme (cf. Figure 2).

s smntifiées : I'épiderme, le derme et

% s

Figure 2 : Schéma d’'une coupe histologique de péhwmaine

avec dimensions typiques des trois couches.
Iconographie adaptée du sitevebde laSchool of Anatomy and Human Biology,
The University of Western Australia
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L’interaction entre ces 3 couches est importantecaus du développement embryonnaire et
dans le maintien de 'hnoméostasie a I'dge adultis elies vont étre traitées séparément par la

suite.

1.1.1. L’épiderme?

L'épiderme est un épithélium stratifié en contideierégénération qui présente une
différenciation progressive (kératinisation) ddmgslirection transversale et dans le sens des
couches basales vers les couches superficiellespidérme comprend plusieurs types
cellulaires qui ont des origines embryonnaires rdee :

= kératinocytes

= mélanocytes

= cellules de Langerhans

= cellules de Merkel

Le kératinocyte est le type cellulaire majoritaire au sein deibl&@me. Environ 90 a 95% des

cellules épidermiques sont des kératinocytes gowvipnnent de I'ectoderme superficiel au
cours des premieres semaines du développementmidahtation embryonnaire. La structure
d’'un kératinocyte individuel est corrélée avec ssifion dans I'épiderme et son état de
différenciation. Tous les kératinocytes contienrcied filaments de kératine de 8 & 10 nm de
diameétre. Ces kératines s’organisent en réseaugrgissent au travers du cytoplasme entre
'enveloppe nucléaire et les desmosomes (jonctimikilaires). Elles remplissent un réle
structural (cytosquelette).

Les couches de I'épiderme

Les kératinocytes sont organisés en plusieurs @sughi correspondent a différentes étapes
de différenciation (cf. Figure 3):

= basale

= spineuse

= granuleuse

= cornée
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Figure 3 : Photographie d’'une coupe histologique nrguée a 'Hématoxyline et a I'Eosine (H&E) de peau

humaine et montrant les couches cellulaires au seite I'épiderme correspondant aux différents stadede

maturation des kératinocytes. C : couche Cornée, Gecouche Granuleuse, S : couche Spineuse, B : coach
Basale. Iconographie disponible sur le sitteebdu CHU de la Pitié-Salpétriere (Paris).

Ce processus de différenciation, connu sous le derkératinisation ou « cornification » est
programmé génétiquement et consiste en une séidgést d’évenements métaboliques et
morphologiques.
La kératinisation inclut :
» |a perte de la propriété de prolifération
= un accroissement de la taille cellulaire et untégdament cellulaire
» |a formation de nouveaux organelles en méme temjs g réorganisation structurale
d’organelles déja présents et une perte éventdeltertains d’entre eux
» |a synthése de nouvelles protéines ou de nouvégides
» une modification des propriétés plasmatiques et Ionanaires, des récepteurs et
antigenes de la surface cellulaire
* une déshydratation
Le point final du processus de kératinisation est cellule terminale différenciée et morte : le
cornéocyte. Il contient des filaments de kérataes protéines matricielles et une membrane
plasmique renforcée en protéines associés a detedipde surface. Les cornéocytes,
kératinocytes matures ayant perdu leur noyau, itoest le stratum corneum barriere

mécanique et clinique de la peau.
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L’étude des anomalies de différenciation de I'épite a permis la compréhension de la
régulation du processus de kératinisation.

La couche basaleappelée de maniere plus formellstkatum germinativurn, est

principalement constituée de kératinocytes en itimitotique et de cellules migrantes. Les
kératinocytes basaux contiennent de fins réseauXilaments de kératine, rendant le
cytosquelette suffisamment flexible pour permettee division et la migration. Les
kératinocytes basaux sont structurellement et fomcellement associés a la membrane
basale sous-jacente via les hémidesmosomes. @ettadtion permet l'intégrité structurale
de I'épiderme et produit des signaux régulateurgrotant la prolifération, la migration et la
différenciation des kératinocytes.

Il y a hétérogénéité dans le potentiel proliférdat kératinocytes basaux : 3 types cellulaires
ont été identifiés principalement sur la base de potentiel clonogénique. Environ 10% des
kératinocytes basaux sont des cellules souches;ecttire des cellules a longue vie, avec un
cycle lent et une courte phase S (divisions pequiétes). Les cellules souches ont un
potentiel clonogénique élevé et se divisent powdpire une cellule fille destinée a se
différencier et une autre cellule fille qui restnd la couche basale en tant que cellule souche.
C’est cette population de cellules souches qui datcible de 'accumulation de mutations
génétiques délétéres, causées par exemple par ux@asition au rayonnement solaire,
associées aux néoplasiesa 2™ population est constituée des cellules fikkesenées a se
différencier. Il s’agit de cellules en cours d’aifiphtion et de transit qui subiront un nombre
limité de divisions supplémentaires dans la coummale ou supra-basale. L4"3population

de cellules basales qui en représente 5 a 10%dssntellules en cours de différenciation
post-mitotique. Ces cellules expriment les margsieler différenciation tels I'involucrine et le
K10.

Il a été estimé que, chez 'homme, une fois qukélatinocyte quitte la couche basale, son
temps normal de transit versdgatum corneunest d’au moins 14 jours et son transit dans le
stratum corneum et sa desquamation requierenttitdsgaurs.

La population des cellules souches peut étre ifilmtiet isolée sur la base d'une forte
expression de marqueurs comme les intégfaeSette caractéristique unique de longévité et
de clonogénécité est tout a fait remarquable ao dei I'épiderme qui est un tissu en
continuelle régénération.

La couche spineudee stratum spinosurest appelé ainsi a cause de I'apparence histalegiq

des kératinocytes qui y séjournent (cf. Figure 4).
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Figure 4 : Photographie montrant la morphologie dekératinocytes au sein de la couche spineussratum
spinosun) de I'épiderme, appelée ainsi a cause de I'appares des jonctions intercellulaires (desmosomes)
en forme d’épines. Iconographie adaptée du sitesebde laSchool of Anatomy and Human Biology, The

University of Western Australia

La couche granuleuse

Deux a trois couches de cellules granuleuses pée@mendistinguées grace a leurs grains de
kératohyaline basophiles cytoplasmiques caradtfuiss.

La couche transitionnelle

Il existe une transition abrupte entre la cellulanglleuse et le kératinocyte totalement
différencié. La cellule granuleuse non seulementthgdtise, modifie et entre-croise les

protéines impliquées dans la kératinisation mamernande aussi son propre programme de
destruction (apoptose) grace a plusieurs enzymegrquoquent la destruction de certains

organelles, notamment le noyau.

Le stratum corneum

Le stratum corneunjoue a la fois un réle de barriére principale @@éau (contre la perte en
eau et la pénétration de substances provenargm@rbnnement) et de protection mécanique.
Il est composé de plusieurs couches de « cornéosyteeratinocytes totalement différenciés
et non-viables. Comme indiqué sur les Figures &td)), I'épaisseur dgtratum corneum
varie considérablement entre le dessus du brasc{lishes cellulaires) et les régions

palmaires (plusieurs centaines de couches cebslair
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Figure 5 : Photographies de coupes histologiques geau humaine marquée a 'Hématoxyline et a
I'Eosine (H&E) montrant la variabilité régionale de I'épaisseur de la couche cornée : a) Peau fine,rba
d’échelle = 50um, b) Peau épaisse, barre d’échelle = 1@@n. Iconographie adaptée du sitevebde la
School of Anatomy and Human Biology, The University Western Australia

En plus de cette variabilité régionale, I'épaissdurstratum corneunvarie en fonction du
sexe, de I'dge et des maladies éventuelles. Laifonde barriere provient du systéme a deux
compartiments, aussi nommé le modéle « de la braguiu ciment » : les briques étant les
cornéocytes riches en protéines et pauvres erefipientourées de ciment qui est la matrice
extra-cellulaire lipidique continue. Le cornéocwst le plus grand des kératinocytes et est
aplati. La forme et les propriétés du cornéocytet smlaptées au maintien de l'intégrité du
stratum corneumpermettant cependant la desquamation. La motidicale la structure, de
la fonction et de la composition des kératinocgeproduit au fur et a mesure qu’ils migrent
vers la surface externe de la peau. Les cellulescdaches profondes daratum corneum
aussi appelé stratum compactum sont plus épaisses et contiennent des fibrdgdgine
denses et paralléles, constituant une envelophdaied cornée plus fragile. Comparées aux
couches supérieures dtratum corneumles couches profondes ont une faible capaci& a s
lier aux molécules d’eau. Les cellules gttatum corneunextérieur ont une enveloppe rigide
cornée et subissent une dégradation protéolytigee dbsmosomes. Ces modifications
contribuent a une desquamation des couches supheficfaisant en sorte que cette zone de
I'épiderme est parfois appeléestkatum dysjunctur.
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Le _meélanocyte est le deuxieme type cellulaire de I'épiderme. baslanocytes sont des

cellules productrices de mélanine et originairedaderéte neurale du stade embryonnaire.
Apres la naissance, une fois que les mélanocyteisétablis dans I'épiderme, ils créent des
dendrites qui les relient aux kératinocytes. Casddtes permettent le transfert du pigment

vers les kératinocytes voisins (cf. Figure 6 a)et b

Figure 6 : Photographies de coupes histologiques geau humaine montrant la localisation de la mélanie
au sein de I'épiderme.
a) Fleches blanches : mélanine contenue dans lesdtéhocytes aprés transfert par les mélanocytes. Ge
mélanine qui absorbe le rayonnement ultraviolet splace au dessus du noyau des kératinocytes agissant
comme un parasol protegeant I’ADN du rayonnment ultaviolet. lllustration tirée de Weinberg R.A. The
biology of Cancer Garland Science, Taylor and Francis Group LLC, éd(New York, 2007) et empruntée a
D.E. Fisher.
b) Pigment visible au sein des mélanocytes dansdauche basale. Iconographie adaptée du sitebde la
School of Anatomy and Human Biology, The Universib§y Western Australia

Le corps cellulaire du mélanocyte s’étend souvens Ve derme sous le niveau de la couche
basale mais reste toujours au dessus dantna densales mélanocytes établissent des
contacts avec les kératinocytes de la couche batatbes couches supérieures mais ne
forment jamais de jonctions avec eux, a aucun nivBa récentes étudesnt montré que les
E-cadhérines sont les molécules par lesquellem&anocytes et les kératinocytes adherent
entre eux. La différenciation des mélanocytes esttée avec I'acquisition de leurs fonctions
premieres : la mélanogenése, I'arborisation etaesfert des pigments vers les kératinocytes.
La formation des dendrites est cruciale dans léobie du mélanocyte car un mélanocyte
transfert ses mélanosomes (organelle contenangheept) a environ 36 keératinocytes : ils
forment ensemble une unité épidermique de mélanisat

Le mélanosome est I'organelle caractéristique diamogyte. Sa taille conditionne le fait
gu’il sera, ou non, dégradé au sein du kérating@geditionnant ainsi la couleur de la peau.

Les mélanosomes impliqués dans la synthése de dlamme noire ou marron sont
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elliptigues. Les mélanosomes qui synthétisent Eoptélanine rouge ou jaune ont une forme
sphérique. La taille des mélanosomes est détermigiéetiquement ; souvent les peaux noires
contiennent des mélanosomes de taille plus imptertqne les peaux moins pigmentées. La
famille de maladies appelées « albinisme oculorgutaprovient de lésions génétiques dans
les génes codant pour les protéines spécifiqguesnaéianosomes et impliquées dans la
synthése de mélanine.

Le transfert des mélanosomes est stimulé par {esvigdlets et par des hormones telles que la
MSH (Melanocyte Stimulating Hormoperoduite par les kératinocytes. Une fois au skeis
kératinocytes, les mélanosomes existent soit iddaliement soit au sein d’agrégats entourés
par une membrane. La distribution des mélanosomesea des kératinocytes varie en
fonction de la race. Les mélanosomes au sein destikdcytes sont dégradés par des
enzymes lysosomales au fur et a mesures que lledesete différencient et migrent vers la
surface. Quelques rares mélanosomes peuvent pé@tfeisdentifiés au niveau dstratum
corneummais ils ne sont alors plus contenus dans une magrab

Les cellules de Langerhansont les cellules présentatrices des antigend®piderme. |l

s’agit de cellules dendritiques qui résident dansouche supra-basale de I'épiderme et qui ne
sont pas propres a I'épiderme ; on les retrouves déautres épithéliums tels que ceux de la
cavité orale, de 'oesophage, du vagin, mais aless le derme. Elles représentent environ 2
a 8% de la population cellulaire de I'épiderme ®ittachent aux kératinocytes via les
récepteurs a E-cadhérines. Elles proviennent demdeelle osseuse t6t au cours du
développement embryonnaire et résident dans I'épiegour un temps durant lequel elles
gérent et présentent les antigenes de I'épidernuite 2 un processus inflammatoire
spécifique, les cellules de Langerhans de I'épigemmgrent vers les ganglions ou les cellules
T sont stimulées. La capacité des cellules de Lduwags a présenter les antigenes est
diminuée par les ultraviolets vitro etin vivo.

Les cellules de Merkel sont les cellules neuro-endocrines de I'épideetnéu derme. Elles

assurent un rbéle de mécano-récepteur et contrivauerdéveloppement du plexus nerveux
dans le derme supérieur. Elles joignent les kérayites par I'intermédiaire de desmosomes.

Jonction dermo-épidermigue

La lame basale qui constitue la jonction dermo-@pidque assure I'ancrage de I'épiderme
sur le derme. Elle consiste en un feuillet planticanessentiellement composé de collagéne
IV assurant I'adhésivité des épithéliums et se pésant selon un réseau sur lequel se

greffent glycoprotéines (laminines) et protéoglyesan
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1.1.2. Le derme

Le derme, composante conjonctive de la peau, esia#pé selon un plan sous-épidermique.
La solidité, la compliance et la perméabilité cées’expriment dans le derme réticulaire (cf.
Figure 7) ou siegent les compartiments péri-vageulat péri-lymphatique qui régissent
échanges trophiques et flux cellulaires et molémgdale I'inflammation et de I'immunité.

Les cellules conjonctives, résidentes comme lesolfiastes, ou recrutées comme les
lymphocytes, baignent sans lame basale dans teflaatriciel.

La trame collagénique (de types | et Ill) est miggmement constituée de longues fibres peu
flexibles de section réguliere sur toute leur laagu(diamétre de 50 a 100 nm pour les plus
fines et les plus épaisses respectivement). Lestifos de soutien et de compliance sont
assurées par la trame collagénique et I'arborescélastique. Dans le derme papillaire et
superficiel, cette trame comble les replis pap#isisous épithéliaux.

Le derme réticulaire est abondamment vasculariegs da partie la plus superficielle ; les
fibres de collagene y sont assemblées en faiscéanses regroupant un nombre de fibres
croissant avec la profondeur. Faisceaux collag@&sig fibres élastiques étant liés entre eux,
leurs gquantités respectives au sein du derme somt d peu pres équivalentes. Les fibres
élastiques, les fibroblastes et leurs expansiotmpt@asmiques sont attachés, en tension, aux
faisceaux collagéniques. La force résistante dumederest classiquement attribuée a
I'organisation fasciculée des fibres de collageméeaype | est majoritaire.

Les monocytes, macrophages et dendrocytes dermaqunssituent un groupe hétérogene de
cellules qui constituent le systeme phagocytairealeiles mononucléaires de la peau. Deux
sous-groupes peuvent étre identifiés : le souspgramonocytes-macrophages et celui des

cellules dendritiques.
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"8 Derme réticulaire Epijeme Derme papillaire

Figure 7 : Photographie de coupe histologique (caiation Goldner) de peau humaine sur laquelle on
distingue le derme papillaire avec des fibres colggenes laches et le derme réticulaire fibreux.
Iconographie disponible sur le sitavebde I'unité d’anatomie de I'Université de Fribourg, Suisse.

1.1.3. L’hypoderme

Le tissu hypodermique sert a I'isolation de I'enbdandu corps, est utilisé comme réserve
énergeétique, protege la peau et permet sa mopditéapport aux structures sous-jacentes. La
frontiere entre derme réticulaire profond et hypote est abrupte entre un derme conjonctif
principalement fibreux a une région sous-cutanéleerien adipocytes. Les deux structures
sont cependant structurellement et fonctionnellémenbriquées grace aux réseaux
vasculaires et nerveux et aux appendices épideasidLes follicules pileux en phase active
de croissance s'étendent jusque dans la graissecstanée et les glandes apocrines et
écrines de transpiration sont normalement confirdsss ces profondeurs cutanées. Les
adipocytes originaires du mésenchyme sont les ipates cellules de I'hypoderme et sont

regroupées en lobules.

La majorité des Iésions cancéreuses de la peaévatogpent au sein de I'épiderme. Comme
décrit précédemment, les deux types cellulaireplies fréquents au sein de I'épiderme sont
les kératinocytes et les mélanocytes. Comme ndaossale voir dans le paragraphe suivant,
chaque type cellulaire donne lieu a un type detéappelé respectivement kératinocytaire et

mélanocytaire.
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1.2. Cancers de la peau et stades précancéreux

1.2.1.  Epidémiologie

Dans son ouvrage consacré aux tumeurs cutjné®sganisation Mondiale de la Santé
recense 7 types de tumeurs, par ordre de fréquigreissante :

= |es tumeurs kératinocytaires

» |es tumeurs mélanocytaires

» |es tumeurs d’annexes

= |es tumeurs hématolymphoides

= |es tumeurs des tissus mous

= |es tumeurs neurales

= |es syndromes tumoraux héréditaires
Nous nous limiterons ici a I'épidémiologie desadrptdes deux types de cancers cutanés les
plus fréquents.
Les cancers kératinocytaires

Les cancers kératinocytaires incluent principalenies carcinomes baso-cellulaires et les
carcinomes épidermoides (CE) aussi appelés « spihdaires ». Ces deux formes de
cancers sont souvent regroupées sous I'appellattameurs cutanées non mélanocytaires ».
Ce sont les lésions malignes les plus fréquemmd@agnostiquées dans les populations a peau
claire mais elles sont relativement peu dangerelseforme basocellulaire ne donne pas de
meétastase et la forme épidermoide évolue lentem&mt. France, deux registres
départementaux des cancers ont systématiquemenieillecles cancers cutanés,
respectivement depuis 1983 (Doubs) et 1991 (Haim)RhCes données montrent une
augmentation importante de l'incidence des dewesyprincipaux de carcinomes, une plus
grande fréquence a age égal chez 'homme (plusudargour les CE) et une prédominance
d’'un facteur 3 a 6 (plus marquée chez la femmexdesnomes basocellulaires sur les CE.
Entre 1980 et 1983, une moyenne de 547 déces pantaété attribués en France a des
cancers cutanés differents du mélanome. Entre 20@003, ce chiffre était de 492 par an,
alors qu’on notait un doublement des déces parnuogia. Parallelement, la population agée
s’est accrue. Les taux de mortalité standardiséslasupopulation européenne se sont
améliorés, passant de 1,1 a 0,7 pour 100 000 psrsqar an chez 'homme et de 0,6 a 0,4
chez la femme. Ces données témoignent probablahedi@mélioration de la prise en charge

des carcinomes chez le sujet age.
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Les cancers mélanocytaires

Le mélanome est le type le plus grave des cancgamés. En 2000, on estimait a 7200 le
nombre de cas de mélanomes cutanés invasifs eme-r@e chiffre représentait 2,6% de
I'ensemble des cancers incidents et 58% des casnétiémining. Les taux d'incidence

atteints en 2000 (cf. Tableau 1) placent le mélam@m §™rang des cancers de la femme et
au 13™ rang des cancers de 'homme (carcinomes cutanélsisfx L'augmentation de

lincidence des dernieres décennies est due ad®tpn solaire estivale et aux coups de
soleil durant la petite enfance. En France, setgdgstre départemental du Haut-Rhin fournit
des données basées sur la population depuis 1888dd@nées montrent que I'augmentation
de lincidence du mélanome s’accompagne d'une auntatien de la proportion des

mélanomes peu épais. La proportion des mélanomesodes de 1,5 mm d’épaisseur parmi
'ensemble des mélanomes diagnostiqués est passB&% durant la période 1988-1990 a
65% durant la période 1997-1999. Cette amélioradierta précocité du diagnostic peut étre
attribuée au dépistage et a l'information du puliiarallélement, la proportion de mélanomes

épais diminuait, mais leur nombre absolu contindaiigmenter modérément (cf. Figure 8).

g

g

B> 4 mm

71,5 -4mm
) m 0< 1,5mm
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Nombre de mélanomes

g

1988-1990 1997-1999

Figure 8 : Evolution de I'indice de Breslow des mé@homes diagnostiqués en France entre 1988 et 1990 e
entre 1997 et 1999

Entre 1969 et 1997, le taux de mortalité par métamen France a été multiplié par 2,7 chez
la femme et par 2,9 chez 'lhomme. Comme indiquésdanTableau I, 'augmentation de la
mortalité a été plus lente que celle de l'incideriae surmortalité masculine observée dés le
début de la période s’est accentuée, contrastaat lag taux d’incidence supérieurs chez les
femmes. Depuis le début des années 1990 chez Imdeen la fin des années 1990 chez
’homme, on assiste a une stabilisation des tauxmaetalité standardisés: autour de

1,6/100000 personnes/années chez I'homme et 1Zllaiemme. Les taux d’'incidence et de
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mortalité liés au mélanome augmentent réguliereragat 'age. Avant 65 ans, l'incidence
est supérieure chez la femme, puis elle devierérgeyre chez 'homme. L'excées de mortalité
masculine devient net vers 50 ans et s’accroiematht chez 'homme agé. Ces différences
restent principalement expliquées par une épaisseyenne au diagnostic plus élevée chez
’lhomme que chez la femme. D’autres facteurs corersgege (fréquence des mélanomes du

tronc chez ’homme) semblent également intervenir.

Tableau | : Evolution de I'incidence du mélanome ctané et de la mortalité par mélanome en France, dan
les deux sexes. Nombre de cas pour 100 000 habitapar ar?.

1980 1990 2000
Incidence Mortalité Incidence Mortalité Incidence Mortalité
Hommes 2,4 0,9 4,3 1,2 7,6 1,6
Femmes 3,9 0,8 6 1 9,5 1,1

1.2.2. Etiologie

Au cours des vingt dernieres années, les factemssdque pour les cancers cutanés ont été
trés largement étudiés et en général, ces faatieutisque se classent en 3 catégories :
= facteurs de susceptibilité¢ de lindividu souverdslia la couleur de la peau et des
cheveux et la sensibilité au rayonnement solaies facteurs de susceptibilité sont
exprimés dans la classification de Fitzpatrick dgfinit différents phototypes de peau
(cf. Tableau ).
= facteurs environnementaux : le rayonnement ulttavi¢UV) naturel (solaire) ou
artificiel (lampes a bronzer notamment)
= |es grains de beauté et les naevi: ces facteunblapt étre directement liés aux
susceptibilités individuelles et a I'exposition aiod.
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Tableau Il : Phototypes de peau définis par Fitzpatck. DEM : Dose Erythémateuse Minimale. Adapté de
Astner et al., 2003

Coups de
soleil et Couleur de
historique de | Bronzage Bronzage a | peau (peau | DEM UVA DEM UVB
Phototype ; < .
bronzage immédiat long terme | non exposée| (mJ/cm?) (mJ/cm2)
(définit le (fesses)
phototype)
Brale Aucun Aucun
I facilement, ne i ) Blanc ivoire 20-35 15-30
bronze jamais
Brale
facilement, Faible + Minimal a
Il bronze trés +3 L faible Blanc 30-45 25-40
peu et avec - ta+
difficulté
Brdle
modérément,
m brgn,ze Bien défini Faible Blanc 40-55 30-50
modérément + +
et
uniformément
Brdle peu . .
' L L Beige-Olive,
\Y bronze Modére Moderé | - < érement 50-80 40-60
modérément ++ ++ .
i bronzé
et facilement
Brale
rarement Intense Intense, Marron clair
\% ' (marron) marron foncé . 70-100 60-90
bronze ou bronzé
+++ ++ +
beaucoup
Ne brile Intense
jamais (marron Intense, .| Marron foncé
Vi ' . marron foncé . 100 90-150
bronze foncé) 4t ou noir
beaucoup ++ +

L’exposition au rayonnement solaire est le factiologique environnemental principal des
cancers de la peau. Le rayonnement ultravioletiirdlune part, des lésions oxydatives des
bases de I'’ADN par le biais du stress oxydant guritluisent *° Il existe des mécanismes de
réparation dont la mise en jeu est variable d’udividu a l'autre. Les infrarouges (IR)
pourraient avoir un role protecteur, qui s'il a étéqué lors d’étudas vitro, n'a pas encore
été établin vivo'™ *2

Les données épidémiologiques sur le rapport deecausffet entre rayonnement UV et
mélanome montrent qu’il existe un grand laps de pgenentre I'exposition solaire
dommageable et I'apparition de la tumeur maligne. s, il semble que les expositions
solaires les plus dommageables soient celles sdbrest I'enfance.

Une étude, portant sur I'age auquel le CE est distigué, indique que la fréquence des

expositions au soleil est le paramétre le plusétém I'apparition des CE.
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Ce délai dans lapparition de la malignité «avéreainsi que la nécessité de
recommandations de prévention appropriées ont atiriérét de I'étude des lésions
précurseurs des cancers cutanés :

= |es kératoses actiniques, comme lésions précurdesr€E

= les naevi dysplasiques, dont certains peuvenpééeurseurs de mélanomés

Le paragraphe suivant va s’attacher a définir eesgqunt les stades précancéreux.

1.2.3. Etats précancéreux et précoces du cancer

Les Iésions précancéreuses présentent un granétictd elles précédent I'apparition des
cancers et parce qu'elles se développent sur umguéo durée. Elles sont donc la cible
potentielle d’un dépistage qui doit permettre uimeiution de la mortalité due au cancer.

Tableau Il : Rappels de terminologie

Cancer * Multiplication cellulaire autonome et anormale
» Envahissement des structures de voisinage
» Méetastases

Tumeur” terme non spécifique désignant une grosseur

Néoplasié’ processus d’expansion clonale du a des ratés ldaosntrole moléculaire qui
régule la prolifération et/ou la mort cellulairpquvant étre bénigne ou maligne

Hyperplasié’ augmentation de la taille d'un tissu ou d'un oegadtue a l'augmentation du
nombre de cellules. Elle peut étre physiologigoepmensatoire ou pathologique.

Métaplasié’ substitution adaptative d’'un type tissulaire aglpiar un autre type tissulaire. Squs

stresse un type tissulaire plus vulnérable est las®par un autre type tissulaire
plus capable de résister a ce stress

Dysplasié’ prolifération cellulaire anormale dans laquelle oatrouve la perte de
l'architecture et de lorientation normale associ@eune irritation et une
inflammation chronique. Ce terme est souvent engldgns le contexte des
Iésions prénéoplasiques/précurseurs du cancer

Cancer. une lésion est qualifiée de « cancéreuse sespetsente un caractére invasif.
Précancer le précancer regroupe toutes les Iésions gllagu’au carcinome situinclus. I
est défini comme une lésion proliférative dysplasigpour laquelle le risque statistique
d’évolution vers un cancer invasif est significativent élevé.

Tous les cancers ne sont pas précédés d'un prédaese frequemment avancé que tous les

cancers sont précédés d’'un état de précancer.ngolfgre de cette notion, et contrairement
aux autres formes de cancers cutanés, mélanomear@nomes épidermoides, aucune Iésion
précancéreuse n’'a jamais pu étre mise en évidenagdgcarcinome baso-cellulaire.

Le Tableau Il rappelle la définition de plusietesmes relatifs a des notions histologiques

dont certains seront utilisés dans la suite de aeuscrit.
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Ces définitions décrivent mal a la fois la succmssdes évenements aboutissant au
développement cancéreux et les caractéristiqguas état précancéreux. L'examen anatomo-
pathologique fournit une description morphologioyg ne reflete pas completement les
évenements moléculaires.
L’étude des Iésions précancéreuses du cancer psttamte pour plusieurs raisons :
= |es études sur I'étiologie des états précancérdentifient des facteurs de risque
potentiellement modifiables dans I'environnemeni, geuvent ensuite étre I'objet de
mesures de prévention primaire.
= chez les sujets a risque, les états précancéréisx,sent précisément identifiés,
peuvent devenir la cible du dépistage et donc daréegention secondaire.
= enfin, I'étude des modifications moléculaires en@éues rencontrées dans les états
précancéreux apporte les connaissances fondansedtala cancérogenese.
Notre compréhension du développement et de la @ssgm du cancer a beaucoup évolué
lors des dernieres décennies : détection plus peéce la maladie, classification histo-
pathologique plus précise et identification desrations moléculaires. Cependant, de
nombreux éléments manquent encore a notre connaeessour comprendre I'ensemble du
précancer. Prouver que le précancer est précudiewrancer impose de montrer qu’un
marqueur stable du précancer persiste dans le garest-a-dire que le lignage cancer passe

par un stade reconnaissable de précancer.

1.3. Diagnostic en cancérologie dermatologique

1.3.1. Méthodes actuelles

La Figure 9 illustre schématiquement la progrestiomorale maligne en terme de nombre de
cellules tumorales en fonction du temps. Ce schdistangue les deux étapes essentielles de
I'histoire naturelle de la maladie : le stade nowaisif (appelé « précancer ») et le stade
invasif (avec phases infra-clinigue puis symptébmat). Les chances de guérison et
'augmentation de I'espérance de vie des patiestsn$ bien plus importantes si la maladie
est détectée durant sa phase non-invasive et dote @ise en charge peut étre faite

(précocément) a ce stade.
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Figure 9 : Cancérogenése. Figure tirée de HoernipR6'°
Dans le cas des lésions cutanées, I'examen cliigogortant I'inspection et la palpation est
la base du diagnostic. D’autres examens peuvenplében les données cliniques. Les deux
techniques les plus utilisées sont
- L’'examen a la loupe : microscopie de surface (derst@pie) en particulier
pour le diagnostic des lésions pigmentaires commemiélanome (cf.
chapitre V).
- L’échographie cutanée : évaluation de la configonatri-dimensionnelle des
Iésions (épaisseur de mélanome notamment)
L'objectif de ces différents examens est de rastamin nombre suffisant de paramétres
pour permettre au clinicien de décider si la Iégimtifie une biopsie pour caractérisation par
anatomo-pathologie.
Biopsie et anatomo-pathologie
L’'obtention de tout ou partie de la tumeur aux foisxamen anatomo-pathologique est
obligatoire pour le diagnostic du cancer. L'anatgrathologie est une discipline médicale qui
étudie les lésions provoquées par les maladiessacees a celles-ci, sur les organes, tissus
ou cellules, en utilisant des techniques principaiet basées sur la morphologie
macroscopique et microscopique.
Les buts de I'anatomo-cytopathologie dans la pratmmédicale sont :
= de contribuer a I'élaboration du diagnostic ou migpser une hypothese diagnostique.
= d’apporter des éléments utiles pour préciser lagstic, en particulier dans le
domaine de la pathologie tumorale.
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= de contribuer & évaluer I'effet des thérapeutidgieas échéant.
Comme illustré par la Figure 10, la technique deebmenant a la confection des lames
histologiques utilisées pour I'étude des tissusmécroscopie comporte plusieurs étapes : la

fixation, I'inclusion en paraffine, la confectioe @oupes et leur coloration.

Organe Piece Bain fixateur Axes de découpe de
d’exérese (formaldéhyde) la piece fixée
Etape 1 : Biopsie Etape 2 : Fixation Etape 3 : Découpe

1 ==

*

Bande (,16 5 pm Coupe colorée
Paraffine d’épaisseur
Etape 4 : Mise en bloc de paraffine  Etape 5 : Coupe au microtome Etape 6 : Coloration et mise entre

lame et lamelle

Figure 10 : Schéma illustrant le processus de prépation d’'une biopsie (du prélévement jusqu’a la lane
histologique) dans le cas d’'une étude histologiquetandard.

Indispensable pour conserver la morphologie cetkilda fixation doit étre trés rapidement
réalisée des l'obtention du préléevement. La durédadfixation dépend de la taille du
prélevement : au minimum 2 a 5 heures pour unesi@opt 48 heures pour une piéce
opératoire. Le fixateur habituellement utilisé lesiormol a 10% tamponné. Les prélevements
fixés sont déposés dans des cassettes en pladtegidssus contenus dans les cassettes sont
déshydratés par passage dans des alcools, I'alsbéliminé par des solvants (xylene) puis la
paraffine liquide a 56° imprégne les tissus etrefsoidie.

Le bloc solide de paraffine contenant le tissucesipé grace a un microtome, les coupes de 3
a 5 micrometres d'épaisseur sont étalées sur mesla

La coloration usuelle associe un colorant basiqueéaire (hématéine, hématoxyline) et un
colorant acide cytoplasmique (€osine, érythrosioe, phloxine). La coupe colorée est
protégée par une lamelle de verre collée ou pditrarplastique transparent. Elle est analysée
au microscope par un médecin anatomo-pathologistétgblit un compte-rendu.

32



Morphologie
Les altérations génétiques et les troubles de leosmisont responsables d'anomalies

nucléaires et cytoplasmiques qui sont visibles osicopiquement et qui constituent les
critéres cytologiques de malignité.
= Anomalies nucléaires :
Taille : augmentation, inégalité (anisocaryosedppiorphisme
Contenu : chromatine irrégulierement répartie (eg)tthyperchromatisme
Forme : contours irréguliers, incisures
Nucléole : augmentation de taille, multiplicité pamalies de forme
Mitoses : augmentation de nombre, anomalies ded@mitoses tripolaires, asymétriques)
= Anomalies cytoplasmiques :
Diminution de taille : augmentation du rapport medytoplasmique
Basophilie
Cependant, ces criteres n'‘ont pas une significatibque. En effet :
= Des criteres cytologiques de « malignité » peuvdreg observés dans des tumeurs
bénignes ou des processus non tumoraux (virosesiothérapie, nécrose)
= Certaines tumeurs malignes trés différenciées Beeptent que peu de criteres de
malignité.
= Enfin, lintensité des anomalies cyto-nucléairesit pearier suivant les conditions
techniques, d'une partie a l'autre d'une tumepeet étre jugée différemment suivant
les observateurs.
Les criteres cytologiques de malignité ne sont étessaires, ni spécifiques des tumeurs
malignes. Dans certains cas, le diagnostic d'umetu maligne repose sur :
» [identification du type tumoral
= des signes histopathologiques d'envahissement loa@ctéristiques des tumeurs
malignes (emboles tumoraux, envahissements des) nerf
* la survenue de métastases.
Outre les techniques « standard » de I'anatomosjiagie pour I'étude de la morphologie,
des techniques complémentaires peuvent étre esligdles que :
- limmuno-histochimie, par exemple pour détrmides éléments pronostiques (utilisation de
I'anticorps Ki67 pour détecter I'antigéne Ki67, rgaeur de prolifération).
- I'histo-chimie, par exemple pour marquer les dibrélastigues (marquage de Weigert) ou

pour distinguer ’lhémosidérine du derme (coloratiePerls) des grains de mélanine.
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Le stroma
Au dela d'une certaine taille (quelqgues millimétrdes foyers tumoraux induisent une
adaptation de leur micro-environnement cellulairexra-cellulaire. Ces modifications des
tissus péritumoraux aboutissent a la formation dissu conjonctif et inflammatoire qui
s'appelle le stroma. Le stroma fait partie de tadur et participe a sa biologie et a son aspect
macroscopique et microscopique.
Le stroma comporte :

= des cellules conjonctives (fibroblastes ou myotithastes)

= des capillaires néoformeés

= des cellules inflammatoires : lymphocytes, macrgelsaetc.

» des fibres extra-cellulaires (fibres collagénelastégues).
Le stroma a un role de soutien (charpente fibrewste)de nutrition (angiogénese).
L'angiogenése est particulierement intéressantenaaitre, car elle est indispensable a la
croissance tumorale et nécessite une prolifératien cellules endothéliales dont les
mécanismes, complexes, sont différents des mécasisde prolifération des cellules
tumorales. De nombreux essais thérapeutiques fppelaa des substances inhibant
'angiogenese pour freiner la croissance des foersoraux ou mieux pour réduire leur

volume.

Classification clinique des tumeurs

La nécessité d’'une expression universelle destgitgcliniques et de leurs conséquences
pronostiques explique le développement de claasifics cliniques, anatomocliniques et
anatomopathologiques. Elles permettent un langatgenational commun indispensable a la
comparaison des résultats thérapeutiques.
La classification clinique internationale la pluspandue est le systeme TNM de I'Union
Internationale Contre le Cancer (UICC) :

= T, pour la tumeur primitive

= N, pour les adénopathies (= atteinte pathologiquen dbu plusieurs ganglions

lymphatiques)Nodesen anglais.

= M, pour les métastases
Il s’agit d'une classification essentiellement aime, adaptée aux caractéristiques
anatomiques et topographiques de chaque localstatmorale.
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L'utilisation de cette classification permet de nmgper en stades (cf. Tableau 1V) les

présentations cliniques en fonction de leur cuitgébpotentielle et des grandes orientations
thérapeutiques qui y correspondent.

Pour tenir compte de l'apport des données postatqpiées et anatomopathologiques, la
classification TNM clinique peut étre complétée pParpression standardisée des constats
chirurgicaux et/ou microscopiques. On parle aloespdNM. Par ailleurs, une conotation

« R » est utilisée apres traitement pour expriri@idtence ou non d’'un résidu tumoral (cf.

2°™colonne du Tableau V).

Au-dela des classifications cliniques, I'analyseioamo-pathologique des tumeurs utilise
également des classifications pour exprimer lenétés morphologiques susceptibles d’aider
a la caractérisation tumorale et a la prévisiomgstique. Il est habituel d’établir le grade
tumoral en exprimant la différenciation relative ldetumeur par rapport au tissu normal de

référence (cf. %" colonne du Tableau IV).

Tableau IV : Nomenclature clinique de classificatia des Iésions cancéreuses

Stades Résidu tumoral Grades

Grade 1 : tumeur bien
Rx : tumeur résiduelle non différenciée, comparable a

Stade | : T1 — NO — MO évaluable I'organe normal de référence et
en regle générale, d'évolutivité
faible
Stade Il : T2 et/ou N1 — MO RO : pas de tumeurdusie Grade 2 :dt_ur’neur _rr)oyennement
ifferenciée

Grade 3-4 : tumeur peu
différenciée, parfois difficile a

R1: tumeur résiduelle rattacher & un tissu d’origine et

Stade Il : T3 et/ou N2 — MO microscopique L.
généralement de forte
evolutivité locale ou
métastatique
Stade IV : T4 et/ou N3 et/ou R2 : tumeur résiduelle
M+ macroscopigue

L'objectif de la recherche actuelle en matiere daguostic de tumeurs cutanées est
d’améliorer lindication des exéréses-biopsies.déal serait que seules les Iésions
véritablement dysplasiques ou cancéreuses soiempsibes. En effet, il est estimé
gu’actuellement 22% des Iésions cutanées cancé&@esgeraient pas biopsiées alors que des
lésions bénignes le seraient dans un tiers de'S. @s les faux négatifs laissent la Iésion
poursuivre son évolution risquant de devenir trépnéue pour étre excisée facilement
ultérieurement. Le délai entre la premiere consiolia(signe d’alerte) et un diagnostic tardif
peut laisser le temps a des métastases d’appagtitissse donc s’installer un risque d’issue

fatale. Des indications de prélevement pour lésibésignes impliquent des procédures
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inutiles colteuses en temps et en argent, du stteds la douleur pour les patients ainsi
gu’une certaine morbidité.

Les méthodes dites « optiques » semblent prometepsur préciser les indications de
biopsies. Ces méthodes se basent sur l'interaetire la lumiere et les tissus biologiques,
qui sera décrite au paragraphe suivant. Contramermex rayons X, les rayons lumineux
pénétrent peu profondément au sein des tissusdimples. Cependant, la profondeur de
pénétration des rayons lumineux, qui est de l'odrequelques dizaines (vers le « bleu ») et
de quelques centaines (vers le « rouge ») de metres) est suffisante car cette profondeur
correspond a l'ordre de grandeur de I'épaisseun @pithélium. Comme indiqué sur la
Figure 11, le développement carcinomateux commetaes les couches profondes des
épithéliums et de I'épiderme en particulier. La léra réfléchie ou émise qui sera récupérée
en surface de la peau permettra d’obtenir desnmdtons sur I'état des couches profondes de
I'épiderme et donc sur d’éventuelles néoplasiesititites.

En fonction des modalités, les méthodes optiquemetéent d’accéder a différents types
d’'informations (décrites plus loin : intensités cfpales, caractéristiques morphologiques
invisibles a I'eeil nu, etc.) que nous souhaitonsspbjectives que I'appréciation visuelle. De
tels parameétres permettront peut-étre, a termepdliarer la précision du diagnostic clinique
menant ou non a une exeérése-biopsie et pourroat @trs facilement exportables que

I'expérience personnelle.

Dysplasie

in situ
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Figure 11 : Schéma de I'évolution cancéreuse typigud’un épithélium
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1.3.2. Méthodes optiques de diagnostic

Rappels sur 'interaction lumiére-tissus biologigue

Les tissus biologiques sont des milieux complekes, hétérogenes, composes de structures
et d'organites diffusants et absorbants. Leursrg@s optiques varient notamment avec
I'évolution cancéreuse. Comme décrit préecédemmeht garagraphe précédent, § 1.3.1
consacré a l'anatomo-pathologie), les cellules issus cancéreux ont des propriétés
morphologiques et fonctionnelles notablement diffées des tissus sains. L’enjeu est de
pouvoir détecter ces transformations en profondéciest-a-dire dés le début du
développement cancéreux) grace a la lumiére ré&migsétrodiffusée par les tissus. Comme
pour tout milieu matériel, I'interaction lumiére tissu met en jeu trois phénomenes : la
réflexion, I'absorption et la diffusion.
= La reéflexion
La réflexion optique détermine quelle proportionl@guissance lumineuse va effectivement
pénétrer dans le tissu. La fraction du flux d'éreengcident réfléchie a I'interface air-tissu, ou
réflectivité, varie de 5 a 25% selon la nature idsut et la longueur d'onde. Comme indiqué
sur la Figure 12, lorsqu’un rayon lumineux arriv€irterface de deux milieux d’indices de
réfraction différents, il est en partie réfléchieetpartie transmis.
L’indice de réfraction est habituellement noté wé&fini par :
n=cl/v
c : la vitesse de la lumiére dans le vide
v : la vitesse de la lumiéere dans le milieu en taes

Le faisceau réfléchi forme un angle avec la surtacenilieu égal a I'angle d’incidence.

Normale au poini Normale au point
Rayon incident d'incidence Rayon reflechi Ravon incident d'incidence

b

P

Ravon réfractd

Loi de Snell-Descartes
Réflexion Réfraction

0,=06, n,sinB, = n,siné,

Figure 12 : Schéma de la loi de Snell-Descartes di&ant réflexion et réfraction d’un rayon lumineux a
I'interface de milieux matériels d’'indices de réfraction différents
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Le tissu biologique contenant principalement dad'éra, = 1,33) et des protéines,@m1,6),

son indice de réfraction effectif varie entre 16851,5. Il diminue avec 'augmentation de la
longueur d’onde. Le Tableau V donne quelques exesnglindice de réfraction d’éléments
biologiques :n est donc généralement compris dans la plage [Z]3€t dépend de la
longueur d’onde. Par exemple, l'indice de réfratiiln muscle de bceuf vaut 1,43 a 390 nm et
1,38 a 710 nm.

Tableau V : Indices de réfraction de matériaux biabgiques

Milieu Indice de réfraction (n)
Eau 1,33
Cytoplasme 1,37
Noyau 1,39
Membrane cellulaire 1,46
Lipides 1,46
Mélanine 1,7

Comme illustré sur la Figure 13, la réflexion egéaulaire ou diffuse en fonction de la
rugosité de l'interface.

Réflexion spéculaire Réflexion diffuse

Normole aw pointd
Repyon incident ‘imcidenc Reyon réfléchi
4 incidence 3
o : ¢
: e
|
\ | #
| /
|

™, e i A
\/T\,-
| ;
|
|

N
™

i

Surface lisse Surface irréguliére

Figure 13 : Schéma de la réflexion spéculaire etftlise en fonction de la rugosité de lasurface

La surface sera considérée comme optiguement $isda hauteur des irrégularités est
inférieure aA/10, soit 60 nm pour une longueur d’'onde de 600 cemyui n'est pas le cas de
la peau, puisque les cellules mortes formastidatum corneunont une épaisseur typique de
600 a 800 nm. Ces cellules qui se détachent peauairgroduisent plusieurs interfaces
air/tissu et tissu/air, accroissant ainsi consioléraent la réflectivité, qui peut alors atteindre
des valeurs élevées dans la région bleu-vert detrep@ypiquement 20% a 520 nm) mais va
diminuer rapidement avec la longueur d’onde. Tausefpour la plupart des tissus, un
faisceau lumineux collimaté, tombant en incidenaenale, subira une réflexion de I'ordre de
4% a 8% de 300 nm a 3000 nm. Pour une source di@usotrope, la réflectivité s’élevera a
8 - 10%.
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Le taux de réflexion ou « réflectance » R dépend de
= J'angle d’incidence (cf. Figure 14)
= du rapport des indices des deux milieux.

1 .
0.8- . \\\ /L-—— \/
4 Air TG 2 sl
A !
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Tissu 7 A /

/

[&]
(o2}
)

(]
:
I

Réflectance (u.a.)

0 a5 30
Angle d’incidence (degrés)

Figure 14 : Taux de réflexion en fonction de I'angd d’incidence du rayon lumineux a I'interface de dex
milieux d'indices de réfraction différents

= |’absorption
Les composés biologiques des tissus qui absorbehtmiére sont appelés chromophores.
Leur connaissance est essentielle car elle perenehaisir la longueur d’onde appropriée a la
pénétration tissulaire recherchée. L'absorptiorsdas tissus vivants dépend principalement
de l'eau, qui entre pour 80% dans leur composigbrde I'hémoglobine contenue dans les
vaisseaux sanguins. Il faut y ajouter la mélaninatde spectre d’absorption s'étend de

l'ultraviolet jusqu'au proche infrarouge (cf. Figur5).
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Figure 15 : Spectres d'absorption des principaux ammophores biologiques. Iconographie adaptée de
Vogelet al*®

Dans l'ultraviolet, pour les longueurs d'onde igfidres a 280 nm, l'absorption, tres
importante, est due aux acides aminés et a l'eaucdhséquence, les profondeurs de
pénétration dans l'ultraviolet sont extrémemeritiéa, de I'ordre de quelgques micrometres.
Dans le visible, l'absorption est principalemenie du I'hnémoglobine et a la mélanine.
L’hémoglobine (oxyhémoglobine HbOet désoxyhémoglobine Hb) présente un pic
d'absorption dans le bleu autour de 415 nm et bBbsprsqu'au proche infrarouge. Le
coefficient d'absorption de la mélanine décroifat®n exponentielle avec la longueur d'onde
de l'ultraviolet (200 nm) jusqu'au proche infrare|{@300 nm).

D’un point de vue microscopique, une molécule disam photon si celui-ci véhicule une
énergie qui permet a la molécule de passer dargatrexcité. Ces phénomenes suivent les
lois de la mécanique quantique ; il s’agit doncptiénomenes « discrets » (par opposition a
« continus »). L’énergie absorbée peut étre, ag@gyanisation interne, réémise sous forme
de luminescence (fluorescence ou phosphorescenge)issipée pour augmenter la
température interne du corps, qui devient alorgcgosecondaire d’émission infrarouge (cf.
Figure 16).
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Figure 16 : Diagramme de Jablonski illustrant le pnoméne d’absorption portant la molécule a un
niveau d’'énergie excité ainsi que les différenteies de retour a I'état fondamental : soit par émision
lumineuse (fluorescence ou phosphorescence) soisgiissipation de chaleur.

D’un point de vue macroscopique, I'absorption estrile par la loi de Beer-Lambert (cf
Figure 17) qui considere un milieu homogene (ndfusknt). La fraction d'intensité (dlI)
absorbée par une tranche d’épaisseur dz de caurhdimogene est :
dl = 1(z) - I(z+dz)
dl=-pual(z)dz
d’ou I(z) = 1(z=0) exp (11a 2)

T

. .
w TaE¥- 157

Figure 17 : lllustration de la loi de Beer-Lambertdécrivant 'absorption de I'intensité lumineuse parun
milieu homogéne absorbant d'épaisseur dz et de cdiefent d’absorption p,

ua (A) : coefficient d’absorption (cif) qui caractérise une molécule donnée a une lomgueu

d’onde donnée. A la profondeur de pénétralienliu, il reste 37% de l'intensité initiale.
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= La diffusion élastique
La diffusion dans les tissus est causée par l&poésde nombreuses hétérogénéités de tailles
et d’indices de réfraction variés : les cellulegesttissus contiennent des centres diffusants de
taille diverse allant de quelques nanometres aiquits dizaines de micrometres (7-h
pour un noyau typique, 20-50m pour les cellules). Un grand nombre d’organitesar
cellulaires sont de dimension typique inférieur& dmngueurs d’onde utilisées en optique
(300-900 nm environ). La diffusion de la lumiéere pie telles particules est décrite par la
théorie de Rayleigh et est caractérisée par urteibdison angulaire isotrope. Quand les
particules diffusantes sont de taille inférieureisyde méme ordre que la longueur d’onde
utilisée, on utilise l'approximation de Rayleighida Cette approximation est
particulierement utile dans le cas de la diffuspar les organites intra-cellulaires tels que
lysosomes ou mitochondries. Dans ce cas, la diffuse fait essentiellement « vers I'avant »
c'est-a-dire dans le sens d’incidence du rayonnems@nl'organite. La diffusion par une
particule de taille plus grande que la longueumd® (noyaux par exemple) est décrite par
'approximation de Hulst et l'intensité est majaifement comprise dans un cbéne de largeur
Ma (a étant la dimension typique de la particuteusiante§°. Il existe également une partie de
l'intensité qui est rétro-diffusée mais elle esgligeable comparée a l'intensité qui est
diffusée vers l'avant. Cette approximation donne disultats similaires a ceux issus de la
théorie de Mie qui concerne uniquement les padgsgphériques.
Ainsi diffusions de Rayleigh et Mie coexistent, mé taille moyenne des centres diffuseurs
étant généralement de dimension égale ou supérelardongueur d’onde, la diffusion Mie
I'emporte. Le coefficient de diffusiops varie enA”" (n< 4) et décroit de fagon monotone
avec la longueur d'onde entre 350 et 950 nm. Rmsutissus mous, dans le domaine spectral
du visible et de l'infrarougeys est compris entre 10 et 100 Mroe qui signifie que le libre
parcours moyen entre deux diffusions;=11/ ps, varie entre 10 et 100 micrométres. La
répartition spatiale de la lumiere diffusée présame forte anisotropie que I'on peut décrire
par le paramétre g appelé anisotropie : g = €cosaleur moyenne de I'angle de diffusidn
entre les rayons incident et diffusé, est compmisee0,70 et 0,99 le plus souvent proche de
0,97 ce qui signifie que la diffusion "pointerarsd'avant et que le volume irradié aura une

forme oblongue (cf. Figure 18).
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g=0,5 g=0,9

Figure 18 : Distribution angulaire de la diffusionen fonction de la valeur du paramétre d’anisotropieg.

L'action simultanée de I'absorption et de la diinsdétermine une région spectrale située
entre 600 et 1200 nm ou la transmission dans $ssidiest maximum: la pénétration d'un
faisceau lumineux peut atteindre plusieurs milliegt Pour les longueurs d’onde inférieures
a 600 nm, la profondeur de pénétration est inféei@w millimetre. Pour les longueurs d’onde
inférieures a 1200 nm la pénétration est fortemenitée par I'absorption de l'eau. Les
photons qui atteignent une profondeur supérieupeedques dixiemes de millimetres ont tous
été l'objet de diffusions multiples.
Les principaux centres diffuseurs de la peau sont :

 Les cellules plates dustratum corneum (kératinocytes matures appelés

« cornéocytes » d’environgm d’épaisseur).

» Les granules de mélanine (0,3 a (®) contenus dans I'épiderme

» Les fibres de collagene (20 & 100 nm)

* Les globules rouges

* Les noyaux des cellules : kératinocytes, mélangcyeeikocytes, etc.

Les méthodes optiques de diagnostic

La lumiere blanche utilisée pour la visualisatioes diésions cutanées en dermatologie
classique ou des épithéliums des organes creurdoseopie conventionnelle ne permet que
la détection du cancer a des états avancés deistmiréh naturelle. Depuis une vingtaine
d’années, un certain nombre de méthodes optighesune basée sur un type d’interaction
entre lumiére et tissu biologique, ont été dévebmsp pour mettre en évidence des
modifications morpho-fonctionnelles invisibles emiére blanche :

= tomographie optique cohérente

* microscopie confocale fibrée

= spectroscopie
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v' de fluorescence
v de réflectance diffuse
v Raman
Parce qu’elle présente notamment I'avantage dfatide a mettre en ceuvre et peu codteuse,

nous avons choisi de nous consacrer a I'étude sledletroscopie.

1.3.3. Méthodes spectroscopiques

La spectroscopie est aussi appelée « biopsie @ptigen double-référence a I'utilisation
gu’on souhaite en faire (établir un diagnostic akaniére de I'anatomo-pathologie) et a son
caractére non-invasif (la lumiére remplace le higjo

On parle souvent de spectroscopie « fibrée poamtgwint » car, comme indiqué sur la
Figure 19, cette technique se base sur l'utilisatie fibres optiques : une excitatrice et une ou
plusieurs autres réceptrices. Cette sonde est aséentact du tissu a examiner. Le volume
tissulaire sondé est déterminé par les propriépgues du tissu (s'il est plus ou moins
diffusant ou absorbant notamment), par la longuonde (qui pénetre plus ou moins les
tissus) et par les propriétés géomeétriques desesoadibres optiques utilisées : diametre de
cceur des fibres optiques, distances inter-fiboréamment. Pour donner une idée du volume

typique sondé : surface (disque d’1 mm de diamé&tppfondeur (10Qum) = 0 ,078 mm

Source de lumiére
excitatrice

Systéme d'acquisition
multi-voies

Tissu biologique

Interactions lumiere-tissu :
absorption, diffusion,
fluorescence, réflexion

Figure 19 : Schéma de principe de la spectroscopiptique fibrée point par point

Dans les vingt dernieres années, les deux modal#éspectroscopie qui ont été les plus
étudiées tant en laboratoire qu’en clinique ontl&tgpectroscopie de réflectance diffuse et la

spectroscopie d’autofluorescence.
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e Spectroscopie de réflectance diffuse
Le potentiel de détection des stades précocesrdeisades epithéliums par spectroscopie de
réflectance diffuse a été démontré dans plusigudeé concernant en particulier I'cesophage,
le cblon, le col de l'utérus, la vessie, les poumon les voies aériennes supérieures. Cette
technique est notamment sensible aux -caractémstiggommunes a tous les états
précancéreux et cancéreux précoces: accroissegenla taille des noyaux et leur
hyperchromatisntfe.
Les études qui ont été menées sur la distinctidre dissus dysplasiques et tissus sains
montrent que les spectres de réflectance diffusaysés permettent de déterminer la
distribution de taille des noyaux. Dans les orgaéesliés (cesophage, cavité buccale et
vessie), les noyaux des épithéliums dysplasiquésun@ densité et une taille supérieure a
ceux des épithéliums safis

» Spectroscopie de fluorescence
La spectroscopie de fluorescence des tissus hipleg peut se faire de deux maniéres : soit a
I'aide de fluorophores exogénes soit sur la baseflderophores endogenes. Le Tableau VI

résume les principaux avantages et inconvénienthague methode.

Tableau VI : Principaux avantages et inconvénientge I'utilisation clinique de la fluorescence exoge et
endogéne

Avantages Inconvénients
» Un seul fluorophore = Administration du
S prédomine fluorophore
Fluorescence exogene . o : !
= Forte intensité du signal = Allergie
= Toxicité
= Aucun produit & administrer | = Information difficile a extraire
. au patient car provenant de plusieurs
Fluorescence endogéne
fluorophores
= Faible intensité du signal

Nous avons choisi de privilégier une approche ¢ot@nt non-invasive et donc de nous
consacrer a la fluorescence endogene. Comme indiguéa Figure 20 a), la plupart des

fluorophores endogénes sont excités dans I'ultteived le bleu.
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Figure 20 : Spectres typiques a) d’absorption et bj’émission des principaux fluorophores endogénes

Ces fluorophores peuvent étre :

structurels : il s’agit principalement des prot&mmnstitutives de la matrice extra-
cellulaire. Citons notamment :

o les collagenes, de types | et lll majoritaires ain gdlu derme et de type IV
majoritaire au sein de la lame basale.

o lakératine,

o [Iélastine.

ou intra-cellulaires : dans ce cas, ils sont notamtmimpliqués dans le métabolisme
energétique de la cellule. On compte deux nucléstahargés du transport d’électrons
(le NAD) ou de protons (le FAD) ainsi que les pomahes impliquées notamment

dans le cycle de I'hnéme ou constitutives des cytwoles :

o le NAD, nicotinamide adénine dinucléotide, se t®uwgalement sous forme
réduite (NADH) ou phosphatée (NADPH) mais Mayevsiyal?®, dans leur
revue concernant le monitorage de I'activité mitmadriale via la détection de
fluorescence du NADH, précisent que la fluoresceanesuréen vivo provient
principalement du NADH et non du NADPH ou du NAD.

o Le FAD, flavine adénine dinucléotide, peut se terului aussi sous forme
réduite : FADH. Kosterinet al®* précisent que dans ce cas c'est la forme
oxydée qui est relativement plus fluorescente guderime réduite.

o0 Les noyaux porphyrines sont des molécules fluordssequi se retrouvent

souvent complexées a un ion métallique’{fBans le cas de I'héme)

L’intensité d’émission recueillie aux longueurs e caractéristiques de ces différents

fluorophores peut donc donner des indications sur toncentration, leur conformation

moléculaire ou leur environnement (le pH peut inelules modifications d’émission par

exemple). Ces informations peuvent étre ensuitéyséms pour déterminer par exemple un

hypermétabolisme cellulaire propre aux cellulescéaguses. Attention toutefois a ne pas
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établir de corrélation abusive. En effet, ce njgs$ parce que les cellules cancéreuses sont
censées étre hypermétaboliques que l'intensitélangueur d’onde d’émission du NADH
sera plus importante. En effet, si une hyperplasmmpagne, comme c’est souvent le cas,
I'évolution dysplasique, I'intensité de fluorescengourra étre moins importante a cause de
'atténuation de l'intensité due au chemin optiguigs important & parcourir pour les photons

d’émission du fait de I'épaississement de I'épitiméaf°.

Evaluation d’'une méthode diagnostique

Quelle que soit la méthode diagnostique étudieestilessentiel d’apprécier sa capacité a
prédire la présence ou I'absence de maladie ebdeojr comparer ses performances au test
de référence (gold-standard») pour savoir si la méthode étudiée devrait étreigpgé en
routine sur le plan clinique. Pour cela, on meslenax parametres :
- lorsque le test est positif, la probabilité d’émalade.
- lorsque le test est négatif, la probabilité de a® §tre malade.
Les caractéristiques intrinseques du test, sa tt@paclasser correctement les personnes qui
ont la maladie dans le groupe ayant un test paditiés personnes qui n'ont pas la maladie
dans le groupe ayant un test négatif, sont dégaeta sensibilité et la spécificité.
La sensibilité est la probabilité d’obtenir un tessitif lorsque la maladie est réellement
présente. Lorsque la sensibilité d’'un test augméateombre de faux négatifs diminue.
La spécificité est la probabilité d’obtenir un tesigatif lorsque la maladie est réellement
absente. Un test tres spécifique génerera pewdeptasitifs.
Deux autres mesures donnent une estimation deolzapilité de la maladie en fonction des
résultats du test. Elles définissent la fiabilitétest :
= |a valeur prédictive positive (VPP) est la valetégictive d’un test positif c'est-a-dire
la capacité de prédire la présence de la maladie ;
» |a valeur prédictive négative (VPN) est la capadaérédire I'absence de maladie.
La valeur prédictive d'un test varie en fonction sk sensibilité, de sa spécificité et de la
prévalence de la maladie. La fiabilité d’'un testsare la proportion de résultats corrects
(vrais positifs et vrais negatifs). Le Tableau ¥8sume les relations entre les résultats du test

et la présence ou non de la maladie, déterminéempdiagnostic approprié.
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Tableau VII ; Définition des caractéristiques d'untest de dépistage

Cancer
Présent Absent
» + VP FP
Test de dépistage EN VN

Sensibilité = VP / (VP + FN) x 100
Spécificité = VN / (FP + VN) x 100
Valeur prédictive positive = VP / (VP + FP)

Valeur prédictive négative = VN / (VN + FN) x 100
Fiabilité du test = (VP + VN) / (VP + VN + FP + FN)
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2. Etude sur fantdmes : évaluation de l'indice de
Breslow du mélanome malin par spectroscopie de
reflectance diffuse résolue spatialement

2.1. Etatde I'Art

2.1.1. Contexte médical

Epidémiologie du mélanome

Les tumeurs de peau mélanocytaires regroupentamdgrombre de néoplasies bénignes et
malignes ayant des profils genétiques, morpholagat cliniques variés. D’un point de vue
clinique et de I'impact sur la santé, les mélanomasins sont le groupe le plus important de
cancers de la peau. Bien qu’ils soient moins cdarguoe les carcinomes baso-cellulaires ou
épidermoides, ils sont beaucoup plus souvent I&@atause de leur tendance a métastaser. De
fortes doses de rayonnement ultraviolet recuesnpammittence semblent étre le facteur de
risque environnemental principal, souvent en combon avec des facteurs de risque
endogenes, comme une susceptibilité génétique. @idls puissent se retrouver dans des
groupes ethniques a pigmentation plus importangs, mélanomes malins touchent
principalement les populations a peau claire. lrtefprogression du taux d’incidence reflete
les modifications récentes du mode de vie occidigptiancite & une forte exposition au soleil

: mode du teint bronzé, sports et activités derdéten extérieur, etc. La prévention primaire
et le dépistage semblent étre les approches les grlmetteuses pour réduire le taux de
mortalité associé au mélanome.

Incidence et mortalité®

Dans le monde, en 2002, le mélanome a été diaguéstihez environ 79 000 hommes et
81 000 femmes. Les taux sont élevés dans les gmn les populations d'origine
caucasienne prédominent alors qu’ils sont faibkssdes pays ou les populations d’origine
asiatique et africaine prédominent : 80% de ceama@hes se retrouvent dans des populations
a peau claire d’Amérique du Nord, d’Australie, d®uMelle Zélande et d’Europe. Le
mélanome malin est le 1% et le 15™ cancer le plus souvent diagnostiqué respectivement
chez les hommes et chez les femmes et apparaltdefi@gquemment en Australie et en

Nouvelle Zélande (' et 3™ cancer le plus fréquent chez les hommes et lesnémm
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respectivement), en Amérique du Nord"&pour les hommes ef® pour les femmes) et en
Europe (18™ pour les hommes ef® pour les femmes). En 2002, environ 22 000 homrhes e
19 000 femmes sont morts des suites du mélanoneldanonde. Le mélanome est un des
cancers les plus importants si on le considéreeands de perte de vies, d’autant plus qu’il
est souvent diagnostiqué chez des personnes estadivt jeunes et qu’il peut étre fatal s'il
n'est pas traité. En France, et dans la plupartpdgs d’Europe, on estime l'incidence a 5 a
10 nouveaux cas/100 000 habitants et par an (4000@0 chez les Blancs d’Australie,
descendants d'immigrés d’Europe septentrionaleyaRme-Uni, Irlande, Pays scandinaves,
etc.). L'incidence du mélanome double environ tess 10 ans dans les pays a population
blanche. La mortalité (1,2 a 1,5/100 000 en Frarmgpur de 5 en Australie) tend a
augmenter.

Le mélanome était de tres mauvais pronostic dananaées 1950 et 1960 mais a partir du
milieu des années 1970, les taux de mortalité se stabilisés dans de nombreuses
populations a risque, bien que les taux d’incidesnogmentent encore. La survie a augmenté
de maniére substantielle, principalement dans #&s @vec fort taux d’incidence. C’est le
résultat d’'une détection précoce permise graceedfante sensibilisation due aux campagnes
de prévention primaire et secondaire.

A ce jour, le soleil est le seul facteur d’envirenrent connu impliqué dans I'épidémiologie
du mélanome. De nombreuses études épidémiologigttebuent un rble majeur aux
expositions intermittentes et intenses et aux be8lusolaires recues dans I'enfance.
Cependant, ces modalités d’exposition a risque eroent principalement le mélanome
superficiel extensif. Les mélanomes de Dubreuillmvenant sur les zones exposées en
permanence chez les sujets agés, sont plutétuiésx@ositions chroniques cumulatives. Les
mélanomes des paumes et des pieds ne sont paemieat liés aux expositions solaires.
Prédisposition familiale. facteurs génétiques

lls sont au moins aussi importants que le solaiviten 10% des mélanomes surviennent
dans un contexte de « mélanome familial », défami geux personnes au moins atteintes de
mélanome dans une famille (surtout si elles sormpasgmtées au premier degré). Ces
personnes ont souvent, au cours de leur vie, plissienélanomes primitifs différents.
Plusieurs genes semblent impliqués dans la trassmigamiliale du mélanome le principal
étantCDKN2A géne suppresseur de tumeur.

D’autres facteurs sont également génétiquemenrgnras
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— la sensibilité de la peau au soleil qui est défpar le phototype. Les sujets a peau claire, a
cheveux blonds et surtout roux, et les sujets quides éphélides sont les plus sensibles au
soleil (phototype I-11) ;

— la capacité a générer des naevi qui se traduilep@hénotype naevique, c’est-a-dire le
nombre, la taille et I'aspect des neaevi. Une formadiquliere est le « syndrome du naevus
atypigue » défini par la présence en grand nomereadvi (N > 50), souvent de grande taille
(> 6 mm de diametre), ayant des aspects atypigbesiq irréguliers, polychromie), et
siégeant en peau non exposeée au soleil (cuir ahefesises et seins chez la femme).
Margueurs de risque du mélanome

lls découlent des études épidémiologiques. Ce:sont

— les antécédents familiaux de mélanome ;

— les antécédents personnels de mélanome ; leerour un individu qui a déja présenté un
meélanome de développer un second meélanome premittours de sa vie est de I'ordre de 5 a
8% de I'ensemble des malades atteints de mélanome,

— la couleur claire de la peau et des cheveux gtagticulier le marqueur roux avec des
éphélides, cheveux roux, blond vénitien ou auburn ;

— un nombre élevé de naevi : le risque augmentelaveambre des naevi ;

— le « syndrome du naevus atypique » ;

- des antécédents d’expositions solaires inteases, coups de soleil.

Fonctions protectrices de la mélarffhe

La mélanine est le pigment qui colore les lésiomsgmentées » dont les mélanomes font
partie. Il s’agit du produit de la mélanogenése egtila fonction principale des mélanocytes
dont les mélanomes sont dérivés. Pour la constitulies fantémes, nous avions besoin de
connaitre la densité de mélanine contenue typigonerdans un mélanome, le type de
mélanine et leurs propriétés optiques.

La mélanine est un pigment tres répandu dans laenautant chez les plantes que chez les
animaux. Chez les humains (et les vertébrés errggni@ biosynthese de la mélanine inclut
une cascade métaboliqgue commencant par I'oxydagola tyrosine et menant a la synthése
de 'eumélanine ou de la phéomélanine, dont leoubks sont représentées respectivement

sur les Figures 21 a) et b).
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Figure 21 : Représentation moléculaire des deux tgs de mélanine : a) eumélanine noire et brune et b)
phéomélanine.

Les connaissances actuelles indiquent que la pi@gtiem de la plupart des humains est
I'expression d’'une combinaison des deux types d&ladismes donnant lieu a un mélange
des difféerents pigments. L'expression phénotypigie ce mélange donne lieu a la
classification de Fitzpatrick en phototypes (1 &bjnet I'accent sur la relation inversement
proportionnelle entre degré de pigmentation et equisluilité aux dommages causés par le
rayonnement solaire, comme la photocarcinogeneseombinaison des fonctions carbonyle
et un haut degré de conjugaison chimique font dené&anine un matériau hautement
absorbeur de radiation avec une absorption spedtels’étend de l'ultraviolet a I'infrarouge.
De plus, la propriété protectrice de la mélaninevignt d’'une action intra-cellulaire car le
haut degré de conjugaison a l'intérieur du polynmramet le mouvement d’électrons entre la
qguinone et les résidus catécholiques. Cette pr@pfait en sorte que le pigment agit comme
un échangeur d’électron simple et donc comme uleateur de radicaux libres. Les charges
résiduelles sur les groupes hydroxyles et carbexgermettent a la mélanine d’agir comme
un moyen de localiser et d’excréter les cationsqtees, dont les métaux lourds. Tous ces
bénéfices sont généralement le lot des cellulegulles le pigment a été transféré. La
photoprotection sert surtout de « génoprotectiolh existe deux aspects de cette protection
du génome :

- la photoprotection qui est la dissipation de I'@erphotonique et la collecte des

radicaux libres produits par la photo-oxidation
- la photosensibilisation : les cellules exposéegsdbses de radiations génotoxiques

sont éliminées.
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L’eumélanine est plus photoprotectrice que la pt&lamne . Cependant, comme illustré sur

la Figure 22 les propriétés optiques des deux pigmes dans I'UV sont similaire$®.

E
i
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Figure 22 : Spectre d’extinction de 'eumélanine etle la phéomélanine. Iconographie disponible sur Ilsite
web de 'OMLC (Oregon Medical Laser Centgr

La raison de cette différence entre les proprigté&goprotectrices des deux types de mélanine
n’est pas entierement comprise mais proviendrafadwjue les produits de la photolyse de la
phéomélanine sont plus toxiques que ceux de l'eam@. De plus, les mélanocytes
produisant de la phéomélanine semblent dépourvukides, les rendant plus sensibles & un
stress oxydant photo-induit.

Précurseurs

Malgré l'absence de méthode satisfaisante pouréapmr la fréquence des mélanomes
développés a partir d’'un naevus, on admet que larittafes mélanomes naissédetnovo en
peau apparemment saine (hors de tout précurseniifiglele). Le risque de transformation
maligne des petits naevi « communs » est trés falilgle naevi congénitaux de grande taille
(par définition de diameétre supérieur a 20 cm) wmtrisque de transformation plus élevé.
Cependant, ils sont exceptionnels et, par conségo@tcasionnent la survenue que de tres
peu de mélanomes. Dans un but de prévention ilandpnc aucun intérét a faire I'exérése
systématique préventive des nsevus communs. L'ex@résentive précoce des grands naevus
congénitaux serait souhaitable, mais elle n’est@asurs réalisable en pratique.

Histologie du mélanome

L’histogenése des mélanomes se déroule sur un biptasique. Dans une premiére phase,
I'extension est « horizontale » intraépidermiquedassus de la membrane basale. Dans une

seconde phase, I'extension est « verticale » ameahésssement du derme superficiel (phase
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micro-invasive), puis du derme profond et de I'hngpome (phase invasive). Le mélanome a
donc en régle générale:

— une composante intraépidermique faite de méldascyjui constituent une nappe
(mélanomes lentigineux) ou des theques (amas plusmans globulaires de mélanocytes)
disposées irrégulierement le long de la basaleycass a un envahissement des couches
superficielles de I'épiderme par des cellules tuates migrant de fagon isolée et anarchique ;

— une composante dermique invasive parfois assaaiée réaction inflammatoire

2.1.2. Méthodes actuelles pour le diagnostic du

mélanome

a) Diagnostic histologique

Le diagnostic du mélanome n’est affirmé que partana-pathologie suite a une exérese-
biopsie de la Iésion suspecte. On dit que I'anatpatbologie est la technique de référence ou
« gold-standard >pour employer I'expression anglophone consacrée.

L’examen histologique permet de déterminer le®@i suivants indispensables pour établir
un diagnostic complet de mélanome :

- affirmation de la malignité de la tumeur (hétéragén de la distribution cellulaire,
asymétrie de la lésion, etc.). Le critere de mitégast cependant parfois difficile a
affirmer dans le cas de mélanome débutant intraépidiue ou dans certaines formes
de naevi ;

- affirmation de la nature mélanocytaire de la tuméarcilitée, en lI'absence de
mélanine, par la recherche de marqueurs phénopign immuno-histochimie :
protéine S100 (peu spécifique), anticorps monotléidB45 (spécifigue mais peu
sensible) ou melan A.

Types histopathologigues

- sur mélanome de Dubreuilh (LMM_entigo Maligna Melanoma

- mélanome superficiel extensif (SSNbuperficial Spreading Melanoma
- mélanome malin nodulaire (NMNodular Melanoma

- mélanome acro-lentigineux (ALMAcral Lentiginous Melanoma

Facteurs pronostigues

- Evaluation du niveau d’invasion de la tumeur enfgrdeur dans le derme. Il existe
cing niveaux d'invasion dans la classification darket Mihn?® : | (mélanome intra-

éepidermique), Il (atteinte superficielle du dermapitiaire), Il (invasion de toute
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I'épaisseur du derme papillaire jusqu’a linterfa@ntre dermes papillaire et
réticulaire), IV (invasion du derme réticulaire) \ét(invasion de I'hnypoderme). En
pratigue, cette classification est peu utiliséesdarconduite thérapeutique a tenir.

- Mesure de son épaisseur appelée « indice de Bresl@gt indice est défini comme
étant la distance entre la couche granuleuseliatite inférieure de la lésich
N.B. : A invasion tumorale identique (c’est-a-dinéme indice de Breslow), toutes les
types histopathologiques ont le méme pronostic. tiex moyen de croissance
verticale d'un mélanome est de 0,12 mm/mois pow teélanomes extensifs
superficiels, 0,13 mm/mois pour les mélanomes acrimmtigineux et de 0,49
mm/mois pour les mélanomes nodulaifes

- Emboles néoplasiques

- Ulcération

- Index mitotique.

b) Orientation diagnostigue clinigue

En termes diagnostiques, une fois avérée la nahd@l@anocytaire et maligne de la Iésion
suspecte, I'Indice de Breslow est I'élément cleféderminer. Sur le plan clinique, la stratégie
la plus pratiquée est de réaliser une excisiondoge la Iésion étant suspectée d’étre un
mélanome, qui sera suivie d’'une réexcision si Ippoat histologique confirme cette
hypothése diagnostique. Les marges de la réexasiandécision de recherche d’'une atteinte
ganglionnaire dépendent de I'épaisseur tumoraléteGpaisseur tumorale (ou «indice de
Breslow ») est, non seulement, le facteur qui dditex les marges d’exérése autour de la
Iésion (cf. Tableau VIII) mais est également lenpipal facteur pronostique (cf. Tableau IX

pour la survie globale a 10 ans en fonction delite de Breslow).

Tableau VIII : Marges de résection recommandées aatir du mélanome en fonction de l'indice de
Breslow®

Indice de Breslow

Marges de réexcision

Mélanomein situ
0—-—1mm
1,01 -2 mm
2,01 —4 mm
>4 mm

0,5cm
1cm
1-2cm
2cm
2—-3cm
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Tableau IX : Survie globale a dix ans en fonction @ I'indice de Breslow. Données sur la période 197895

publiées en 1996 par I&outh Cancer RegistryAdelaide, Australie)**

Indice de Breslow Survie globale a 10 ans
<0,75 mm 97,9%
0,75-1,5mm 90,7%
1,5-3mm 75,4%
3-4mm 55%
>4 mm 40%

Le diagnostic préopératoire du mélanome et I'évadnade son épaisseur par une methode
non-invasive peuvent remettre en question la nééed'effectuer une biopsie au préalable.
La prise en charge chirurgicale d’'une tumeur prisnpourrait étre simplifiée car la procédure
ne comporterait qu’une seule étape, diminuant dasnorbidité et le colt de la prise en
chargé®.
Orientation diagnostique clinigue de malignité

* Regle ABCDE

Dans la pratique clinique de routine, le dermatoéogu le médecin généraliste utilise la regle

ABCDE pour évaluer le risque de malignité d’'unadas

- A asymeétrie

- B : bords (irréguliers)

- C: couleur (non uniforme)

- D : diameétre (supérieur a 6 mm)

- E : évolution (dans le temps)
Il est a noter que cette regle présente des fadesmiotamment dans I'évaluation des
mélanomes achromiques et des mélanomes de diaméreeur a 6 mnf. Cependant,

Girardi et al®’

ont montré la faiblesse de cette méthode par ragplkanalyse globale de la
Iésion pour identifier des Iésions pigmentées ayantaspect clinique différent des autres
présentéees par le patient.
» Dermoscopie

L’inspection visuelle classique peut étre complépze une observation faite avec un
dermatoscope (appelé aussi dermoscope ou microstmgerface). Comme indiqué sur la
Figure 23, un dermoscope est une loupe associége &daurce lumineuse. Cette loupe est
posée au contact de la lésion a observer. Differgmssissements (de x10 a x100) sont
disponibles dans le commerce et généralement uduprgyras (vaseline, huile) sert
d’interface entre dermoscope et Iésion pour permetie meilleure pénétration de la lumiére

dans la peau car ce corps gras rend la coucheectrarsslucide.
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Corps gras \ i Plateau de contact
: m——" Lesion ¥4 } Epiderme
|
\/' ™~ | Derme

-

Figure 23 : Instrumentation pour la dermoscopie : & Principe d'un dermoscope, b) Différentes pieces
d’'un dermoscope permettant une prise d'image, c) Deoscope équipé d’'une visualisation vidéo

b)

Dans ce cas, plusieurs algorithmes ont été dévétoppnduisant a une amélioration de 10 a
27% du diagnostic du mélanome comparé aux résulaenus par 'examen clinique s&ul

La régle ABCD de dermoscopie est le premier algoré décrit en dermoscopie par Stetz
al.® en 1994. D’autres méthodes ont ensuite été ésablianalyse des patrons, la liste
italienne en sept points ainsi que la méthode dezMs. Il s’agit d’'une approche quantitative
pour savoir si une Iésion est bénigne, suspectmaligne. Comme indiqué dans le Tableau
X, il s’agit d’établir un score pour chaque critefin de déterminer un score total pour la
Iésion considérée. Avec un seuil de 5,45, la séitgibt la spécificité sont respectivement de
97,9% et 90,3%.
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Tableau X : Score attribué a chaque critére utiliséen dermoscopie pour I'élaboration d'algorithme de
diagnostic

Critere Score
L Dans 0, 1 ou 2 axes : couleur,
Asymeétrie 0-2
structure et forme
Bordure Arrét abrupt du pigment dans |0 0-8

a 8 segments

Présence jusqu’a 6 couleurs
Couleur (blanc, rouge, brun clair, brun 1-6
foncé, bleu-gris, noir)

Présence d'un réseau pigmente,
Structures dermoscopiques| de zones sans structures, d 1-5
points, de globules et de striels

Le Tableau Xl ci-dessous donne les performancessi@@été et spécificité) et les
caractéristiques implémentées dans les algoritlpuas discriminer de maniere automatique
les naevi bénins, les naevi dysplasiques et lesamoéles pour quelques études en

dermoscopie.

Tableau Xl : Performances diagnostiques (SE : serisiité et SP : spécificité) obtenues par la dermospie
pour différents algorithmes visant a discriminer I&ions cutanées pigmentées bénignes et mélanomes
malins cutanés

Equipe SE | SP | Caractéristiques extraites du signal recueilli etmplémentées
dans les algorithmes
Binderet al* 84 | 93 | Nombre de couleurs et bords
Binderet al* 90 | 87
Elbaumet al.” 85 | 100| Analyse de l'infrarouge et des ondelettes
Andreassgt al’* 88 81 | Contraste, colorimétrie, dimension de lakés
Seidenaret al* 86 | 100| Contraste et composante rouge

Evaluation non-invasive de l'indice de Breslow

» Dermoscopie
Une corrélation entre les critéeres dermoscopiquetes criteres anatomocliniques de la
tumeur ont été établis dans plusieurs étudesrtaita la détermination de I'épaisseur de la
tumeur:

- Le réseau pigmenté est corrélé avec les crétegrépiglies pigmentées que I'on
retrouve dans le cadre d’'une lésion mélanocytBigerentes études ont confirme
la perte des réseaux pigmentés avec la progressinorale et la destruction
progressive de I'architecture dermoépidermique.

- Dans les tumeurs mélanocytaires, les zones blsu-gvioile bleu-gris)
correspondent a une pigmentation diffuse, confliemtéguliere, ne remplissant
pas toute la lésion. Ces zones bleu-gris sont egrgeassociées a des tumeurs

plus épaisses.
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- Le réseau vasculaire atypique est retrouvé de fpgéthominante dans les phases
de croissance verticale de la tumeur. Cela peat @tr critere important si la
tumeur est faiblement pigmentée.

Argenzianoet al. *°

ont élaboré un algorithme qui combine deux criecéniques : le

diamétre et le fait que la tumeur soit palpablat€Cméthode permet une prévision correcte de
I'épaisseur du mélanome dans 68% des tumeurs lgisosepare en trois groupes : épaisseur
inférieure a 0,75 mm, épaisseur comprise entre €766 mm et épaisseur supérieure a 1,5

mm. Selon Carliet al*®

, un score total de dermoscopie de plus de 6,8assicie a des
mélanomes d’'une épaisseur supérieure a 0,55 mne, @ve sensibilité de 74% et une
spécificité de 86%, une VPP de 79% et une VPN d& &insi qu'une performance
diagnostique de 62%.

* Echographie
L’échographie a été évaluée pour I'estimation dedisseur des mélanomes en combinaison
avec l'examen clinique et I'examen dermoscopiqueurPlidentification correcte de
I'épaisseur tumorale d’'un mélanome, un algorithmealeux étapes est proposé par Pellacani
et Seidenari’’, combinant critéres dermoscopiques et ultrasompbigaes. La technique
permet de différencier les lésions « fines » (<1)ndes Iésions « épaisses » (>1 mm) avec

une sensibilité de 86,7% et une spécificité de 100%
2.1.3. Méthodes diagnostiques en cours de
développement fondées sur la spectroscopie et l'imperie
optique

Diagnostic de malignité

Marchesiniet al*® ont établi une revue des différentes techniqueijags et algorithmes
etudiés depuis le début des années 1990 pour aigemée diagnostic de malignité du
mélanome. Précisons qu’il n'est pas question dié@atadn de I'indice de Breslow dans ces
études.

* Imagerie
Les premieres tentatives d’automatisation de l&riaisnation entre naevi et mélanomes
utilisaient une cameéra vidéo couleur, un systeniiaiiination, un cadreur et un ordinateur
personnel. Une analyse colorimétrique et morphglogides l|ésions était réalisée pour
extraire quelques caractéristiques implémentéesiitenslans des algorithmes d’analyse
statistigue automatisés. Les performances sontéssidans le Tableau XII.
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Tableau Xl : Performances diagnostiques obtenues g I'imagerie couleur (SE: sensibilité et SP:
spécificité)

Equipe SE| sp Caractéristiques extdraites du signgl recueilli ethplémentées
ans les algorithmes
Greenet al** 91| 80 | Infrarouge, rouge et fragmentation
Cascinelliet al>®> | 55| 91 | Taille, forme, couleur
Greenet al>’ 90| 89 | Surface, périmétre et gradient de couleud RG

Chwirot et aP? ont obtenu une sensibilité de 77% et une spésfite 82% par des calculs de
ratio de fluorescence grace a I'imagerie d’autatiscence.
» Spectroscopie et tomographie optique cohérefitpti¢al Coherent
TomographyOCT pour I'acronyme anglophone)
Comme indiqué dans le Tableau XIll, la capacitéplissieurs techniques de spectroscopie
seules (réflectance diffuse et OCT) ou en assodiadivec l'imagerie (imagerie multi-
spectrale) a été évaluée pour établir un diagn@sitomatisé de la malignité des Iésions

pigmentées.

Tableau XIIl : Performances diagnostiques des lésits pigmentées par les méthodes optiques référencées
par Marchesini et al>® (SE : sensibilité et SP : spécificité)

Caractéristiques extraites du signal
Méthode optique Equipe SE | SP recueilli et implémentées dans les
algorithmes
Marchesiniet al® | 77 90 | Réflectance entre 700 et 780 nm et aire sous
Réflectance la courbe pour la discrimination entre naevj et
diffuse mélanomes
Wallaceet al>* 91 84 | Aires et pentes de la courbe de réflectance
OCT Pas d’étude Technique qui semble avoir beaucoup |de
recensée potentiel grace a sa résolution latérale| et
axiale de 1 a 3im (anatomo-pathologi@n
vivo) et a sa bonne profondeur de pénétratipn
Imagerie Tomatiset al> 88 89 | Surface de la Iésion et courbe spectrale
multispectrale | Farinaet al> 46 80 | Reflectance a 461 nm et a 940 nm

Il est & noter que pour I'OCT, si aucun algorithme été étudié pour automatiser le
diagnostic de mélanome, Gambichéraf’. ont montré qu’en particulier la jonction dermo-
épidermique ainsi que la réflectivité du derme |i@pe et du derme réticulaire superficiel
avaient des caractéristiques visibles par OCT @prps respectivement aux naevi bénins et
aux mélanomes malins permettant ainsi de les diguer.

La spectroscopie de réflectance diffuse apparait dans ce tableau comme capable d’établir
un diagnostic de malignité avec une sensibiliténet spécificité de 77 et 90% pour I'une des

études et de 91 et 84% pour l'autre étude.
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Reste a voir si elle serait potentiellement capdtdealuer le second paramétre indispensable
a savoir I'indice de Breslow et de « concurrencdesmoscopie et/ou échographie.

A notre connaissance, aucune étude sur ce sujét@imenée jusqu’a présent.

Résolution spatiale pour une évaluation de l'indicele Breslow

Comme indiqué sur le schéma de principe de la sdpie (cf. Figure 19, cf. § 1.3.3.), la
spectroscopie repose sur l'utilisation de fibresoques :
-« excitatrices » utilisées pour acheminer la lumxcitatrice entre source lumineuse
et tissu biologique
-« réceptrices » utilisées pour acheminer la lumi@mase ou réfléchie par le tissu
biologique a explorer.
Certaines instrumentations utilisent une seule &nhenfibre pour I'excitation et la réception.
Cependant, disposer de deux canaux distincts pefengiminuer le bruit de ford
Une caractéristique alors essentielle a détermineest la distance qui sépare la fibre
excitatrice de la fibre réceptrice. Dans la suite & ce document, nous appellerons cette

distance : « distance inter-fibres ».Drezek et al>®

ont montré qu’en spectroscopie de
réflectance diffuse, les modifications cellulaithges a une néoplasie débutante sont le mieux
détectées a des distances inter-fibres infériear860um pour des ouvertures numériques
inférieures & 0,4.

L'utilisation de plusieurs fibres de réception petmentre autres, I'exploration du tissu a
plusieurs profondeut® En effet, comme schématisé sur la Figure 24 éeageé Liuet al®,

la profondeur de pénétration est fonction non seatd de la distance inter-fibres mais aussi
de [l'ouverture numérique des fibres. Cette ouvertmumérique détermine un coéne
d’illumination (pour la fibre excitatrice) et uné de réception (pour la fibre réceptrice) qui
s’entrecoupent a une profondeur donnée fonctiola digsstance les séparant. On estime alors
que linformation recueillie est contenue dans Uaface commune a ces cbnes et que la
profondeur d’exploration est donc déterminée pailida d’intersection des cones. Aux
longueurs d’onde du visible, la réflectance diffgeade les tissus jusqu’a une profondeur de

100um pour une distance entre excitation et récept@asDum®®.
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Figure 24 : Schéma adapté de Liet a.f* illustrant la résolution spatiale en profondeur pemise par
I'utilisation de plusieurs distances entre fibre ofique excitatrice et fibres optiques réceptrices. éma
simplifié d’un milieu non diffusant.

Il est a noter que sur le plan instrumental, @iliplusieurs fibres réceptrices impose de
disposer d’'un détecteur multi-canauxn{«ti-track» ou «multi-channeb> en anglais). Il est

en particulier important de s’assurer que ces cadawlétection ne se chevauchent pas.

Objectif

Forts de ces notions sur la capacité de résolsfatiale en profondeur de la spectroscopie,
nous avons émis I'hypothése qu’un tel outil poudit capable de discriminer différentes

épaisseurs. Nous avons donc choisi plusieurs dissamter-fibores pour atteindre notre

objectif c'est-a-dire définir une méthode specwpsgue d’évaluation d’épaisseur de

mélanomes (indice de Breslow).

62



2.2. Matériels et Méthodes

2.2.1. Choix du modele

Pour évaluer le potentiel de la spectroscopie fiectdnce diffuse comme outil non invasif de
'indice de Breslow, nous devons disposer de madanulant des mélanomes dont
I'épaisseur est précisément controlée et connus.n@®eles de mélanome peuvent étre de
trois sortes :

- fantdbmes i.e. a base de matériaux inertes

- modéles de peau reconstitu@® vitro (comme ceux proposés par l'entreprise
SkinEthi® a Nice)

- modeéles animaux : irradiation de nouveaux-nés desstransgéniques HGF/SFune
race de mini-cochons qui développent spontanénmenttlanomé&3 des poissons et
des opposunié

L’inconvénient majeur des modéles animaux et dedétes de peau reconstituée pour notre
type d’étude est qu’ils ne permettent pas de depde plusieurs épaisseurs de lésions en
nombre suffisant. De plus, I'évaluation d’une ndievenéthode impose de disposer d’un
modele simple dont nous maitrisons les différentasactéristiques : géomeétrie, taille,
coefficients optiques étant, dans notre cas, léscipaux paramétres. La simplicité de
confection d'objets-tests tels que les fantdmessmmrmet d’assurer une reproductibilité de
tous les parametres sauf de celui a faire vatiestlalors plus facile d’établir un lien de cause
a effet entre le paramétre qui varie et les résulf@our toutes ces raisons (statistiques et
expérimentales), nous avons donc choisi de travaillec des fantdmes. Nous avons alors di
faire un choix de matériaux qui permettent de retitwrer les coefficients optiques de la peau

in vivo.

2.2.2. Confection du modele

Les matériaux inertes utilisés pour confectionres fantdmes ont été choisis d’apres la
littérature. Nous avons choisi de développer un @@ deux couches: I'une (celle du
dessous) mimant le derme et l'autre (celle du dgssumant le mélanome d’épaisseur
variable. Comme indiqué dans le Tableau XIV, nousna considéré un derme
principalement diffusant sans tenir compte de bapson due a ’hémoglobine (le coefficient
de diffusion est 100 fois plus important que le ftoent d’absorption) et un épiderme

diffusant et absorbant.
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Tableau XIV : Coefficients optiques des différentesouches de la peau humaine a 520 nm d’aprés Zeeg
a.l 65

Couche Epaisseur fam) n . (cm?) pns(cm™®) g
ST 10 1,45 40 570 0,77
corneum
Epiderme 80 1,4 40 570 0,77
Derme 1600 1,4 5 500 0,77
Hypoderme 1,46

» Coefficient de diffusion
Coefficient de diffusion: plusieurs matériaux diffusants ont été utilisésdécrits dans la
littérature
« Intralipide$®"
- Billes de TIQ"™* "
« Sphéres de polystyréne (aussi décrites comme Hes e latexf® *°> ™
D'aprés Shimadat al”®, lescoefficients de diffusiondu derme et de I'épiderme rencontrés
in vivo peuvent étre obtenus grace a une « matrice » ldéngéenrichie en Intralipides 20%
(Baxter) dont la concentration est ajustée pougebaouche :
- 5% (vol./vol.) pour I'épiderme
- 13,3% (vol./vol.) pour le derme.
Pour information, les Intralipides correspondentira mélange d’huile de soja et d’huile
d’olive.
» Coefficient d’absorption
L’absorption de I'épiderme et des Iésions pigmeati comme le mélanome est
principalement due au pigment synthétisé par ldamoéytes : la mélanine.

2.2.3. La mélanine

Les données sur le contenu quantitatif et qudlitei mélanine des mélanomes et des
différents phototypes de peau ont été regroupéestpat Wakamatsy. Celles qui nous

intéressent plus particulierement sont mentiondées le Tableau XV.
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Tableau XV : Taux d’eumélanine et de phéomélanineantenues dans la peau de différents phototypes et
dans des mélanomes

Référence Eumélanine | Phéomélanine
biblioarachiaue Echantillon Source n (ng/mg de (ng/mg de
grapniq tissu sec) tissu sec)
Tadokoroet al.”’ Peau du dos Noire 5 30+9 26+ 6
Tadokoroet al.”’ Peau du dos Asiatique 3 11,6 +25 143+ 3
Tadokoroet al”’ Peau du dos Blanc 7 45+175 10,2 + 3
Morishima and Mélanome Primaire et 10 63 + 58 719 + 464
Fukadd métastasé

Il est intéressant de noter que :

- les différents échantillons contiennent autant tus gjusqu’a 10 fois plus pour le
mélanome) de phéomélanine que d’eumélanine.

- le mélanome contient en moyenne presque deux fossgdeumélanine que la peau
noire. Il est a noter que les peaux noires commen&anomes different entre eux par
l'intensité de leur couleur.

Nous avons donc décidé de nous baser sur les aeatfi optiques de peau publiés par

Simpsonet al.?

obtenus a partir de tissus cutar@sst-mortemde type « négroides »
(communément appelée « peau noire »). Nous avions blesoin d’'un matériau qui mime la
mélanine. De la mélanine synthétique ainsi que 'éecie de seche (contenant presque
exclusivement de I'eumélanine) sont disponiblessd@ncommerce. Cependant, insolubles
dans l'eau, leur utilisation n'est pas adaptée a ditution dans la gélatine qui, comme
indiqué au paragraphe précédent, est notre matedease. Nous avons donc essaye le café
qui s’est révélé avoir un coefficient d’absorptigmectral proche de celui de la mélanine, en
tout cas proche de celui de la peau négroide megparéSimpsoet al.ex vivo
Le café a donc été choisi comme absorbeur mimamdédinine. Pour mettre au point la
concentration de café dans I'eau utilisée pourodidee la gélatine, nous avons réalisé une
série de tests «essai-erreur » de mesures d'ammbgrace au spectrophotometre
généreusement prété par le laboratoire LEMTA (UMI®3 de la Faculté de Médecine de
Nancy). Pour connaitre la concentration optimabeisnous sommes basés sur :
- les mesure®ex vivodu coefficient d’absorption entre 600 et 1000 nomriées par
Simpsoret al’? (cf. Figure 25 a).
- le fait que la mélanine a un coefficient d’absmpta décroissance exponentiellement
monotone de I'UV au proche-IR.
Les courbes des Figure 25 a) et b) indiquent queofeentration optimale est atteinte en

dissolvant 2 g de café en poudre dans 70 ml d'dafaut noter que les échelles sont
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différentes autant pour I'axe des abscisses (lamgué’'onde) que pour I'axe des ordonnées
(coefficient d’absorption).

05 e

Coefficient d'absorption (mm-")

0.0 T ol

i T T 300 400 500 600 700 800 900
600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 Longueur d'onde (nm)

Longueur d'onde (nm)
b)
a)

Figure 25 : a) Données tirées de Simpsa@t al’® : coefficient d’absorption de peau caucasienne (o#@s) et
de peau négroide (ronds) mesurés vivo(barre d’ereur : écart-type), b) Spectre d'absorpton de la
gélatine faite avec 2 g de café diluée dans 70 méau du robinet.

La Figure 26 montre la divergence entre les deextsgs d’absorption. Cette divergence est
principalement due au fait que les deux expondesieint des arguments différents :
- exp (-0,006) pour le café
- exp (-0,005) pour la mélanine.
A 700 nm, longueur d’'onde d’intérét pour nous, eetlivergence est d’environ 26%.
Cependant, le Tableau XV rappelle que la conceatran eumélanine de la peau humaine de
type négroide ou d’un mélanome peut fortement wdfien individu a I'autre :
- 30 £ 9 ng / mg de tissu sec (n = 5) soit un éggme-td’environ 30% pour la peau
négroide.
- 63 £58 ng / mg (n = 10) soit un écart-type d'eamir97% pour les différents
mélanomes considérés.
En conséquence, méme si nous sommes bien consdeehitpproximation de notre modele,

Nous pensons que cette approximation reste acéeptab
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Figure 26 : Comparaison des spectres d’'absorptionedla peau négroide mesuréx vivofourni par
Simpsonet al. (bleu) et de la couche de gélatine enrichie en éaf2 g pour 70 ml d’eau) mise au point pour
mimer I'absorption d’'un mélanome (rose).

Comme schématisé sur la Figure 27, la gélatinererfomdue (chaude) est coulée dans des
plaques de culture multi-puits (plaque 12 puitsitdes puits font 3,5 cm de diamétre, soit
environ 2,5 fois la plus longue distance entreefsbexcitatrice et réceptrice utilisée, nous
permettant de négliger I'effet de réflexion deuanlére sur les bords du puits. La couche du
dessous (le derme) est d’abord coulée dans le donguits puis laissée au réfrigérateur
plusieurs heures pour totale solidification avaatabuler par-dessus la couche supérieure

(épiderme) suivant le méme principe que la premiere

Couche mélanique (2, 3, 4, 5 ou 6 mm d’épaisseur) —-

Couche mimant le derme (épaisseur constante : 6 mm) ———pn

— o=

Figure 27 : Schéma des fantémes utilisés pour mimei) derme et mélanome ainsi que b) les différentes
épaisseurs de mélanomes (indices de Breslow) testée

Limite de notre modeéle

Notre modélisation prend le parti de représenter feélanomes comme une couche au
coefficient d’absorption homogene et a faces palesl Or, comme illustré sur la Figure 28

a), la pigmentation d’'un mélanome est tres souwgmimogene (c’est d’ailleurs le critére
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« C » de la regle ABCDE) et sa croissance se dagmment de maniere homogéne sur toute sa
surface : la mesure de l'indice de Breslow esigéalpar 'anatomo-pathologiste selon le plus

grand axe de la lésion (cf. Figure 28 b).

<= = Couche granuleuse
€= = = e = = = |ndice de Breslow (mm)

— = = = = — = = Profondeur d'envahissement
maximale

b)

Figure 28 : a) Photo d’'un mélanome illustrant la pgmentation généralement inhomogéne. Iconographie
disponible sur le sitewebdu National Cancer Institute; b) Schéma d’une coupe transversale d’'un
mélanome telle qu’elle peut se retrouver sur coupleistologique pour illustrer la mesure de I'indice
Breslow.

2.2.4. Instrumentation pour la spectroscopie

Comme indiqué sur la Figure 29, I'instrumentatidgiisée pour I'acquisition des spectres de
réflectance diffuse se compose :

- dune lampe Halogéne-Deutérium (DH-2000, Ocean &ptiAllemagne) fibrée
(connecteur SMA). Cette source a été utilisée tarowuvre le spectre UV-visible-
IR : le Deutérium émet principalement dans 'UVdans le visible et I'Halogéne
principalement dans le proche Infrarouge (IR) atiséble.

- d’'une sonde contenant 37 fibres optiques, chacen20@um de diamétre de cceur,
organisées en trois cercles concentriques. Comdiqui@ sur la Figure 29, une fibre
optique a été choisie comme fibre optique excdatet six autres ont été choisies
comme fibres réceptrices pour collecter la lumigiéchie a cing distances de la
fibre excitatrice : 271um, 536um (2x271 environ), 83gdm (3x271 environ), 1076m
(4x271 environ) et 134im (5x271 environ).
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Le choix des fibres dans la sonde a fibres optiguéte fait prioritairement selon les distances
les séparant. En effet, I'objectif de cette étuddiminaire était de déterminer les distances
inter-fibres adéquates et utilisables dans le cadmae future étude clinigue. Nous avons
donc choisi une fibre excitatrice sur le « borde»la sonde multi-fibres (cf. Figure 30) de
maniere a disposer du plus large choix possibléisiances inter-fibres : de la plus petite
possible (271 um) a la plus grande, qui soit égaigmn multiple de 271 pum, soit 1341 ym
(1341 =5 x 271). C’est la premiére des raisons pesquelles nous n’avons pas choisi une
répartition géométrique par exemple classiquememtantrée dans la littérature : les fibres
réceptrices disposées de maniere concentriqueradegda fibre excitatrice. La seconde raison
est que nous ne disposions pas du matériel adpquainjecter le signal regu par toutes les
fibres réceptrices concentriques et donc situdas@®me distance de la fibre excitatrice dans
une seule fibre raccordée au détecteur.

d’'un spectrographe imageant (iHR 320, JobinYvonilbfgrFrance) qui a été utilisé en
mode multi-fibres pour collecter les cing spectsultanément aux cing différentes
distances.
Puisque lI'angle et la pression des fibres opticuedes fantdmes influence la profondeur de
pénétration de la lumiere, nous avons choisi derfia sonde contenant toutes les fibres
optiques sur une plateforme motorisée. De cettaargra fibre formait un angle de 90° avec
la surface plane et plate du fantbme. La répétélik la pression était assurée grace a une vis

micrométrique qui contrélait la plateforme motoesé

Connexion SMA Controle angle et
pression
Spectrométre
Lampe Halogéne-Deutérium (" 1 _
] multi-voies
A
Cing fibres optiques 1
) ] I _‘ réceptrices
Une fibre optique excitatrice -

v

Ordinateur
Fantdme de

mélanome

Figure 29 : Schéma bloc de I'instrumentation utili¢e pour la spectroscopie de réflectance diffuse dae
spatialement pour la détermination non invasive déindice de Breslow du mélanome simulé par fantéme
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Deux fibres de réception
aD=271pm Fibre excitatrice

Figure 30 : Schéma en coupe de la sonde a fibregtigpes utilisée pour les expérimentations montrankes
différentes distances entre fibre excitatrice et fires réceptrices choisies.

2.3. Résultats

2.3.1. Pré-traitement des spectres

Suite a un filtrage gaussien, les spectres de Réfiee Diffuse ont été calculés en divisant les
spectres bruts par le spectre acquis a la pluemhkstance entre fibres excitatrice et réceptrice
(271 um) sur une surface lambertienne, c'est-a-dire uodiffuse toutes les longueurs

d’onde de maniere isotrope. Cette surface « étalest un standard en PTFE (WS-1, Ocean

Optics, Allemagne).

2.3.2. Présentation des spectres pré-traités

La Figure 31 montre les spectres de réflectancenaoista toutes les distances inter-fibres pour
chaque épaisseur de couche mimant un mélanonzma) , b) 3 mm, c) 4 mm, d) 5 mm et

e) 6 mm. Comme attendu, l'intensité est faible jt&&%00 nm (étendue spectrale sur laquelle
la mélanine absorbe le plus) et nous observongquechaque épaisseur de mélanome, plus

la distance entre excitation et réception augmelui® I'intensité du signal est faible.
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La Figure 32 montre les spectres de réflectancenalst pour toutes les épaisseurs de
mélanome a chaque distance entre excitation eptiéoe a) 271um, b) 536um, c) 834um,
d) 1076um et e) 1341um. Nous observons qu’a chaque distance entre &raitet réception,

plus I'épaisseur de la couche absorbante est grahdel'intensité du signal est faible.
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Figure 32 : Spectres de Réflectance Diffuse pour

chaque épaisseur de couche mimant un mélanome (2
mm, bleu ; 3 mm, rose ; 4 mm, vert ; 5 mm, jaune &

mm, rouge) a
pm, b) 536pm

chaque distance inter-fibres : a) 271
, C) 834pm, d) 1076pum, e) 1341um.

N.B. : les échelles des axes des ordonnées varient
d’'une figure a l'autre

Des tests statistiques (Student) ont été realigés pavoir a quelles longueurs donde

lintensité des spectres était significativemerffédente d’'une épaisseur de couche a une

autre. La différence a été considérée statistiqnésignificative si la valeup était inférieure
a 0,05. Ce seuil de valeur indique que le risqaéissique que le résultat trouvé soit di au

hasard (ou a une erreur d’échantillonnage) estiafea 5%.

La Figure 33 montre les résultats statistiquesrlsgour la discrimination entre épaisseurs

les plus proches (différentes d’l mm) a chaqueadcs# entre excitation et réception : a) 271
um, b) 536um, c) 834um, d) 1076um et e) 1341um. Nous observons quedevient inférieur

a 0,05 pour des longueurs d’onde d’autant pluggsetjue les couches a discriminer sont
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fines. Cependant, on peut observer que pour leshesues plus épaissgsdevient inférieur

a 0,05 pour les longueurs d’onde supérieures a600

Nous en concluons que la configuration que noulisatis pour la spectroscopie de

réflectance diffuse permet la discrimination desat®s d’épaisseur différant d’1 mm pour

une épaisseur maximale de 6 mm a toutes les longdéande supérieures a 600 nm pour les
distances inter-fibres comprises entre 271 et 1341
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Nous avons choisi de poursuivre I'analyse des t&@supour la réflectance a 700 nm. Les
résultats présentés dans la suite de I'étude coactdonc uniquement les signaux obtenus a
cette longueur d’onde. Nous avons fait ce choix plwx raisons :
- nos tests statistiques (cf. Figure 33) indiqueng da significativité §p<0,05) est
obtenue a partir de 600 nm
- Marchesiniet al®® (cf. Tableau XIII, cf. § 2.1.3.) ont trouvé queréflectance diffuse
permettait le diagnostic de malignité avec uneibdité et une spécificité de 77% et
90% aux longueurs d’onde supérieures a 700 nm.
Nous avions alors plusieurs maniéres d’analyserémstats :
- une méthode « absolue »

- une méthode « relative »

2.3.3. Evaluation du potentiel de discrimination des
différentes épaisseurs

* Meéthode absolue
Elle est fondée sur les différences de valeurs labsod’intensité. Il s’agit de voir si la
discrimination est meilleure a une distance plgtétine autre. Ainsi, on se base sur la valeur
d’intensité absolue du signal de réflectance a whatistance. La Figure 34 et le Tableau XVI
montrent qu’'a toutes les distances testpesst inférieur a 0,05. Il apparait que les distance

les plus grandes sont celles qui permettent laleoed discrimination.

0.5 -

S as | PO Tableau XVI : Valeur maximale
4 - R (parmi les cing valeurs obtenues) dp
£ { e du test de Student pour chaque
> G distance inter-fibres
“:’ 0.3 4
8 025 | - t Distances inter-
o : p max
® o2 3 fibres (um)
Bo1s % 271 0,01
% y I - 536 0,0005
L. s 3 - 834 0,0002
B % % 1076 0,0002
’ an

Distance inter-fibres (pm) -

Figure 34 : Intensité du signal de réflectance diffse a 700 nm en
fonction de la distance inter-fibres pour chaque éqisseur de
couche mélanique
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Cependant cette méthode d’analyse de résultatsrgédeux inconveénients :
- aux plus grandes distances, l'intensité du sigsafable et donc plus bruitée qu’aux
autres distances
- se baser sur les valeurs absolues impliqueraissai elinique d’avoir déterminé des
abaques de valeurs absolues d’intensité du signal ghaque épaisseur de mélanome
(« indice de Breslow »). Or ce type de méthoderestvisageable dans la perspective
d’un essai clinique pour des raisons de manquelnlgstesse aux variations :
e intra- et inter- individuelles : I'intensité de ooation varie d’'une personne a
l'autre et pour une Iésion, d’'un endroit a un adften méme mélanome
* instrumentales : les variations d’intensité de darse excitatrice notamment
influenceront directement la valeur absolue du a@igiou la nécessité de
mettre en ceuvre une procédure d’étalonnage qungdiole temps de
manipulation et de traitement des données.
Pour éviter ces différents biais, nous avons p@ndévelopper une méthode d’analyse des
résultats qui soit « relative » c'est-a-dire qusaebase pas uniquement sur la valeur du signal

de réflectance a une distance donnée mais surcl@iggance de l'intensité du signal en

fonction de la distance inter-fibres.

* Meéthode relative
Nous avons décidé d’étudier la fonction donnantdnsité du signal de réflectance diffuse en
fonction de la distance inter-fibres pour difféestépaisseurs de mélanome simulé par
fantdme. Comme indiqué sur la Figure 35 :
- cette fonction semble décroitre de facon linéaire
- plus I'épaisseur du mélanome simulé est importphte la valeur absolue de la pente

est petite.
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Figure 35 : Régression linéaire de la décroissande I'intensité du signal de reflectance diffuse a0D nm
en fonction de la distance inter-fibres : bleu, 2 m ; rose, 3 mm ; vert, 4 mm ; orange, 5 mm et jaune
6mm.

Pour confirmer I'impression de linéarité, nous aveéesté la valeur du facteur de régression
linéaire R2 pour chaque épaisseur. Comme indiqué tka Tableau XVII, tous les R2 sont

supérieurs a 0,92, confirmant donc la linéaritéad#ecroissance du signal.

Tableau XVII : Coefficient de régression linéaire @ la décroissance du signal de réflectance diffuse700
nm en fonction de la distance entre fibre inter-fibes pour chaque épaisseur de mélanome (Indice de
Breslow) testée

Epf:u.sseur 9e !a COUCh,? Pente (valeur absolue) R2
supérieure (“mélanome”)
2 mm 0,004 0,97
3 mm 0,003 0,98
4 mm 0,002 0,97
5 mm 0,002 0,94
6 mm 0,002 0,92

Restait a savoir si les valeurs de pente étaignifsiativement différentes d’une épaisseur de
mélanome simulé a une autre. La Figure 36 indiggevhleurs de pente accompagnées de
leur écart-type (n=5) pour chaque épaisseur denogla. Le Tableau XVIII donne les
résultats du test de Student réalisé entre lesegpldg valeurs de pentes obtenues pour des

épaisseurs variant d’1 mm. Toutes les valeuns stent inférieures a 0,05.
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Epaisseur de couche mélanique du fantéme (mm)
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. . s z - r  Tableau XVIII : Valeurs de p du test
de Student fait pour discriminer des
épaisseurs de couches mélaniques
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3vs.4 mm 0,0039
Figure 36 : Valeur de pente de la décroissance datensité du 4vs.5mm 0,0139
signal de reflectance diffuse a 700 nm en fonctiate la distance 5vs.6 mm 0,0026

inter-fibres pour chaque épaisseur de couche mélamie

2.3.4. Simulation numérique

Pour confirmer nos résultats et tester d’autregé@sdde Breslow, nous avons choisi d'utiliser
le programme de simulation numérique mis au paantBmilie Péry’, doctorante dans notre
equipe. Ce programme de simulation est basé smethode de Monte Carlo et est inspirée,
pour la partie diffusion du programme qui nous @&sne, des codes publiés par Prethhl®°
Wanget al® et Jacquest al® Il approxime les milieux biologiques sous la fordemilieux
microscopiqguement homogénes (un coefficient deusidih pour toute une couche simulée
comme le derme par exemple sans tenir compte destivas locales) ce qui est une
configuration parfaitement adaptée a notre cagjpeisious souhaitons comparer les données
numériques a nos données expérimentales obtenuéansdmes. Or les fandmes sont eux-
mémes des approximations de la réalité constitéésadiches (mélanome et derme) aux
coefficients optigues homogenes. La méthode de d@drlo consiste a transformer un
probleme déterministe en un probleme probabilistee série de nombres est utilisée pour
simuler des processus aléatoires tels que la patipagdes photons dans les milieux
diffusants que sont les tissus biologiques. Nouwmawltilisé cet outil car il était primordial
d’évaluer notre méthode sur des épaisseurs plutepeEn effet, comme indiqué par la
Figure 37, la majorité des meélanomes diagnostitpiéent a de petits indices de Breslow. Or
nous n’avions pas reussi a confectionner des ceut’@paisseur inférieure a 2 mm qui soient
homogenes. Nous avons donc utilisé la simulatiomérigue pour réaliser des tests sur des

couches d’épaisseurs comprises entre 1 et 6 mnpagatte 0,5 mm.
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Figure 37 : Indices de Breslow des mélanomes pria eharge au Centre Hospitalier Universitaire (CHU)
de Nancy en 2004. Données généreusement fournies pa Florence Granel-Brocard (Dermatologue) et
Mme Charlotte Carnin (Attachée de recherche cliniqe).

Comme le montrent la Figure 38 et le Tableau XIX,lihéarité de la décroissance est
confirmée avec des R2 supérieurs a 0,94 pour toleesepaisseurs considérées. Nous
constatons a nouveau que I'épaisseur est inversgraportionnelle a la valeur absolue de la
pente de décroissance du signal en fonction destante. Puisqu’il s’agit de simulation
numerique, nous ne pouvons pas réaliser de testisiiae qui permettrait de déterminer si les
valeurs d’intensité du signal de réflectance santiicativement différentes. Cependant nous
nous rendons compte que les intensités de réfleetdiffuse pour les couches d'1 mm et de
1,5 mm d’épaisseurs semblent trés différentes efir'e au moins autant sinon davantage que
les intensités pour les couches de 2 et 3 mm dgpais. Donc si le test de Student est
significatif pour la discrimination des couchesalet 3 mm, il devrait donc I'étre également

pour les couches de 1 et 1,5 mm d’épaisseur.
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Figure 38 : Intensité de réflectance diffuse a 708m en fonction de la distance entre fibre excitatde et
fibres récéptrices a) pour les fines couches tesgf-3,5 mm) et b) pour les couches les plus épsais (4-6
mm)
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Tableau XIX : Valeurs de pente et de coefficient deégression linéaire obtenues en simulation numérige
pour chaque indice de Breslow testé

. Coefficient de
Epaisseur de couche SO
e . Pente (valeur absolue)| regression linéaire

mélanique supérieure (R?)

1mm 0,55 0,98

1,5 mm 0,46 0,99

2 mm 0,41 0,97

2,5 mm 0,37 0,98

3mm 0,34 0,98

3,5 mm 0,31 0,94

4 mm 0,30 0,98

4,5 mm 0,26 0,98

5 mm 0,25 0,99

5,5 mm 0,22 0,99

6 mm 0,21 0,99

2.4. Conclusion et perspectives

Ces travaux nous ont permis de voir que la spemipis de réflectance diffuse résolue
spatialement est un outil potentiellement capakleédliser une détermination non-invasive
de l'indice de Breslow a 700 nm. La méthode, ditelative », d’exploitation des spectres
mesurés semble la plus prometteuse dans la peaxgpedin transfert clinique. Il s’agirait
alors de réaliser des mesures sur les lésions aspéd’exciser la lésion, d’obtenir la valeur
de I'indice de Breslow apres examen anatomo-pagimle et de déterminer si des valeurs de
pentes pourraient étre corrélées a des indices réslddy. L'essai clinique permettrait
eégalement de nous assurer que la méthode est echustvariations inter-individuelles de
caractéristiques des mélanomes : géométrie, pigent etc. Nous avons réalisé I'analyse
de nos résultats pour la longueur d’onde 700 nnil szagit d’une longueur d’onde a laquelle
la réflectance diffuse a déja permis d’obtenir gaasibilité et une spécificité de 77% et 90%
respectivement (cf. Marchesiet al*®) pour le diagnostic de malignité. La combinaisen d
nos résultats avec ceux obtenus par Marchesimil. “® indiquent que la spectroscopie de
réflectance diffuse est un outil qui a le potentiétablir un diagnostic complet de la Iésion.
Si ces résultats étaient confirmés en cliniquesalarprise en charge du mélanome pourrait

étre envisagée en une seule étape au lieu de deuellement pratiquées.
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3. Etudein vivo: classification de différents stades
de peau murine irradiée aux ultraviolets par

anatomo-pathologie et par spectroscopie bimodale.

3.1. Etatde l'art

3.1.1. Contexte médical : les lésions kératinocytaires

Elles dérivent des kératinocytes contenus dangiééme et dans les annexes cutanées. Elles
comprennent un grand nombre de Iésions allant ddg&pations bénignes aux carcinomes
épidermoides (CE), lésions malignes qui peuverfbigadevenir invasives. C'est ce dernier
type de lésion auquel nous allons nous intéresaes da présente étude. Les tumeurs
kératinocytaires sont tres fréquentes et, malgréfigble taux de mortalité, elles représentent
un important probléme de santé publique. Le praddacteur étiologique est le rayonnement
solaire qui induit des altérations de I'’ADN, dorgsddiméres de pyrimidine qui, durant la
réplication de I'ADN, conduisent a des mutations:TIC au niveau du codon du gene
suppresseur de tumeur p53. D’autres génes comnfeT@H et 'oncogene RAS sont
impliqués dans la formation des cancers de la ggacomporte plusieurs étapes.

On pourra se reporter au 8 1.2.1 du présent mérmoiredes notions d’épidémiologie sur les
carcinomes épidermoides (CE). De nombreuses aresyddi prolifération intra-épidermique
(dysplasies) peuvent étre précurseurs des CE, ditybiar les kératoses actiniques et la

maladie de Bowen (qui est un carcinome intra-épiilgue aussi appelé carcinomnesitu).

Les kératoses actiniguegSynonyme : kératoses solaires)

Les kératoses actiniques sont des Iésions érytle@sed qui ont tendance a desquamer et qui
apparaissent sur les zones exposées au soleiledesnpes a peau claire. Il est difficile de
déterminer l'incidence des kératoses actiniques ellgs ont tendance a apparaitre et
disparaitre spontanément. Bien que le taux d’éimiutnaligne soit faible, certaines études

ont montré que ces kératoses actiniques pouvaienp&curseurs de CE.

Histopathologie
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D’un point de vue histologique, elles présenterdbdrd des lésions dermiques dues a
'exposition au soleil puis sont suivies par l'agpan de lésions épidermiques. Les
modifications au niveau du derme incluent notamno@et élastose solaire, une infiltration de
lymphocytes et une vascularisation accrue. Au nivda I'épiderme, les anomalies se
répartissent souvent de maniere hétérogéne (@usdi de maniére « focale »). On distingue
les anomalies de maturation (hypogranulose, hypatd®e, parakératose, dyskératose) des
anomalies (atypies) cellulaires (grossissementaiau, hyperchromatisme, pléomorphisme,
activité mitotique, paleur cytoplasmique). On ratre également une désorganisation
cellulaire due a une prolifération désordonnée aescatypies d’intensité variable.

Il a été proposé d’attribuer des grades au Néapladraépidermiques Kératinocytaires (ou
Keratinocytic Intraepidermal Neoplasi&IN pour I'acronyme anglophone) : KIN I, 1l et.ll
D'apreés la classification proposée par Cock&tell

 La classe KIN | est caractérisée par une atypi@aléoces kératinocytes basaux
limitée au tiers inférieur de I'épiderme.

» La classe KIN Il est caractérisée par une atypialtodes kératinocytes qui s’étend
jusquaux 2 tiers inférieurs de I'épiderme, coneen parfois également les
kératinocytes de l'acrosyringium (partie intra-épidique du canal sudoral) et
s’accompagnant parfois d’'une hyperkératose.

» La classe KIN Il par une prolifération de kératigtes atypique diffuse dans toute
I'épaisseur de I'épiderme.

KIN | et Il sont souvent regroupés sous le termBl Klide bas grade » alors que KIN Il est
considérée comme une néoplasie intraépidermiquinraudiegrade également appelée « maladie
de Bowen » ou carcinome épidermoiialsitu.

Les lésions pour lesquelles une dysmaturation etafiypie apparaissent sur toute I'épaisseur
de I'épiderme ont été labellisée “kératoses aatiesgpowenoides » (KAB).

Pronostic et facteurs de prédiction

Les kératoses actiniques non-traitées évoluent ErinGasif dans 8 a 20% des ¥a<Elles
sont également considérées comme facteurs de rgmueles carcinomes baso-cellulaires
(CBC) et les mélanomes. Les kératoses actiniquagepé cependant rester stables pendant de
nombreuses années et peuvent régresser grace phateprotection. Des patients ageés
porteurs de plusieurs lésions, suivis pendant pl@sl0 ans, ont montré un risque de
progression compris entre 6 et 10% alors que 148gpdéents portant plus de 10 kératoses
actiniques développent des CE invasifs dans leass.&Parmi tous les CE, 60% ont été

estimés comme évoluant a partir de kératoses quéniet plus récemment des kératoses
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actiniques jouxtant les CE ont été identifiées d&hs 97% des s Certains classifient les

kératoses actiniques comme un type de CE plutétgomme une forme précurseur. Il ne peut
cependant pas étre démontré que les kératosegjaesnévoluent inexorablement vers des
CE. L’hypothése que d’autres mutations génétiqoésns nécessaires avant une expression

clinigue de malignité est plausible.

Maladie de Bowen

Dans le cas de la maladie de Bowen, l'atypie destiké@cytes se retrouve sur toute
'épaisseur de I'épiderme, parfois méme dans ldkcuites pileux et dans les conduits
excréteurs de sueur. Bien que la maladie de Bowimécrite comme un Ch situ, aucune

étude n’a porté sur le taux de transformation maligsur le risque d'invasivité et de
meétastases) de ce type de lésions. Dans le cas QEunvasif se développe a partir d’'une

telle l1ésion, la phase situ est souvent tres longue (plusieurs années).

Carcinomes épidermoides

Etiologie
De nombreuses études ont montré que les radiatitirsviolettes (UV), les UVB en

particulier, contribuaient a la formation de CESLEE se développent selon un processus
comprenant plusieurs étapes dont l'activation detgponcogénes et/ou linactivation de
genes suppresseurs de tumeur au sein des kératisocgs kératoses actiniques évoluant en
CE présentent des mutations du gene K-ras. Il esore que ces anomalies génétiques
semblent avoir un impact crucial dans la carcinégerd’au moins une partie des CE.

De fortes doses d'ultraviolet peuvent aussi calesdéveloppement de [ésions cancéreuses en
induisant des radicaux libres comme I'oxygene deigqui joue un réle important dans les
dommages intra-cellulaires. L’augmentation de ladpction de radicaux libres et/ou la
décroissance de l'efficacité du systéme de défamsieoxydant contribuent aux nombreux
processus de dégénérescence incluant la formagodirderes de pyrimidine et la perte
d’hétérozigotie (LOH). Les deux genes suppresseerdumeur TP53 et PTCH qui sont
victimes de perte d’hétérozigotie induisent desclames Baso-Cellulaires (CBC). Les CE
ont des mutations des géenes H-Ras et du locus INK&s patients atteints de Xéroderma
Pigmentosum (XP) présentent également d’autreations du gene TP53.

Des agents carcinogénes exogenes également cameclusnt 1) le tabac, 2) le virus a
papillome humain, 3) I'arsenic etc. On ne s’intéera dans cette étude qu’aux CE causés par
les UV.
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Les patients ayant subi une transplantation d’aggsont particuliers sujets a développer des
CE. La plupart des morts causées par les CE soahsées en Australie suggérant que le
soleil joue un réle important non seulement mutagaais également immunosuppresseur.
Localisation

La plupart des CE se développent dans des zoneségpau soleil comme le front, le visage,
les oreilles, le cuir chevelu, le cou et le desdes mains. La partie vermillon de la levre
inférieure est également un site a risque.

Aspect clinique

Les carcinomes épidermoides se présentent sougamhe des ulcérations avec une crodte
de kératine surélevée ou comme des plagues ouodeses (cf. Figures 39 a) et b). La peau
autour de la lésion présente souvent des modicattausées par le rayonnement solaire.

Figure 39 : Photographies de carcinomes épidermoidea) Iconographie disponible sur le sitevebdu
South Coast medical Centeb) Iconographie disponible sur le sitavebdu National Institute of Cancer.

Histo-pathologie

Les CE sont généralement constitués de cellulesétjpiles spineuses regroupées en nids qui
se développent a partir de I'épiderme jusque dandetrme sur une distance variable. Les
cellules présentent souvent un cytoplasme éositeopimsi qu'un grand noyau vésiculaire.
Des ponts intercellulaires proéminents, une késatiion centrale de taille variable et la
formation de perles, en fonction du degré de difiération de la tumeur, sont également
visibles.

Le degré d’anaplasie des cellules a I'intérieur wigs tumoraux sert a donner le grade de la
tumeur. La lésion considérée est ensuite classés Mdane des catégories suivantes, en
fonction de la capacité de la tumeur a reprodu@etissu normal épidermique : bien,
modérément ou peu différenciée. La plupart des €Hléyeloppant a partir de kératoses
actiniques, des éléments caractéristiques desoks@satctiniques sont souvent présents a la

périphérie de la tumeur invasive et dans le dewns-facent.
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Pronostic et facteurs de prédiction

La majorité des CE sont agressifs uniquement and'e locale et peuvent étre traités de
diverses maniéres. Les CE se développant chezaten{s immunodéprimés (atteints par le
HIV par exemple) sont en général plus agressifs tlaneurs présentant une invasion
profonde, une faible différenciation, une invasipgrinerveuse et des caractéristiques
acantholytiques présentent plus de risques de aéaipye ou de métastaser. De faibles marges
de résection sont un autre facteur de risque deitec

L’épaisseur de la tumeur est, comme dans le caséanome, un facteur pronostique. Les
tumeurs de 2 mm ou moins d’épaisseur ne métastgaentarement, les tumeurs d’épaisseur
comprise entre 2 et 5 mm ont un risque modéré ajaesles tumeurs de plus de 5 mm
d’épaisseur métastasent dans environ 20% dé&$ cas

La diametre est également un facteur pronostide® tumeurs de plus de 2 cm de diametre
présentent plus de risques de métastaser et dparéétpe que les Iésions de plus faible
diametre.

La plupart des patients présentant des cancersnétamocytaires ont un excellent pronostic.
La mortalité des cancers non mélanocytaires estfaible mais significativement plus élevée
pour les CE que pour les CBC. Les CE ont le patede réapparaitre et de métastaser avec
un taux de réapparition sur 5 ans de 8%. Les CHéseloppant a partir de kératoses
actiniques métastasent dans 0,5 a 5% des cas.aliestp pour lesquels les métastases sont
déja apparues ont un mauvais pronostic. Le tausudée a 10 ans est inférieur a 20% pour
les patients dont les ganglions sont atteintsfétigur a 10% pour les patients qui présentent
des métastases a distance. Plus de 70% des redeuBds et des métastases ses développent
dans les 2 ans de traitement de la tumeur prineai®®% dans les 5 ans. Le risque cumulatif a
3 ans de développer un cancer de la peau pourarserme ayant eu un CE est de 35 a 60%

et le risque de mélanome est également augfifenté

3.1.2. Modeéles animaux

Deux principaux modeles de CE sur souris ont etéitdédans la littérature : ils different par
la race de souris utilisée et surtout par 'agemtioogene employé qui est, soit le DMBA-
TPA (produit chimique a badigeonner sur la peaai), I8JV. Le DMBA (DiMéthylBenza
Anthracéne) est un hydrocarbure polycyclique arajonat Il a été proposé comme initiateur
de la carcinogenése pour des raisons historiquesffiet, le premier cancer professionnel
identifié a été le cancer du scrotum chez les rau Or la suie est un vecteur de molécules

de type hydrocarbure dont le potentiel carcinogeg&é depuis largement prouvé. Concernant
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le rayonnement ultra-violet, on a vu en introduttiqu’il s’agissait du principal facteur
étiologique environnemental associé aux canceeést

Cependant Lacaf®note que dans le modéle de souris glabres («ebsi#) irradiées aux UV,
I'observation des mutations de p53 sont prochesediui est observé chez ’lhomme, a savoir
la présence de mutations précoces dans la peawnenuradiée normale et dans les
carcinomes UV-induits. En revanche dans les mgd#tncogenése chimique, les mutations
de p53 semblent intervenir plus tardivement ausdurdéveloppement tumoral montrant que
les anomalies moléculaires observées dans lesnoares cutanés varient selon le facteur
carcinogene déclenchant.

18 notent que les caractéristiques génétiques sfiétatites entre les

De méme, Pentlanet a
lésions cutanées chimio-induites et les Iésionsittldites. Dans le cadre de leurs études sur
les chimio-thérapies, ils recommandent donc de Idpper des modeles tumoraux se
conformant davantage a I'étiologie humaine c'edir@-causés par l'irradiation UV.

Le rayonnement ultraviolet est appelé carcinogéoemnplet » car il est la cause des 3 étapes
classiquement définies dans la carcinogenése aqu¥ so

- initiation : elle se définit comme linteractionréversible entre un carcinogéne et
’ADN d’un tissu. Le dommage causé a 'ADN est rexare mais pas suffisant a la
tumorogenéese. N'induisant pas de modification molgdique, elle ne peut pas étre
détectée par I'examen anatomo-pathologique maasirediuit des cellules précurseurs
de la future tumeur

- promotion : la promotion tumorale est un processusrsible qui facilite I'expression
des cellules initiées et qui mene a I'émergencéédi®ns précurseurs et de tumeurs
bénignes. Les promoteurs peuvent induire des tusn&ysartir des cellules initiées
mais ne sont pas cancérogenes en eux-mémes. DéegliIsmeurs ne se développent
pas lorsque I'agent promoteur est appliqué avanbatapres I'agent initiateur. Cela
démontre que, a la différence des effets des agaiiiateurs, les modifications
cellulaires secondaires a I'application des promnsten’altérent pas directement
I’ADN et sont réversibles.

- progression : la progression est le processus tilegnel a partir du clone initial,
'accumulation d’altérations génétiques mene arémdformation progressive des
cellules normales en cellules fortement malignes

N.B. : L'avancée des connaissances permet de sker@mompte que ce schéma, bien que
pertinent, soit par lui-méme bien trop grossier.ré&atité, la cancérogenése est un phénomene

certes « pluri-étapes » mais certaines des mugatgemetiques classiquement associées a
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chacune des trois étapes mentionnées précédemorgndéisives alors que d’autres ne le
sont pas. On ignore en particulier si 'ordre deénéments doit étre respecté ou si seule le
cumul final importe. A ce jour, on doit donc émettles réserves sur la réalité de ce schéma.
Nous avons donc choisi de développer un modeéle rain/-induit sur souris SKH1 qui est
la race de souris la plus utilisée dans ce modeleadcinomes épidermoides (CE). Il nous a
ensuite fallu déterminer toutes les variables mues rappelées par de Gruijl et
van der Leuff dans leur revue sur le théme de la photo-carcimesgexpérimentale :

- le domaine spectral d’irradiation : en effet, uredpe d’action qui donne la section
efficace de réaction en fonction de la longueurnd® permet de déterminer une
longueur d’onde optimale qui induit I'effet biolagie escompté i.e. dans notre cas, le
développement tumoral. Plusieurs études ont petentéterminer un spectre d’action
nommeé le SCUP-mSkin Cancer Utrecht-Philadelphia-murindont le maximum est
a 293 nm pour la génération de dimeres de thymengethe p53. Nous privilégierons
donc la partie UVB du spectre qui s’étend entre 88815 nm. Pour information, la
bande spectrale UVA s'étend de 315 & 386°nm

- I'exposition (dose en J/cm?) : la dose est égal#radiance incidente sur la peau
(W/cm?2) multipliee par le temps d’exposition (sju$ cette dose est élevée plus les
effets biologiques sont importants. Cependantticescial de préserver les tissus de la
nécrose. Pour éviter cela, nous nous sommes réfé@ésla « Dose
Erythémateuse Minimale» (acronyme anglophone : MR®)r ne pas la dépasser et
donc ne pas brdler la peau des souris. En fonctemréférences bibliographiques,
cette MED est estimée a environ 100 mJ/cm?,

- le temps de latence tumoral : pour une dose égaleeademi-MED administrée
guotidiennement, de Gruijl et van der Leun estintgré chaque souris développe en
moyenne 1 tumeur au bout de 100 jours (15 semaimégson).

Le Tableau XX fait un état des lieux non exhaudéfs doses administrées, de la durée
d’irradiation et du nombre de tumeurs développéedgs souris de race SKH1.
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Tableau XX : Etudes ayant utilisé la photocarcinogeése de peau de souris SKH1 et précisant les doses
administrées, leur fréquence et leur durée, les @ffs biologiques observés et le matériel utilisé

Dose

z . quotidienne Fréquepce et . . Ma_tgéri,el

Equipe administrée ' duree Effets biologiques utll_lse,

(mJ/cm?) d’irradiation fournisseur
10, 20 ou 30 semaines apres la| UVA :
fin des 10 semaines F40T10/BL
Reeveet UVA - 2333 5 jour_s par d’irradiation_: présence de bgcklight tubes
al. 200%° | UVB j 108 | Semaine pendant | tumeurs mais pas de Hitachi

B ' 10 ou 30 semaines photovieillissement i.e. pas UVB: TL

d’augmentation significative du | 40W/12RS,
nombre de mastocytes. Philips
11°™ semaine : 40% des souris

ont des tumeurs

12™ semaine: 30% des souris

' 5 jours par ont (;Ig:S turpeurs de diamétre
Liuetal, | UVA:52 ; dant supérieur a 4 mm FS20 tubes,
2004° uUvB:91 | S¢Maine pendant |, emeqomaine :100% des souris| Westinghouse

10 semaines
ont des tumeurs
2™ semaine :75% des souris
ont des tumeurs de diamétre
supérieur a 4 mm.
11°™ semaine: 40% des souris
ont des tumeurs
14°™ semaine :100% des souris

' 4 jours par ont des tumeurs | Bellariums :
Liuetal, | UVA:13,2 ] 18™° semaine :30% des souris | Wolff system
2004° UVB:g40 |Semaine pendant | o jostimeurs de diamétre | TLK10 :

10 semaines .- R -
supérieur a4 mm Philips
2™ semaine :65% des souris
ont des tumeurs de diamétre
supérieur a 4 mm.
14°™ semaine: 40% des souris
ont des tumeurs
17°™ semaine :100% des souris
ont des tumeurs ,

. UVA . 5 jours par 23™ semaine :30% des souris Bellariums :
Liu etal, | 10000 ; o Wolff system
20049 UVB - 645 semalne_pendant ont (;Igs turpeurs de diamétre TLK10 -

10 semaines superieur a 4 mm Philins
2™ semaine :30% des souris P
ont des tumeurs de diamétre
supérieur a 4 mm (70% a 26
sem.)

4 semaines apres la fin de
Pentland 3 jours par Iirradiation (= 19" semaing : | Sunlamps, Q-
etal, UVB : 180 | semaine pendant | 1 tumeur / souris Panel lab
2004° 15 semaines 30°™ semaine :6 tumeurs/souris| products

(n=12)
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70 puis + A 16 semaine : 50% des souris
o ont des tumeurs
Zhanaet ggr{:’ali)r?erz 3 jours par A 20 semaines 95% des souris 'Ejsbig UN\g?ional
al 2(?0§1 USAUA un semaine pendant | ont des tumeurs Biolo ,ical
N Jma?dmum 20 semaines 8,71 tumeurs / animal en or 9
de 210 moyenne (3% sont des CE et 920% P-
de papillomes)
Juzenast 5 jour_s par _— . FS20 tubes
2 | 80 semaine pendant | Aucune description fournie . ’
al., 2002 30 semaines Westinghouse
3 jours par
Davidson semaine pendant 3
ot al 110 puis mois puis arrét d’'1] 26°™ semaine :0,8 + 0,23 FS20 tubes,
200&;3 120 semaine et 2 jours| tumeur / souris Westinghouse
par semaine
pendant 3 mois
26"™ semaine :
1*' protocole 22,4 + 0,5 tumeurs /
souris
Deux 3 iours par 2°™ protocole 3,5 + 0,48
Burnset rotocoles - sémaing endant tumeurs / souris ‘ FS20 tubes,
al., 2004* 200 ou 170 | 26 semaiﬁes Apparition de la 1% tumeur : | Westinghouse
1*" protocole :103™jour (15™
semaine) ‘ ‘
2°™ protocole 9Z™jour (13™
semaine)
Trés courte L'induction tumorale n’est pas le Research
Ahsanet but de I'étude. L'étude porte sur .
5 | et N : b .| Jrradiator,
al., 2005 la synthese d’'une protéine suite N .
ponctuelle : et N aavlin
une irradiation trés courte.
3.1.3. Méthodes de diagnostic clinique des carcinomes

cutanés

Le Tableau XXi° ci-dessous recense les caractéristiques et lésrmances des différentes

techniques étudiées pour le diagnostic des lésionsmélanocytaires. Ce tableau regroupe

tous les types de techniques :
- invasives (biopsies pour examen anatomopatholoyique non (dermoscopie,
spectroscopie, etc.)

- celles actuellement utilisées en clinique (échdgeplermoscopie) et celles qui n'ont

fait 'objet que d’études pilotes (impédance électe, imagerie térahertz)

- celles basées sur une évaluation visuelle (OCTtoar@pathologie) et celles basées

sur une analyse de signal (spectroscopie Raman)
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Tableau XXI : Caractéristiques et performances deslifférentes méthodes diagnostiques recensées par
Mogensenet al. ®° utilisées pour le diagnostic des carcinomes épidapides

Méthode Performances Remarques
Examen clinique V|s,uel (_par Se= 56-90% _ _
dermatologue ou médecin _ Diagnostic de CBC et CE confondus
PR Sp=75-90%
généraliste)
Ccytologie exfoliative Se=97% Pas d’informations sur les délimitations
Anatomie pathologique Sp=86% de la lésion

Anatomopathologie

Gold-standard

Variabilité inter-opérateur : 1,2-7%

Echographie

Surestimation de I'épaisseur de larés

Dermoscopie

Diagnostic des
CBC d'apres les
caractéristiques
vasculaires

Est parfois associée a la spectroscopie :

«mole scannep

OCT

Anatomo-pathologie in vivo et en temp
réel

UJ

Microscopie confocale

Caractéristiques utilisées pour le
diagnostic des CE : masses épithéliale
irréguliéres. Utilisén vivo etex vivo

U7

Spectroscopie Raman

Se=97%
Sp=98%

CBC (ex vivg. Etudes également
prometteusem vivo et sur la
discrimination entre tissu sain et
kératoses actiniques.

Imagerie de fluorescence

Permet une délimitation de la Iésion.
Intensité de fluorescence du tryptophar
accrue pour CBC et CE par rapport a |3
peau saine

ne

s

Imagerie térahertz

Etude pilote sur
CBC ex vivoet
in vivo

Fréguences comprises entre 0,1 et 10
THz absorbées par I'eau

Impédance électrique Etude pilote Méthode invasim&ro-€électrodes
Détection de CBC de diamétre supérie
PET a 1 cm grace atfFDG qui marque
préférentiellement les tumeurs
3.1.4. Etat de lart du diagnostic de carcinome

épidermoide par spectroscopie

A notre connaissance, seule la spectroscopie dlaatescence a été étudiée pour le
diagnostic de cancers non mélanocytaires (CE €®Q) chez 'homme et chez la souris.
Cependant, Georgakoudit al’’, Changet al®® et Breslinet al®® ont montré que la

combinaison des deux modalités de spectroscofiectance diffuse et autofluorescence,
permet d’augmenter la précision diagnostique desera de I'cesophage, de l'utérus et du

sein respectivement. Aucune étude en bimodalit€&i&anenée sur la peau.
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Spectroscopie d’autofluorescence comme outil diagatique chez I’lhomme

A notre conaissances, deux études ont été mém&as chez ’lhomme pour tester la capacité
de la spectroscopie d’autofluorescence a discrintiagus sains et lésions précancéreuses ou
cancéreuses non melanocytaires (CE et/ou CBC).

Brancaleoret all®

ont réalisé des mesures d’autofluorescence chemtlénts. Ces patients
présentaient des CBC (n=20) ou des CE (n=5). Desurag ont été réalisées sur les Iésions
(diagnostiquées par histo-pathologieposterior) ainsi que sur la peau considérée comme
saine a environ 1 cm du bord de la Iésion. Les nesstde fluorescence étaient réalisées a 2
longueurs d’onde d’excitation : 295 et 350 nm. ké&sultats montrent que pour I'excitation a
295 nm les CBC présentent une intensité d’émisdmriluorescence 2,9 (+ 1,4) fois plus
importante que la peau saine alors que pour ledeQfatio est: 2 (x 1,4). L'intensité de
fluorescence obtenue sur les lésions pour I'exciiaa 350 nm était en revanche plus faible et
le ratio des intensités entre lésion et peau satmede 0,72 (+ 0,14) et 0,85(x 0,11) pour les
CBC et CE respectivement. lls attribuent I'émissam fluorescence au tryptophane et aux
ponts €ross link$ du collagéne pour les excitations a 295 et 350r@spectivement. Sur les
Iésions, l'accroissement d’intensité du tryptophasst attribué a une hyperprolifération
cellulaire tandis que la décroissance d’'intensigngssion due au collagéne proviendrait de la
dégradation de la matrice extra-cellulaire paelesymes (collagénases en particulier).

lls concluent de cette étude que puisque les 18{GBC ou CE) ont des caractéristiques
spectrales significativement différentes de la peaine, la spectroscopie de fluorescence est
un outil qui pourrait a terme étre utilisé poudlagnostic et la détection de marges de Iésions
non mélanocytaires dans un cadre clinique.

|.101

Panjehpouret a
excitation a 410 nm chez 49 patients de phototyfre= 20), Il (n = 22) ou Ill (n = 7) et

ont quant & eux réalisé des mesures d'autofluenesc pour une

présentant des CBC (n = 88), des CE (n = 13), demrs précancéreuses (kératoses
actiniqgues ou neavi dysplasiques, n = 12) ou deisrié bénignes (kératoses séborhéiques,
neurofioromes, etc., n= 47). Leurs résultats indig une décroissance de lintensité
d’émission de fluorescence a 510 nm ainsi qu'urrnégcalage vers les courtes longueurs
d’onde des maxima d’émission pour les carcinomgsg @ Icg) comparé aux lésions bénignes
ou a la peau sainesfhe> lhenigney. LeS performances de classification n’ont pasegf#imées

en termes de sensibilité et de spécificité car dems cas, le groupe de données
d’entrainement était le méme que celui des dondéeglidation. lls ont donc calculé une
plage de valeurs (aire sous la courbe entre 43 @&tnm) correspondant a chaque groupe

d’échantillons : sain, bénin, précancéreux, BC & guis ont calculé les pourcentages
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d’échantillons pour lequels les valeurs d’aire slausourbe étaient comprises dans les plages
de valeurs correspondantes. Leurs résultats dsifatasion sont meilleurs pour le phototype |
gue pour les phototypes Il et lll, soulignant daue la mélanine, absorbant fortement dans

'UV et le bleu, peut diminuer les performancesgi@stiques de méthodes optiques.

Spectroscopie de diagnostic en spectroscopie d'afitmrescence chez la souris

Diagardjane et al!%? ont étudié les performances diagnostiques de lectsyscopie

d’autofluorescence a 19 longueurs d’onde d’exatatdifféerentes (280-460 nm). lls ont
extrait les 5 longueurs d'onde les plus discrimieanentre les différentes étapes pre-
cancéreuses et le tissu sain. lls concluent & ugen@ntation moyenne de 11,6% de la
précision de classification entre I'utilisation d& seule longueur d’onde d’excitation et la

combinaison des 5 longueurs d’onde d’excitation.

3.1.5. Classification histologique de stades précancéreux

de peau murine

1192 sont & notre connaissance, les seuls & propoerclassification

Diagaradjaneet a
histologique des différents stades précancéreypeda murine : | (normal), Il (inflammation-
hyperplasie), lll (hyperplasie-dysplasie), IV (CEoadérément différencié) et V (CE peu
différencié). Cependant,

- ils ne décrivent que trés succinctement les cstetdisés pour classer un échantillon

dans telle ou telle classe,
- la carcinogenése est chimio-induite (applicatigridoe de DMBA et de TPA)
- ils utilisent des souris de ra&wiss-Webstequi contrairement aux souris que nous

proposons d’utiliser (de race SKH1) sont poilues.

3.2. Objectifs de I'etude

L’ensemble des éléments décrits dans cet étatadenlbus a encouragé a évaluer la capacité
de la spectroscopie bimodale, combinant réflectaifbese et autofluorescence, a discriminer
différents stades précancéreux de peau murine. pHedsément, nos objectifs sont les

suivants :

91



- Spectroscopie :

0 comparer les performances obtenues en spectrostapi®fluorescence avec
les différentes longueurs d’onde d’excitation caungr un large domaine
spectral (UV-visible)

o comparer les performances obtenues avec 'autefieence en utilisant une
ou plusieurs longueurs d'onde d’excitation (monad ulti-excitation
respectivement).

o0 comparer les performances obtenues en autofluoresade multi-excitation,
en réflectance diffuse et en bimodalité

- Histologie
Puisque la peau murine est un modeéle trés largentdise en recherche, il nous a paru
intéressant de proposer une classification a patés caractéristiques histologiques
déterminées par anatomo-pathologie. Ce travai aéatlisé avec I'aide et sous la direction du

Dr. Agnés Leroux, chef du service d’anatomo-pathi@alu Centre Alexis Vautrin.

3.3. Matériels et méthodes

3.3.1. Modeéele animal

Un dossier décrivant le déroulement de I'expériratoin a été transmis au Comité Régional
d’Ethique pour 'Expérimentation Animale Nancy-Laime — Nord-Est qui, apres examen du
dossier, a rendu un avis favorable & la mise erealwprotocole.

Animaux

72 souris femelles de race SKH-1 (Charles Rivemotatories, L’Arbresle, France) agées de 4
semaines a la livraison sont utilisées. Il s’agitné race de souris albinos et glabres. Une
semaine aprés livraison, elles pésent en moyenge(201 g et 24,1 g pour les poids
minimum et maximum respectivement). N.B. : les so@taient poilues jusqu'a I'adge de 3
Mois.

Les souris sont hébergées au sein de I'animalendrale de la Faculté de médecine de
I'Université Henri Poincaré (Nancy Université) ageépar la Direction Départementale des
Services Vétérinaires de Meurthe et Moselle. Leaasable de I'animalerie est le professeur
Francois Marchal et 'animaliére est Madame Annerkd_eblanc.

Les souris sont hébergées conformément a la dieedii Conseil 86/609/CEE, a savoir 4
individus par cage de 37x22 cm? de surface awnsalriture et eau du robinat libitum Les
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rythmes circadiens de luminosité (éclairage auxnggsont de 12 heures « jour » (7h00-
19h00) et 12 heures « nuit ».

Etant titulaire du Dipldme Universitaire d’Expérintation Animale de niveau 1, jai pu
assurer moi-méme I'ensemble de I'expérimentatiomale.

[rradiation

L’induction des tumeurs cutanées est réalisée gidogadiation des souris par rayonnement

ultraviolet émis par I®esearch Irradiation Uni{Daavlin, Belgique) (cf. Figures 40 a) et b).
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Figure 40 : a) Photographie de I'appareil d’irradiation ultraviolette (Research Irradiation Unit Daavlin,
Belgique), b) Spectre d’émission des tubes dResearch Irradiation Unitutilisé pour I'irradiation des
souris.

Comme nous avons choisi de classer les échantilengeau prélevée uniquement d’aprés
des criteres anatomo-pathologiques, nous avondgpier la dose délivrée a chaque souris en
fonction des réactions cutanées macroscopiques, lésl érythémes que certaines souris
présentaient plus que d’autres en fonction dedasaceptibilité individuelle.
En moyenne, les souris ont recu une dose de 50nhJ/c

- une fois par semaine pendant les 15 premiéres semde protocole

- deux fois par semaine pendant les 15 derniéresisesndu protocole.
Les souris du groupe témoin sont traitées danscdeditions similaires a celles des souris
irradiées : pour cela, lors des séances d'irramhaties autres souris, elles sont placées
egalement dans des cages déposeées sous 'apparadiation pendant la méme durée que

leurs congéneres sans bien sr que I'appareilinengen marche.

3.3.2. Mesures spectroscopiques

Instrumentation

Le schéma de principe du systeme de spectroscapiearcitation-réception développé est
représenté en Figure 41. Le systéme comporte :
- une lumiére d’excitation (Fexc) injectée dans ladsofibrée issue d’une lampe Xénon

300 W continue a arc court (1,2 mm), montée suminoir parabolique (Eurosep).
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Cette lampe possede un spectre d’émission étentuld®/ couvrant la bande 300-
700 nm.

un filtre anticalorique (F1) qui protege les comgus optiques suivants de la
dégradation due a I'échauffement provoqué parylenreement IR. La lumiére de la
lampe est ensuite focalisée sur la fibre d’exa@tatjrace a la lentille convergente L1
de focale 42 mm.

un filtre passe-bande F2 qui est utilisé pour li@ton d’autofluorescence afin de
réduire au maximum la transmission de lumiere p@ratans la bande d’émission
spectrale des fluorophores (450-600 nm).

un systeme de positionnement motorisé qui permetégéacer automatiquement un
couple de filtres passe-haut FL1 et passe-bas Ftahoun réglage dynamique du pic
central de la longueur d’onde d’excitation de fesrence (350 x < 460 nm) et de la
largeur de bande (entre 15 et 25 nm de largeur -hanteur). Pour la diffusion
élastique, les bandes spectrales s’étendent da 860 nm.

une sonde a fibres optiques décrite au chapitreédeint. Nous avons utilisé la méme
fibre excitatrice et les cing mémes distances 4fibees.

un spectrographe imageant multi-voies (IHR320, HBARIJobin Yvon) pour
I'acquisition simultanée de 1 a 13 spectres d’éimisLe spectrographe est muni d'un
capteur CCDback-illuminatedUV (Symphony 2048 x 512) et d’'une roue a filtres
permettant d’éliminer la rétrodiffusion aux longueud’'onde des différentes
excitations lors des mesures en autofluorescence.

une interface dédiée a notre application développéeVisual C++ permet un
paramétrage complet des spectres d’excitation amst le contrble et la
synchronisation du systéme avec les acquisitiorspdatrometre iHR320. Le systeme
de contréle positionne les filtres FL1 et FL2 pbxer un pic d’excitation programme,
ensuite un signal TTL active le déclenchement desumes par voie externe sur le
spectrometre iHR320. Une fois la derniére acqoisitprogrammée terminée pour
cette excitation, le systeme place les filtres dams nouvelle position pour le pic
d’excitation suivant, etc. Cette procédure peue &@pétée autant de fois que de

longueurs d’onde d’excitation programmees.
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Systéme de multi-excitation
P .

- FL1 Spectrométre
F1 11 F2  ||FL2 f multi-voies
' 3
a
Six fibres optiques
Lampe a Fibre optique réceptrices
M excitatrice
arc J
xénon

y N ‘,
Controleurs
et ordinateur

Plate-forme motorisée

Figure 41 : Schéma de I'instrumentation utilisée poar les mesures en spectroscopie bimodale.

Notre systeme multi-excitation permet d'ajuster lasgeurs de bandes d’excitation au
dixieme de nanometre prés (15 nm de largeur pautdfluorescence et plusieurs centaines
pour la réflectance diffuse) et la longueur d’ocdatrale du pic avec la méme résolution.
Les caractéristiques :

- des sept longueurs d’'onde d’excitation : 360, 388), 400, 410, 420 et 430 nm

(cf. Figure 42 a)

- et des trois bandes d’illumination (cf. Figure 42 b
utilisées respectivement en autofluorescence eéectance diffuse sont données dans les
Tableaux XXII et XXIII.
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Figure 42 : Longueurs d’onde d’excitation et bandesd'illumination respectivement utilisées pour la
spectroscopie d'autofluorescence et de réflectandédfuse

a)

400, 410, 420 et 430 nm

b)

740 nm

7 longeurs d’onde d’excitation pour I'autofluorescece : 360, 368, 380, 390,

3 bandes d'illumination pour la Réflectance Diffuse 365-545, 450-640 et 550-

Tableau XXII : Caractéristiques des sept longueursd’onde d’excitation utilisées pour la spectroscopie

d’autofluorescence.

oG Largeur Puissance (uW) mesurée en sorti{ Puissance (W) mesurée en sorti¢
, 9 arg de fibre optique aprés environ 24 | de fibre optique aprés environ 250
d’onde centrale | mi-hauteur - ]
heures de fonctionnement de la heures de fonctionnement de la
(nm) (nm) lampe Xénon lampe Xénon
360 17,1 36 18,7
368 17,3 51 25
390 17,1 62 32
400 15 64 30
410 15,2 66 30
420 15,2 58 26
430 15,2 43 19,4

Tableau XXIIl : Caractéristiques
réflectance diffuse

des trois bandes dllumination

utilisées pour la spectroscopie de

Longueurs d’onde extremum
pour chagque bande
d’illumination

Puissance (UW) mesurée en
sortie de fibre optique apres
environ 24 heures de

Puissance (UW) mesurée en
sortie de fibre optique excitatrice
aprées environ 250 heures de

fonctionnement fonctionnement
370-540 505 430
450-640 373 305
560-740 228 242
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Pour chaque site anatomique (qui représente arfiaceude la peau un disque de 2,5 mm de
diameétre), le systéme permet de recueillir 180X 18 x3) spectres co-localisés : 7 spectres
d’intensité d’autofluorescence et 3 spectres dieigldn (10 au total) pour 5 distances inter-
fibres : 271um (deux fibres utilisées), 536n, 834um, 1076um et 1341um. Chaque spectre
est la moyenne de 3 acquisitions successives.

Dus aux temps d’intégration (500 ms en autofluaese et 50 ms en réflectance diffuse),
aux changements de configurations logicielles strimentales (changements manuels de

filtres), chaque mesure (pour les 180 spectresjdoeaviron 3 minutes.

Protocole d’acquisition des spectres

Préparation des animaux

Le transport des animaux entre animalerie et gadbgpérimentation est assuré dans des cages
a couvercle filtrant (cages de livraison, CharlegeR Laboratories, Lyon, France) insérées
dans des cartons, transportés en voiture (tragriviton 1,5 km). Chaque souris est pesée
(Balance KB 100-3, Kern, Balingen, Allemagne) peatculer la dose d’anesthésique a lui
administrer.
Le mélange anesthésique est constitué de

- Xylazine (Rompun 2%, Bayer Healthcare) : 10,5 mg/kg

- Kétamine (Panpharma) : 105 mg/kg
L’injection d’anesthésique est réalisée a I'aide d’

- une seringue (Luer Lok Tip 1 ml, Beckton Dickins@&ipblock, réf. 309628, lllkirch,

France) et

- une aiguille (Luer 25G, Terumo, Beckton DickinsBigblock)
Durant I'anesthésie, les souris sont allongéesusear couverture chauffantd dmperature
Control Unit HB 101/2Vitrolles, Bioseb)
Pour repérer de maniére fiable les sites anatorsigeemesures spectroscopiques, un cache
translucide a été confectionné. Il s’agit d’'un aacfle de plastique de 2x3 cm2. Quatre rangéees
de 6 trous de 3 mm de diameétre sont réaliséesde IHun emporte-piece métallique et d’'un
marteau. Les centres de ces trous sont espacésgeléissant ainsi entre les trous un espace
de 2 mm (cf. Figure 43).
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Figure 43 : Schéma du cache troué réalisé en plagtie translucide et utilisé pour repérer les sites
antomiques de mesures spectroscopiques.

Le cache troué est fixé sur le dos des sourisidel’de sparadrap micro-poreux (Urgopore,
Pharmacie Sanzoni, Vandoeuvre-les-Nancy, Frangejlafne pas les blesser (cf. Figure 44).

Sonde a fibres ontiau

Sparadrap microporeux

Cache troué

Couverture
chauffante

Figure 44 : Photographie d’une souris anesthésiémstallée sur la couverture chauffante et portant sule
dos le cache troué fixé a 'aide de sparadrap.

Dans la salle d’expérimentation, les souris soricéds dans des cages d’hébergement
classiques avec nourriture et ead libitum Un délai d’environ une heure trente sépare
I'installation des souris dans la salle d’expéritagion de la {©anesthésie.

Durant les mesures spectroscopiques, la salle éfempntation était plongée dans
'obscurité. La lumiere est allumée au moment dangement d’animal : essentiellement pour
réaliser 'anesthésie de la souris suivante. Lgtrature ambiante est maintenue a 22-24°C
grace a une climatisation. La température de lavexdure chauffante est fixée a 35°C pour
toute la durée de I'anesthésie. La pate de tatoesigplacée au bout d’'une aiguille. En cours

d’anesthésie, l'aiguille est ensuite utilisée ptnanspercer les oreilles en un ou plusieurs
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points afin de constituer un code propre a chagdeidu (2 points oreille gauche et 1 point
oreille droite par exemple).
Environ 5 minutes aprés l'injection, la souris siwbilise. Cependant, il est préférable pour
diminuer le stress de I'animal de le laisser s’emdo sans le déplacer (de la cage a la
couverture chauffante). Ainsi, quelques secondegsafinjection, I'animal encore vigil est
déplacé jusque sur la couverture chauffante. Peist imaintenu sur la couverture chauffante
le temps qu’il sS'immobilise et laissé tranquiller $a couverture le temps de I'endormissement
(perte de conscience) complet soit environ unemkzde minutes.
Une fois I'animal anesthésié, le cache troué &st$ur son dos a l'aide du sparadrap.
Le nombre de sites anatomiques mesurés a été’figéed 2 critéres :

- couvrir une partie significative du corps de I'aaim

- un temps d’anesthésie qui ne soit pas trop délétaue I'animal soit une heure trente

maximum.

18 sites anatomiques sont mesurables en enviromiibtes : ce temps inclut le temps
nécessaire aux 18 mesures elles-mémes, aux leéveasssers de fibres lors des changements
de sites anatomiques, au redémarrage logiciel ¢igdgbynerJY, Jobin Yvon, Longjumeau,
France) nécessaire tous les 50 spectres acquiisstallation de la souris sur le flan gauche,
puis sur le flan droit et enfin sur le ventre, etc.
La dose de rayonnement UV recue par la surfaceldodecroit selon un gradient allant de la
colonne vertébrale vers le ventre du fait de larleeues flancs de I'animal. Il est donc plus
probable que les tumeurs se développent la ouda tigue est maximale c'est-a-dire vers la
colonne vertébrale. C’est pourquoi nous avons ch@isites anatomiques de mesures
spectroscopiques répatrtis le long de la colonngbeale : a droite et a gauche.
Six points correspondent a peu prés a toute lauleumgdisponible le long de la souris soit
environ 30 mm (6 x 5 mm). Nous disposons donc dgit€8 dorsaux (cf. Figure 45).
Des mesures sur le ventre nous permettent de @isplasn contrdle intra-individuel pour
chaque souris. Il nous « reste » 6 points dispesifil8 — 12) que nous répartissons également
a droite et a gauche (3+3) et selon des reperdsmaigpes de la queue vers la téte : points
naturellement présents vers les pattes arriere ttagacique et a mi-chemin entre ces deux
reperes.
Les 18 sites anatomiques de mesure spectroscogpdgtielonc répartis comme suit :

- 12 surle dos

* 6 le long de la colonne vertébrale a droite

* 6 lelong de la colonne vertébrale & gauche
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- 6 surle ventre.
En fin de mesure spectroscopique, les individusdgivent étre sacrifiés le jour-méme sont
tatoués au niveau du® point de mesure (celui le plus proche de la quéudjoite et a

gauche afin de repérer la localisation exacte ies de mesure (cf. Figure 45).

2 mm

3 mm

Tatouage - repérage du
féme site anatomique
de mesure

spectroscopique

FREEDN

Figure 45 : Schéma indiquant les tatouages (pointwirs) utiliser pour repérer les lignes de mesures
spectroscopiques sur les souris devant étre sacééis.

La sonde a fibres optiques est fixée sur une @atiotorisée (cf. Figure 46) pour permettre
un contrdle de I'angle et de la pression de la s@uit la peau des souris.

L’angle fixe et égal a 90°. Cette valeur a été sigocar, comme mentionné au § 1.3.2, la
réflexion spéculaire est d’autant plus faible gaadle d’incidence avec la peau est proche de
la normale. De cette maniere, nous optimisons teefpétion de la lumiére d’excitation dans
la peau.

La pression de la sonde est estimée visuellementohde est placée au contact de la peau
des souris, induisant une dépression du tissu digues millimeétres (2 a 3 mm environ). La
valeur de la pression a été estimée grace a uealégsoudure de 2,4 mm de diametre (la
sonde a fibres optiques mesurant 2,5 mm de diarartégieur). Cette tige pese au départ 7,9
g. Elle est posée sur la peau de I'animal pour éggr visuellement quelle dépression du
tissu elle impose. La pression imposée étant dfops importante, elle est successivement
coupée en 2, pesée et posée sur la peau de l'aaimal’obtenir au bout de plusieurs tests

essai/erreur une baguette dont le poids induit démression du tissu équivalente a celle
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induite par la sonde lors des mesures spectrosseqid’est le cas pour une baguette pesant
2,45 g. La pression alors appliquée est 5,3 kPa.
Pour permettre d’avoir une pression constante giignde mesure a un autre :

- la souris est posée sur le flanc (gauche puis)dieimaniére a ce que l'autre flanc sur
lequel les mesures sont réalisées soit le pluspmasible

- la sonde est placée au contact du tissu pouf'lpoint de mesure de I'animal par
appréciation qualitative visuelle.

- pour passer d’'un site de mesure a un autre, laesestdensuite levée de 5 mm a l'aide
de la platine motorisée, I'animal est déplacé deiera a ce que la fibre se trouve au
dessus du site de mesure suivant puis la platin®rieée est abaissée de 5 mm
également.

- si nécessaire, I'ajustement est réalisé avec und’fpamm car le flanc de la souris n’est

pas totalement plan.

Obscurité ambiants

Sonde a fibres optiques

Flatine motorisée
=+ angle =t pression constants
dun site anatomique a I'sute
++ 5 mmou 1 mm
Couverture chauffante

aE
S al iy}

Figure 46 : Photo du site de mesure spectroscopiqpeésentant la sonde optique fixée sur la platine
motorisée pour contrble d’angle et de pression dalsonde sur la peau des souris.

3.3.3. Histologie

Suite aux mesures spectroscopiques, deux soutisagorifiées chaque semaine tout au long
des sept mois de la photocarcinogenese. Le sa&cHfieeu dans les six heures suivant la fin

des mesures spectroscopiques.
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Prélévement cutané

Une fois anesthésiées par injection intra-périttmdas souris sont sacrifiées par dislocation
cervicale : pince placée entre 2 vertébres cemscat étirement brutal de la queue jusqu’a
obtention du bruit caractéristique de brisementwss
Puis, sur I'animal mort, sont marquées a l'aidendte de Chine :

- le cou des animaux pour savoir comment orientethBétillon une fois prélevé et

savoir ou se trouvaient la téte et la queue (cowlerte)

- repeéres centimétriques sur les flancs de I'anicfaFigure 47 b).
Le lambeau de peau prélevé est étalé sur une pkgumlystyréne. Pour qu’il ne soit ni
recroquevillé ni écartelé, les repéres centiméasgomarqués sur la peau a I'encre de Chine
sont posés face a des repéres centimétriques @slgur le support en polystyrene. Puis la
peau est maintenue au support en la piquant aeldidiguilles de couturiere a boules de
couleurs (cf. Figure 47 c). Pour une journée donange couleur est attribuée a chaque souris.
L’ensemble support en polystyrene + peau + aiguiflet plongé dans I'Alcool Formolé
Acétique (AFA), qui est liquide fixateur. N.B. : lgolystyrene fait flotter I'ensemble donc |l

faut ajouter un objet qui permette de garder I'ertde complétement immergé.

a) b)

Figure 47 : a) Mise en place de I'animal aprés saifice, pour prélévement cutané. Les pattes sont
maintenues collées a la paillasse grace a du sparaf ; b) Repéres centimétriques marqués sur la peade
la souris (peau du ventre en I'occurrence) ; ¢) Laiveau de peau prélevé posé sur un support en
polystyréne et maintenu dessus grace a des aiguillde couturiere.

Préparation des lames

Les matériels utilisés pour la préparation des fas@nt ceux du service de cytologie et
d’anatomie pathologique du Centre Alexis Vautrin.

Aprés avoir trempé 48 a 72 heures dans le liquikkdur (AFA), le lambeau de peau est
considéré comme « fixé ». Il est sorti de I’AFAdéisolidarisé du support en polystyrene (les
aiguilles sont 6tées). Le lambeau fixé rectangelast découpé de maniére a ne conserver que
les bandes de peau (3x40 mm?2) qui correspondentséag anatomiques de mesures
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spectroscopiques. A partir de I'échantillon fixés différentes étapes menant a la confection

des lames sont illustrées sur la Figure 48.

Etape 2 : Découpe des bandes de peau « d'intérét »

Etape 1 : Découpe du lambeau de peau fixée pour ; }
F P P en 2 au niveau du centre des points de mesures

ne conserver que les bandes de peau « d'intérét » = spectroscopiques + coloration des bords extérieurs

correspondant aux mesures spectroscopiques avec encre de Chine rouge
3 mm :
3

Encre de Chine mm

— —

verte =téte N
Axe de découpe
40 mm

Marque de fin du

657 point

3 Centre de la
"""""" - @@ - v Lam - mesure
spectroscopique
n=2
Etape J : Mise en bloc de paraffine des handes de Etape 4 : Coupes transversales (au microtorme)
peau d'intérét de & pm d'épaisseur
; Coupe transversale
Hypoderme : Plan de coupe
Derme T transversal de la
_ peau
Epiderme

Face « npn-royge »
a débiter —*

Epiderme

Derme

Hypoderme

okt

Etape 5 : Mise entre lame et lamelle - repérage des ‘ .rwi‘
points d'intérét sur les lames J"P,J- =
&

Coupe transversale -

W
“_EITCI'E! de C,.hme verte Repérage des points de mesure
= téte spectroscopigque par mesure
millimétrique
- 3mm = mesure
-2 mm = espace inter-pint
(cf. cache troué)

Sites d'observation Y
microscopique Encre de Chine verte visible au microscope

sur la lame

Paint n°5 de
la lame Protocole de prélévement
validé =
Concordance entre
site de mesure et
site d’observation

—4 2mm
T 3mm

Point n°5 du

cache troue

Figure 48 : Processus de traitement de la peau mme prélévée jusqu’a la confection des lames
histologiques.

Les sites d’observation correspondant aux sitem@gures spectroscopiques sont repérés sur
les lames.

Traitement des données histologiques

Tous les sites a observer sont pris en photo agsgsements différents : x5, x10, x20, x40 et
x100. L'épaisseur de I'épiderme est mesuré gracegiaiel Osiris (disponible gratuitement

en ligne) pour identifier les échantillons hypesidgies
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3.3.4. Tentative de suivi specroscopique en fonction du
temps

Nous avons mis au point un protocole pour réalessmesures de spectroscopie bimodale sur
des sites anatomiques « suivis » tout au long dpsmois de la photocarcinogenese. Pour
cela nous localisons ces sites sur 20 souris fcsdi: 12 irradiées et 8 témoins. Lors de la
premiére série de mesures réalisée sur une skladache est mis en place sur son dos et les
coins du cache sont repérés par tatouage (cf. moodes sur la Figure 49). De cette maniére,
le cache peut étre replacé au méme endroit touguiege jours. A priori, il est ainsi possible
de comparer au méme instaries signatures spectrales provenant des sitesraitpies sur
lesquels des carcinomes épidermoides se sont g@ésl@t les signatures spectrales des sites
sur lesquels aucun carcinome ne s’est dévelopmbjdctif est de déterminer s'’il existe une
signature spectrale propre aux états tissulaissepiant le développement carcinomateux, qui
soit différente des états dysplasiques ayant petsdae d’évoluer vers le carcinome. Cette
tentative fut un échec sur le plan statistiqguesears trois carcinomes se sont développés sur
les douze souris irradiées « suivies ». Ce faibleastillon (n = 3) ne nous a pas permis de
déterminer des caractéristiques spectrales sighifeament différentes entre sites

dysplasiques « précarcinomateux » et sites dysplasi« non évolutifs ».

-]

Bord du cache troué

Trou =
site anatomique de
mesure
spectroscopique

OOO%OO
000000

Tatouage - repére
des coins du cache
troué

Figure 49 : Repérage du cache troué par tatouage @mts rouges) et sites anatomiques de mesures
spectroscopiques (ronds verts) sur le dos des sairi
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Nous avons reéfléchi aux raisons pouvant expliquasténtion d’'un si faible nombre de
carcinomes épidermoides de maniére a trouver uh#icsD pour en obtenir davantage.
D’aprés nos observations, tous les CE se sont ai@vés$ lors des cing derniéres semaines.
Ainsi, la poursuite de la photocarcinogenese aa-delsept mois pourrait permettre a I'avenir
le développement de CE supplémentaires. Une aaiserr pourrait étre les faibles doses
d’'UV administrées aux souris. Comme indiqué dangdbleau XXIV, elles étaient en effet
bien inférieures a celles préconisées par la dittée dans le Tableau XX (cf § 3.1.2). Nous
avons procédé de cette maniére car les souristdlof nous avons disposé présentaient des
erythemes a de plus fortes doses d’'UV. Cette hgpsililité était peut-étre due au Virus
Hépatigue Murin (VHM) dont nos souris étaient poses. Il faudrait donc réitérer
I'expérience avec des souris non porteuses du.\lrast cependant important de noter que ce
protocole de suivi a été un succes sur le plaradeiivie des animaux. En effet, au début du
protocole, nous n’avions aucune information biblaghique sur la longévité des souris
soumises durant 7 mois a une anesthésie hebdomagairinjection intra-péritonéale d’'un
mélange anesthésique a base de Xylazine et de Kétabe Professeur Christine Capdeville-
Atkinson (Faculté de Pharmacie, Nancy-Universitéus avait conseillé I'anesthésie par
inhalation d’isoflurane pour des raisons de mointgicité et d’accoutumance moins
marquée que pour les autres produits. Cependantpde d’anesthésie est incompatible :

- avec I'état sanitaire de nos souris porteuses dus\Hépatique Murin

- avec nos infrastructures, notamment sur le platadentilation et de la dangerosité

pour le manipulateur.

Pour cette raison, nous avons choisi de constileex groupes de souris suivies afin de
prendre moins de risque de « perdre » des animawos de protocole. Le principe était
donc de n'anesthésier les souris « suivies » quiaraaine sur deux en constituant deux
groupes :

- un groupe de 10 individus mesurés les semainesspair

- un groupe de 10 individus mesureés les semainesdriespa
Sur les 20 souris suivies et anesthésiées tougulage jours pendant sept mois (soit environ
14 fois), aucune n’est morte pour cause d’anesthé@gpétées. En terme de poids, agées de 15
semaines, elles pesaient en moyenne 25,6 g et dgéts semaines, elles en pesaient 28,9 g
en moyenne (n=13). Cet évolution de poids (+13%pgwendre en compte dans le suivi des
sites anatomiques et dans le manque de précisiogpthcement du cache troué sur le dos des

souris qui grossissent au fur et a mesure du potgoc
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3.4. Reésultats

3.4.1. Photocarcinogenese

Seuls 4 carcinomes (intra-épithéliaux ou invasdent 2 sur le méme individu se sont

développés. Le Tableau XXIV ci-dessous récapitoke nésultats.

Tableau XXIV : Protocole d'irradiation et résultats obtenus avec notre expérimentation.

Dose - o
o Frequence et Matériel
. quotidienne . : : o
Equipe L durée Effets biologiques utilise,
administrée .- o k
(mJ/cm?) d’irradiation fournisseur
1 foi .| Carcinomes observés uniquemg
OIS dpartslemigne a partir de la 2% semaine
pendant les d’irradiation (n=12) R h
SpID Zfr;n;?r:gz * 1 souris avec 2 carcinomes (U |rr§3§tlir§n
(Amouroux| 50 mJ/cm? . . infiltrant et un intra-épithélial) . .
et al) puIs d_eux fois par) | 1 souris avec un carcinome unit, D_aavlln,
: semaine pendant pidermoide Belgique
les 15 dernieres piden .
semaines * 1 souris avec un carcinome
intra-épithélial

3.4.2. Classification histologique

La classification histologique s’est faite en 2péts la 1" consistait & déterminer la valeur
moyenne de I'épaisseur de I'épiderme sain pour whaite de mesure. Connaissant cette
valeur, il est alors possible de déterminer unlsausdela duquel I'épiderme sera considérée
comme hyperplasique. L™ étape consistait & proposer une classificationdiféérents
types d’hyperplasie rencontrés tout au long de®is e la photo-carcinogenése. Nous avons
défini 3 classes d’hyperplasie.

a) Définition de I'hyperplasie

La peau humaine présente des disparités d’épaisBaursite anatomique a l'autre. Nous
avons fait I'nypothese qu'’il en était de méme plas souris. Nous avons donc choisi de
déterminer une valeur seuil par site anatomiquemdsures spectroscopiques, ces sites
s’étalant le long de la colonne vertébrale entre mint n°1) et queue (point n°6). Les
mesures d’épaisseur de I'épiderme des 12 sitemubordes 8 souris du groupe contrdle ont
permis de définir des plages de valeurs d’épaissmines tenant compte des variations inter-
individuelles. Pour cela, chaque échantillon deupgaté photographié au microscope. Puis
I'épiderme de chaque échantillon a été mesuré gmoirs différents a I'aide du logiciel de

mesure sur images Osiris (développé et mis a digpogratuitement sur le site web du CHU
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de Genéeve) de maniéere a tenir compte des variatmrasindividuelles (cf. Figure 50). Les
mesures étaient données par le logiciel Osirisiegippuis converties en distances apres un
étalonnage réalisé a l'aide dune régle micromérigfournie par le service

d’anatomopathologie du Centre Alexis Vautrin.

Figure 50 : Photographie prise au microscope d’uniame histologique (coloration H&E) de peau de sousi

SKHL1 illustrant la méthode de mesure de I'épaisseumoyenne d'épiderme sain (jamais irradié) pour un

des 12 sites de mesures spectroscopiques (site & du dos) par individu (8 souris contréle en iat). Les

fleches jaunes indiquent les 10 points de mesure Bépaisseur pour ce site de mesure spectroscopique
Barre d’échelle : 50 um.

La Figure 51 indique la moyenne d’épaisseur obtgroug chaque site anatomique entre cou

et queue.
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Figure 51 : Moyenne (n=160) des épaisseurs d'épidee mesurées pour chaque site anatomique de mesure
spectroscopique. Les barres d’erreur indiquent I'éart-type.

Il fallait ensuite définir une valeur « seuil » nragle qui permette de déterminer a partir de

guelle épaisseur un épiderme serait classé daradse « hyperplasie ». Pour définir ce seulil
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maximal, nous avons dd déterminer une étendue deurga « normales » (= non-
hyperplasiques = « saines »). Nous avons ensuiifgevgue nos valeurs d’épaisseur suivaient
une distribution normale et nous avons utilisédiétype (ET) pour définir le seuil :

moyenne + 2 x E¥?
Les valeurs seuils correspondant a chacun de cdes sinatomiques de mesures
spectroscopiques sont indiquées dans le Tableau. XXV
On observe que la valeur seuil du site de mesyestrescopiques n°6 (40m) correspond
guasiment au double de la valeur seuil du point (21 um). Les Figures 52 a) et b)
présentent des photos représentatives de cetiépamsent physiologique entre haut et bas du

dos.

Tableau XXV : Seuil d'épaisseur de I'épiderme desasiris SKH1 du groupe contrdle (non irradiées) pour
distinguer épiderme “normal” d’'un épiderme hyperplasique. Ces valeurs seuil sont définies par : moyean
+ 2 x écart-type (ET) Les moyennes ont été calcukésur 8 souris saines, pour 2 échantillons par sasret
pour 10 mesures par échantillons soit n= 160.

Site anatomique de mesures| 5 2 . - -
spectroscopiques

Epaisseur d’épiderme

moyenne + 2ET am) 21 29 30 27 27 40
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Figure 52 : Photos représentatives de coupe transwale de Spm d’épaisseur de peau de souris marquée a
I'Hématoxyline et & I'Eosine (H&E) illustrant les différentes épaisseurs d’épiderme rencontrées poumu
méme individu sain en fonction du site anatomiqueansidéré et en fonction de la classe histologiqueuyr

un méme site anatomique.

a) peau saine, haut du dos = site n°1. La flechealiche délimite I'épiderme ; la fleche noire indiqudes

filaments de kératine qui recouvrent I'épiderme.

b) peau saine, bas du dos = site n°6. La fleche bthe inique la lame basale qui sert d’ancrage a

I'épiderme sur le derme.

c) peau irradiée pendant 1 mois, point n°6 lllustréion des différentes couches traditionnellement déites

dans I'épiderme : SC,stratum corneum G, couche Granuleuse, S, couche Spineuse et Bouche Basale.

La barre d’échelle indique : 50pm.

b) Définition qualitative des différents types d’hyerplasie

Pour établir les criteres morphologiques qui petraieint de définir différentes classes
histologiques correspondant aux principales étajgeta photocarcinogenése, il fut décider
d’'attendre la fin du protocole c'est-a-dire le déppement des CE pour lister les
modifications histologiques et cytologiques en t@rtde la photo-carcinogenése. Nous nous
attendions en effet a des modifications similadieselles observées dans le cas de la peau
humaine et & celles décrites dans les articles idgabadjaneet all®? et de Reevet al®.
Trois classes histologiques ont alors pu étre wbfigrace aux différents criteres
histologiques décrits dans le Tableau XXVI:

- hyperplasie compensatoire (cf. Figures 52 c) et &3 L'adjectif qualificatif

« compensatoire » a été choisi comme synonyme algué ». Il s'agit en effet d’'un type
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d’hyperplasie en réponse a une irradiation ultdatie de courte durée qui induit une réaction
érythémateuse voire inflammatoire. Les kératinacpi®liferent d’ou la possibilité de trouver
des mitoses dans les couches supérieures alorg mmenalement » celles-ci sont confinées
dans la couche basale. L’hyperprolifération s’ageagme d’'une hyperactivité métabolique
des kératinocytes d’ou une synthese accrue deik@&naisultant en une couche épaissie de
kératine recouvrant I'épiderme ; c’est I'hyperkéss.

- Hyperplasie atypique. Cette classe correspond &tantissulaire « intermédiaire »
c’est a dire a un stade ou I'ceil de I'anatomo-plaifiste commence a distinguer des éléments
morphologiques anormaux mais de maniere isolée djbraussi de maniére « focale »)
uniguement. Nous avons distingué principalement bégrogénéité de la chromatine a
I'intérieur des noyaux, des couches supérieuretenant toujours des noyaux (on les appelle
« nucléées » car normalement ces couches ne costierplus que des kératinocytes
totalement différenciés c'est-a-dire dépourvus algan et remplis de kératine éosinophile).
Ces couches nucléées indiquent donc une dysmaturagiologique et une désorganisation
des couches cellulaires : les strates habitueesont plus visibles focalement, indiquant des
anomalies de communication cellulaire notammentpe@dant on ne distingue pas
d’anomalie fonctionnelle majeure de par la perssted’'une couche granuleuse, i.e. la
kératine mature normalement.

- Hyperplasie dysplasigue ou «dysplasie ». Dans &g aux atypies cellulaires
mentionnées ci-dessus, viennent s’ajouter des éldnoaractéristiques de la dysfonction des
kératinocytes (parakératose et dyskératoses) etfidesblastes du derme (élastose). La
parakératose (cf. Figure 53 b) correspond a uneheode kératine contenant toujours des
kératinocytes ou des noyaux cellulaires alors goemalement lestratum corneurm’est
constitué que de filaments de kératine totalemeatura. Les dyskératoses (cf. Figure 53 c)
correspondent a des Kkératinocytes totalement nsat(udférenciés) dans les couches
inférieures alors que normalement les kératinocytesrivent a maturation totale qu’en
surface, au niveau dstratum corneumDe la méme maniere, les fibroblastes du derme
endommagés par lirradiation UV synthétisent désel élastiques anormales : courtes et

épaisses (cf. Figure 53 d).
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Tableau XXVI : Critéres morphologiques utilisés pou classer les échantillons de peau dans les troiges
d’hyperplasie définis: compensatoire (CH), atypiqug(AH) et dysplasique (D).0: caractéristique qui doit
étre présente pour classer I'échantillon dans la abse correspondante[d: caractéristique qui peut se
retrouver également dans un échantillon de cette a$se histologique. Les souris non irradiées étaient
considérées comme saines (H) et les caractéristigubistologiques de leur peau étaient utilisées conem
contrbles négatifs. Les caractéristiques histologiges et cytologiques retrouvées dans les CE ou les
carcinomes intra-épithéliaux (maladie de Bowen) étant utilisées comme contrdles positifs.

Carcinome
Hyperplasie Hyperplasie . Inttr:al I
Sain (H) Compensatoire Atypique Dysplasie (D) epithelia
(CH) (AH) (maladie de
Bowen) ou
invasif (CE)
Epiderme O O 0 g
hyperplasique
Mitoses en dehors de O O O O
la couche basale
Hyperkératose O
orthokératosique
Chromatine O O O
hétérogéne
Désorganisation des O O O
couches cellulaires
Parakératose O O
Dyskératose O O
Elastose O O
Nombre 84 47 37 56 4
d'échantillons
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Figure 53 : Photos représentatives de peau de sosiifradiée aux ultraviolets pendant 1 mois (a) et &ois
(b,c,d). Les coupes a, b, c) sont marquées avecntbdoxyline et Eosine ; la coupe d) est marqué avea
marquage Weigert spécifique des fibres élastiquea) hyperplasie compensatoire : épiderme épaissidi.

dont I'épaisseur est supérieure au seuil sain corspondant) présentant une hyperkératose (fleche
blanche). Cependant, les cellules sont encore orgs@es en couches, la kératine mature normalement
(présence de la couche granuleuse : G et orthokéose) et la chromatine présente un aspect normal :
confiné dans le noyau. b) Epiderme dysplasique : pakératose (fleche blanche), couches cellulaires mo
apparentes, chromatine hétérogéne a I'intérieur desoyaux. c) épiderme dysplasique présentant une
dyskératose (cercle noir). d) élastose : la flechmire indique les fibres élastiques cassées et &mes ; le
cercle noir entoure un mastocyte, signe d’'une inframation. Les barres d’échelle correspondent a 1m
pour les photos a,b,c) et & 5m pour d).

Comme indiqué dans le Tableau XXVI, les analysetoldgiques ont permis de classer 47
échantillons dans la classe hyperplasie compemsat®i en hyperplasie atypique et 56 en
dysplasie.

Nous avons supposé que la peau des 8 souris ramiégs était saine. Nous avons donc
disposé des spectres acquis sur 84 échantillopsalesaine.

3.4.3. Traitement des données spectrales

Pré-traitement des spectres

Pour la spectroscopie de Réflectance Diffuse, fanatisation des spectres sur la bande 390-
720 nm a été realisée en divisant les spectres Ipart un spectre acquis sur une surface
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standard dite lambertienne c’est a dire qui rétflushnt toutes les longueurs d’onde de

maniére isotrope (Spectralon, Ocean Optics). Cetpétait acquis a la plus petite distance
inter-fibres, chaque jour d’expérimentation, durast7 mois de la photocarcinogenése. Cette
normalisation permet de prendre en compte :

- la réponse spectrale non-uniforme du systeme disitign : CCD et fibres optiques
notamment.

- la variation d'intensité de la source d'excitatidout au long des 7 mois
d’expérimentation.

Pour la spectroscopie d’autofluorescence,

- la réponse spectrale non uniforme du systeme disiign a été corrigée a l'aide
d'une lampe d’étalonnage (HL-2000, Ocean Opticg)tde spectre d’émission est
connu. L’acquisition du spectre d’émission de lanpe par le systeme et la
comparaison du résultat obtenu avec le spectreaiwvide celle-ci permet de
déterminer un facteur correctif pour chacune dagueurs d’onde qui est appliqué a
chaque spectre expérimental.

- la variation d’intensité de la source d’excitatiest prise en compte en mesurant le
puissance d’excitation en sortie de fibre optiguetatrice grace a un puissance-metre
(818-UV, Newport Research Corp.) chaque jour d’expentation tout au long des
sept mois du protocole.

Les données de fluorescence d’'un site de mesueetr@pcopiques sont représentées sous la
forme d’'une matrice 2D excitation-émission (EEM pdiacronyme anglais) : comme
schématisé sur la Figure 54, les colonnes de @ dgpmatrice correspondent a I'émission a
chaque longueur d’onde d’excitation. L'intensitécbrrespond a l'intensité d’émission de
fluorescence a la longueur d'onde pour la longueur d’onde d’excitatiok;. Puisque
I'émission de fluorescence se fait aux longueundé supérieures a la longueur d’onde
d’excitation, les valeurs d’intensité de la matrmet été fixées a zéro pour les longueurs

d’onde d’émission inférieures aux longueurs d’odxcitation.
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Figure 54 : Schéma d’'une matrice « excitation-émigm » utilisée pour représenter les données collégs

en spectroscopie d’autofluorescence multi-excitatio

L’analyse des spectres obtenus nous a conduitdrairexquatre types de caractéristiques

spectrales illustrés sur la Figure 55 :

surface sous la courbe ou « énergie totale » &n&B\; : Ayi.jj
rapport de surfacesyij/Ank-a
rapport d’intensités &n, etAn: Ryman

pente entrépetAq : Sipaq.
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Intensité (u.a.)
Intensité (u.a.)

A A A A
a) Longueur d’'onde d’émission (nm)

b)

Longueur d’onde d’émission (nm)

Intensité (u.a.)
Intensité (u.a.)

.

Longueur d’onde d’émission (nm) C)

Longueur d’onde d’émission (nm)

d)

Figure 55 : Les quatre types de caractéristiques sptrales extraites pour I'analyse statistiques : ajurface
sous la courbe, b) Rapport de surfaces, c) Rappadtintensités et d) Pente.

Comme indiqué dans le Tableau XXVII, 19 et 4 paraeseont été extraits respectivement

pour I'AF et la RD. Nous disposerons donc de 22upetres pour la spectroscopie bimodale.

Tableau XXVII : caractéristiques spectrales (19 poul'autofluorescence et 4 pour la réflectance diffge)
utilisées pour la classification des spectres. L'é@ngie totale correspond a lintégration de toutesds
intensités spectrales sur la bande spectral@i[- A;]. Le rapport de surfaces est le rapport entre la@mme
des intensités sur la bande spectral\[- Aj] et la somme des intensités sur la bande spectrgk - A]]. Le
rapport d’intensité correspond au rapport entre les pics d'intensité observés a\,, et a A,. La pente
correspond a la pente entre les pics d’intensité X, etA,.

Autofluorescence
Aexc (nm) Energie totale (u.a.) Rapport de surfaces Rappiotedsités
360 A410-700 A410-459/ A459-700
368 A410-700 A410-470/ A470-700
390 A460-700 A460-545/ A545-700 R470/634
400 A461-700 A461-550/ A550-700 R485/633.5
410 A460-700 A460-542.d A542.5»700 R492/633
420 A462.5-700 A462.5-55d A550-700 R505/633
430 A476-700 A476-585/ A585-700 R507/633
Réflectance Diffuse Energie totale (u.a.) Pente pRem'intensités
A390-720 S580-600 F2423/577
%15—72(
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Traitement des données

Le traitement des données doit permettre de déterrtés parameétres les plus pertinents pour
discriminer les différentes classes histologiqueseeelles. Ce traitement se fait en deux
étapes :

a) Réduction des données

Le grand nombre de caractéristiques spectraleésit grace a I'’Analyse par Composantes
Principales (ACP ou PCA pour I'acronyme anglophor@gtte méthode de transformation
linaire permet de diminuer la dimension de I'espdeedonnées de départ en représentant la
partie significative de I'information (sans le kjuen un ensemble de composantes principales
(CPs) décorrélées. L'ACP est utilisée sur un sasemble des spectres acquis sur les
échantillons de peau classés par analyse anatotholpgique dans I'une des quatre classes
définies : sain, hyperplasie compensatoire, hypsiplatypique ou dysplasie. Dans ce cas,
nous avons choisi au hasard 66% de la totalitésdestres correspondant a chaque classe
histologique. Ce sous-ensemble de spectres estéappsemble d’entrainement et sert a
« entrainer » I'algorithme pour qu’il apprenne assifier les spectres et par conséquent les
échantillons de peau sur lesquels ils ont été aatpns la classe histologique adéquate.

b) Classification
Chaque nouveau spectre appartenant au sous-ens@ppkdé ensemble de « validation »)
qui correspond aux 34% restant dans chaque clastedohique est classé dans l'une des 4
classes histologiques définies : sain, hyperplasimpensatoire, hyperplasie atypique ou
dysplasie. Cette classification se fait sur la bdisee comparaison avec le modéle standard
déterminé pour chaque classe histologique.
Différents algorithmes de classification sont géililes dont celui dit « des voisins les plus
proches »K-Nearest Neighboravec k qui détermine le nombre de voisins) quesrauons
choisi d'implémenter pour classer un échantillomm® dans la classe qui présente le plus
grand nombre d’échantillons proches (« voisins ansd le sous-ensemble de données
d’entrainement. La distance euclidienne a étésaglipour mesurer la distance entre les
différents points.
Comme indiqué dans la premiére partie de ce radpbrg 1.3.3), la sensibilité (Se) et la
spécificité (Sp) ont été calculées pour évaluempkmsormances diagnostiques. Pour cela, les
vrais négatifs et les vrais positifs ont été corititees. Afin d’optimiser le couple de valeurs
(Se, Sp), nous avons étudié l'influence du nomlereaisins (pour k entier, appartenant a [1-
15]) et du nombre de composantes principales survddeurs de la sensibilité et de la

spécificité et ce, pour chaque modalité dans laridmnation de chacune des 6 paires de

116



classes histologiques : ¥.CH, Hvs.AH, H vs.D, CHvs.AH, CHvs.D et AHvs.D (cf.
Tableau XXVIII).

Tableau XXVIII : Nombre de composantes principaleqCPs) et de voisins les plus proches (k) testés pou
chaque modalité de spectroscopie: autofluorescen¢AF) en mono-excitation, autofluorescence (AF) en
multi-excitation, Réflectance Diffuse (RD) et bimodlité (RD + AF en multi-escitation)

AF mono-excitation e Sranale ¢ A
360, 368 nm 390, 400, 410, 420 S RD multi-excitation et
430 nm RD
CPs=1,2. Cps=1,2,3. CpPs=1,2..,19. CPs=1,2, 3, 4. CPs=1,2.. 23
K=1,2,..,15. k=1,2,..15. k=1,2,..15. k=1,2,..15. k=1,2,..15.

Classification spectrale

La Figure 56 montre les matrices Excitation-Emissitoyennes obtenues pour chaque classe
histologique : a) sain, b) hyperplasie compensata) hyperplasie atypique et d) dysplasie.
Nous y observons les modifications caractéristiqgdesl’émission des flavines et de la
kératine ainsi que des porphyrines, respectivemmaatitionnées par les aires 1 et 2 sur la

matrice correspondant a la classe histologiquessain
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Figure 56 : Matrices Excitation-Emission (EEMs) mognnes obtenues par spectroscopie
d'autofluorescence multi-excitation (AF multi-excitation) pour chaque classe histologique : a) sain) b
hyperplasie compensatoire, c) hyperplasie atypiquet d) dysplasie. Les modifications notables des sjies
sont indiquées en a) : 1 et 2 correspondant respe@ment aux excitation/émission des flavines et katine

Emission wavelength (nm)

ainsi que des porphyrines.

Les spectres d'autofluorescence obtenus pour uméaten a 410 nm (Figure 57 a)
présentent des maxima d’émission autour de 510688 ,nm et 672 nm. La fluorescence a

510 nm
intracellulaires et de la kératine. En effet, pone excitation dans la partie bleue du spectre,

résulte tres certainement de la superposities émissions des flavines

la kératine présente une forte fluorescence dowlid@ibution spectrale est trés proche de
celle des flaviné8* mais un peu décalée vers les courtes longueursid’émaximum vers
503 nm pour des mesures sur lame histologique de pemaine biopsiée, fix¥d par
rapport aux flavines (530-550 riff). Le double-pic d’émission d’émission & 633 nn6&2

nm est caractéristique des porphyrines.

Dans le cas de la réflectance diffuse (Figure 5Tel)« creux » observés sont caractéristiques
du maximum principal (415 nm) et des maxima secoesla(542 nm et 777 nm) de

'absorption de 'hémoglobine.
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Figure 57 : Spectres moyens obtenus pour chaque st histologique (sain, hyperplasie compensatoire,
hyperplasie atypique et dysplasie) en a) autofluoseence pour une excitation a 410 nm et b) en réftaace
diffuse. a) 410 nm correspond au pic d’excitation &s flavines et de la kératine dont I'’émission appait a
510 nm et des porphyrines dont le double pic d’énsgon apparait vers 633 et 672 nm. b) les chutes
d’intensité observées sur les spectres de réflectandiffuse sont caractéristiques des pics d’'absoiipnh de
I’'hémoglobine (420, 542 et 577 nm)

Le but de la classification spectrale est de détamle couple de valeurs (sensibilité et
spécificité) qui caractérise la précision avec #@lgul’algorithme (Voisins les plus proches)
discrimine les classes histologiques par pairesir IBela, nous avons utilisé un test ROC,

acronyme anglophone deceiver Operating Characteristgui représente Se en fonction de
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(1 — Sp) : cf. Figure 58. Un nuage de points cpaoadant a la classification des différents
échantillons est déterminé sur le diagramme ROCpd@at le plus éloigné de la ligne
médiane est conservé comme le résultat de la fitas$gin et comme indiquant le couple (Se,
Sp) optimal dont les valeurs sont ensuite utiligg@ms comparer les résultats obtenus par les

difféerentes modalités étudiées.

00 02 04 06 08 f
1-SP

Figure 58 : Diagramme ROC Receiver Operating Characterisjipermettant de déterminer le couple (Se,
Sp) optimal obtenu pour la classification des spees de la modalité étudiée (ici Autofluorescence se :
AF ou réflectance diffuse seule : RD ou bimodalitt AF+RD) dans I'une des classes histologiques

Nous avons analysé nos résultats de maniére a :

- comparer la précision obtenue par chaque longueuwndd d’excitation : 360, 368,
390, 400, 410, 420 et 430 nm pour la spectrosabpigofluorescence

- comparer la précision obtenue par la spectrosadipigofluorescence avec une seule
longueur d’onde d’excitation (AF mono-excitation) avec la combinaison des 7 longueurs
d’onde d’excitation (AF multi-excitation)

- comparer la précision obtenue par 'AF multi-exioita avec celle obtenue par la
spectroscopie de réflectance diffuse (RD)

- comparer la précision obtenue par AF multi-exaitatiRD ou la bimodalité (AF
multi-excitation+RD)

Autofluorescence en mono-excitation : comparaisetadorécision de classification obtenue

avec chaque longueur d’onde d’excitation

Les Figures 59 a) et b) indiquent respectivemergelasibilité et la spécificité obtenues en

spectroscopie d’autofluorescence. On remarque guede la discrimination de la classe
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hyperplasie compensatoire des trois autres cldss@s hyperplasie atypique et dysplasie),
les longueurs d’'onde visibles (390, 400, 410, 420420 nm) permettent d'obtenir de
meilleurs résultats de sensibilité que les longsielionde de I'ultraviolet (360 et 368 nm).
Ces résultats sont intéressants car I'hyperplasigoensatoire est considérée comme un stade
bénin. Or en situation clinique, nous souhaiteridiginguer les stades bénins des stades
précancéreux pour réduire le nombre de biopsiesnéoassaires. Dans ce cas, les longueurs
d’onde visibles devraient donc étre préféréeslaeke I'ultraviolet.

On peut également remarquer que ces longueurs el\asibles atteignent les scores les plus
faibles lors de la discrimination entre les class@igse et hyperplasie atypique. Comme nous
pouvons le remarquer dans le Tableau XXVI (cf. 8.2, les classes «saine » et
« hyperplasie atypique » sont les deux classes lesqguelles il n'y a pas d’anomalie du
stratum corneum En effet, I'hyperplasie compensatoire présente général une
hyperkératose et la dysplasie présente une patakéraNotre hypothése est donc que la
kératine jour un réle important dans la discrimimafpar autofluorescence entre les différents
types de peau. Or les deux classes « saine »ygteggiasie compensatoire » présentant toutes
les deux une couche superficielle de kératine mate », la différenciation est difficile a
faire pour la spectroscopie d’autofluorescence.

Une diminution tres importante de la spécificité @sservée lors de la discrimination entre
hyperplasie atypique et dysplasie autant dans [@sulongueurs d’onde de l'ultraviolet que
pour les visibles (Figure 59 b). Notre hypothesege® cette faible spécificité est due a la
grande similarit¢ morphologique entre ces deuxselms En effet, les seuls éléments
morphologiques qui les distinguent sont une pluende désorganisation cellulaire ou la
présence de dyskératose, de parakératose ou dsda&in moyenne, ces classes sont donc

relativement proches sur le plan morphologique.
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Figure 59 : Sensibilité (a) et spécificité (b) obteies dans le cas de I'autofluorescence en mono-milti-
excitation

Comparaison de l'autofluorescence en mono-excitatioen multi-excitation

Sur la Figure 60, I'histogramme de couleur noirerregpond a la spectroscopie
d’autofluorescence en multi-excitation c'est-a-dcembinant les 7 longueurs d’onde
d’excitation. On observe que la sensibilité obtedla@s le cas de la multi-excitation est
meilleure que pour n’importe quelle longueur d’ondEexcitation utilisée seule.
L'amélioration moyenne est de 7,3% sur toutes lagep de classes histologiques a
discriminer. C’est l'inverse pour la spécificité iqn'est pas augmentée par la multi-
excitation : cette spécificité atteint des scores glevés (autour de 95%) quand il s’agit de
discriminer la classe saine des trois autres dabssologiques (HC, AH et D) mais on
observe une baisse importante dans le cas de Gindisation entre les trois types
d’hyperplasie (76, 75 et 41% respectivement) awe gtores inférieurs a ceux obtenus par
I’AF en mono-excitation.

Réflectance Diffuse (RD)

La Figure 58 montre les scores de sensibilité etpdeificité obtenus par la spectroscopie de

réflectance diffuse pour la discrimination de chrecdes 6 paires de classes histologiques. On
observe que la sensibilité est légerement meillétiEe6%) lors de la discrimination des

différentes types d’hyperplasie les uns des ausessibilité moyenne de 75,3% sur les 3

122



paires de classes histologiques concernéesvddA, HC vs.D et HAvs.D) que lors de la
discrimination entre tissu sain et n'importe qugle d’hyperplasie (sensibilité moyenne de
69,7% sur les trois paires de classes histologigoesernées : saivs. HC, sainvs. HA et
sainvs. D). C’est le contraire dans le cas de la spétéfigui est beaucoup plus faible (-24%)
dans le cas de la discrimination entre les diffés¢ypes d’hyperplasie (66% de spécificité en
moyenne sur les 3 paires de classes histologigues)pour discriminer la peau saine de
chacun des types d’hyperplasie (90% de spécifaiténoyenne sur les 3 paires de classes

histologiques).

100
O svs. HC
g 80 - O Svs HA
o 60 M Svs. D
w :
- 40 HC vs. HA
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HA vs. D
0 7 | _
SE SP

Figure 60 : Sensibilité (SE) et spécificité (SP) tdnues par la spectroscopie de réflectance diffutars de la
discrimination de chacune des 6 paires de classestblogiques

Comparaison entre autofluorescence en multi-exonatt réflectance diffuse

La Figure 61 montre les scores de sensibilité {aeespécificité (b) de I'autofluorescence en
multi-excitation (AF multi-excitation), de la réfieance diffuse (RD) et de la bimodalité (AF
multi-excitation + RD) dans la discrimination despéires de classes histologiques. L'AF
multi-excitation obtient toujours de meilleurs ss®de sensibilité (+12,2% en moyenne sur
les 6 paires de classes histologiques) que la RBnsDle cas de la spécificité,
l'autofluorescence en multi-excitation et la réflewe diffuse obtiennent des résultats
comparables : les deux modalités fournissent ddéleues résultats pour discriminer la peau
saine des difféerents types d’hyperplasies que pdiscriminer les différents types
d’hyperplasie entre elles. La chute de spécifies€ méme spectaculaire dans le cas de la
discrimination entre hyperplasie atypique et dysiplaavec 41% et 46% de spécificité pour
I’AF multi-excitation et la RD respectivement (coamg a un minimum de 75% de spécificité

pour les cing autres paires de classes histolog)que
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Comparaison entre mono-modalité (AF en multi-exicitaou RD ) et bimodalité

Dans le cas de la sensibilité, 'AF multi-excitatiatteint des scores supérieurs a ceux de la
bimodalité pour toutes les paires de classes bitples. Par contre, la bimodalité permet
d’améliorer la spécificité pour la discriminationtee les 3 types d’hyperplasie comparé a
I’AF multi-excitation ou a la RD utilisée seule 9% de spécificité sur les 3 paires de classes
histologiques concernées (W&6.HA, HC vs.D et HAvs.D).
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Figure 61 : Sensibilité (a) et spécificité (b) moymes obtenues dans le cas de I'autofluorescencersutli-
excitation (AF multi-excitation, histogramme blanc) de la réflectance diffuse (gris) et de la bimodaé (AF
multi-excitation +RD rayé)

3.4.4. Discussion

Nos résultats sont cohérents avec ceux publiéDisayaradjanest al®? qui portaient sur la
discrimination des premiers stades de la modificatiéoplasique de la peau murine induite
par DMBA/TPA. lls ont également comparé la précisidiagnostique atteinte par la
spectroscopie d'autofluorescence en mono- et eni-nexicitation associées a une méthode
d’analyse statistique multivariée. Parmi les 19@leeurs d’onde d’excitation gu’ils ont testées

(entre 280 et 460 nm), les auteurs ont atteinirledleurs scores grace aux longueurs d’'onde
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280 et 410 nm : 74,3 et 73,1% de précision diagmostrespectivement. Nous avons choisi
de ne pas utiliser des longueurs d’onde aussi esugtie 280 nm (domaine spectrale de
'UVB) car elles risquent de ne pas pouvoir étrdisétes lors d'un transfert clinique
puisqu’elles sont mutagénes (interactions avec KADMais si I'on compare les résultats
obtenus dans I'étendue spectrale commune a nosétpuges (360-430 nm), nous obtenons
les mémes types de résultats : les longueurs d'eisitdes fournissent des scores supérieurs
a ceux obtenus avec les plus courtes longueursld’6f8,1% de précision diagnostique pour
410 nm et 63,9% pour 360 nm). De méme, ils obtiehke meilleurs résultats en multi-
excitation qu’en mono-excitation. En comparantrksultats obtenus par la combinaison des
5 longueurs d’onde d’excitation les plus discrinmites, ils concluent a une augmentation de
précision diagnostique de 11,6% comparé a la poécdiagnostique obtenue par la longueur
d’'onde la plus discriminante. Nos résultats moritrane augmentation de sensibilité
diagnostique de 7,3%.

Au sujet de l'intérét de la bimodalité, nos rédslfgeuvent étre mis en paralléle avec ceux de
Changet al®® Ces derniers ont comparé le potentiel diagnostitpukautofluorescence seule,
de la réflectance diffuse seule et de la combimaides deux modalités (bimodalité) a
discriminer la muqueuse saine du col de l'utérus tighes squameux et glandulaire) de
différents stades précancéreux de ces deux mémes d muqueuse. lIs ont donc également
montré que l'autofluorescence en multi-excitatiotilisggée seule permettait d’obtenir de
meilleurs résultats que la réflectance diffuse es@tlque la bimodalité permettait une petite
améelioration de la performance diagnostique. Nmamis observé les mémes tendances sur la
peau de souris : I'AF multi-excitation est plusadisiinante que la RD. Cependant, alors que
Changet al. s’'intéressent uniquement a discriminer le tisso das états précancéreux, nous
avons choisi de nous intéresser également a lairdieation des états précancéreux entre
eux. Or dans ce cas, nous observons que la bin®gaErmet une nette amélioration de la
spécificité du diagnostic. C’est la raison pourulelie la bimodalité semble particuliérement
précieuse car elle pourrait permettre de mieuxindjger les états bénins (hyperplasie
compensatoire) des états précancéreux (hyperpgidgue et dysplasie) ce qui est d’'une

grande importance sur le plan clinique.
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3.5. Conclusion et perspectives

A notre connaissance, notre étude est la premiéggaduer I'intérét de la spectroscopie
bimodale pour discriminer différents stades hisimjaes de la photocarcinogenese de peau
murine.

Il était pour cela important de pouvoir définir pisement les différentes classes histologiques
et nous avons donc proposé des criteres morpholegicpour classer les différents
échantillons de peau prélevés tout au long des i o la photocarcinogenese dans trois
classes d’hyperplasie : compensatoire, atypiquedydplasique. Cette proposition de
classification nous semblait d’autant plus impagaque la peau murine est un modéle
largement utilisé en recherche.

Il serait maintenant souhaitable de mettre en platessai clinique qui nous permette de
tester la robustesse de la spectroscopie bimodall &ariabilité inter-individuelle
caractéristique des étres humains, plus importgagepour les souris. La robustesse devra
également étre testée face a la présence de neldans la peau humaine. Les souris SKH1
gue nous avons utilisées sont albinos et leur psaudonc dépourvue de mélanine. Or la
mélanine absorbe fortement la lumiere dans le @raf¥ et le visible, ce qui risque de
diminuer l'intensité des signaux d’excitation d'afliorescence et de réflectance diffuse mais
également de modifier la forme de spectres.

La spectroscopie bimodale pourrait également @éligpour réaliser sur des kératoses
actiniques et des carcinomes pour déterminer ugreatire spectrale propre aux lésions

bénignes qui permettrait aux cliniciens de limieenombre d’exéréses inutiles.
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Conclusion géneérale

Les travaux présentés ici montrent que les spexipiss de réflectance diffuse et
d’autofluorescence sont des outils potentiellemetéressants pour améliorer le diagnostic

des deux lésions cutanées les plus létales : mékaed carcinome épidermoide.

Sur un modéle simple de fantbme simulant des méieasal’indices de Breslow différents,
nous avons montré que la spectroscopie de réfleetdiffuse permettait de discriminer deux
épaisseurs différant d’1l mm et ce, pour une gamépacseurs variant de 2 a 6 mm. De plus,
une simulation numérique a montré qu’une discritmgmaplus fine était envisageable, par pas
de 0,5 mm, sur des épaisseurs de I'ordre du miitené

Ces résultats préliminaires encourageants nousnoiiés a réfléchir a I'élaboration d’un
protocole clinique qui viserait a évaluer par spEstopie bimodale toute lésion pigmentaire
suspecte préte a étre excisée. L'objectif seraisale corréler les mesures spectroscopiques a
la classification anatomo-pathologique d’abordesmes de malignité puis en termes d’indice
de Breslow, dans le cas des mélanomes. Il faudrpaeticulier tester la robustesse de la
meéthode aux variations inter-individuelles d’'intié@sde pigmentation et de géométrie des
lésions.

Les méthodes optiques sont actuellement utiliséesiegmo-cosmétique comme outils de
biométrologie cutanée non invasive, notamment gyatuer la couleur de la peau et ainsi
étudier le pouvoir pigmentogéene ou dépigmentogénprdparations ou pour déterminer des
phototypes. Plusieurs meéthodes spectroscopiques actuellement utilisées telles la
chromamétrie (basée sur le systeme L*a*b de Munstllla mexamétrie (analyse de la
lumiére rétrodiffusée a 568 et 660 nm pour déteemia quantité d’hémoglobine et a 660 et
880 nm pour déterminer la quantité de méladffeles techniques sont utilisées surtout pour
apporter une évaluation objective des effets dépagpations topiques. A notre connaissance,
aucune étude n’a encore porté sur l'utilisationnad&thodes optiques pour discriminer les
lentigos des Iésions pigmentées précancéreuseangareuses précoces. Les lentigos sont des
« taches » observées en particulier chez le sggea peau exposée au rayonnement solaire
(on parle de lentigo actinique). Un lentigo est peéte macule hyperpigmentée de 1 a 3 mm
de diametre dont la teinte foncée n’est pas acéenpar I'exposition solaire contrairement
aux éphélides (taches de rousseur). L'’examen bgitple peut s'imposer lorsque I'aspect
clinique est inquiétaii’. La distinction entre lentigo et mélanose de Dilioreu naevus
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dysplasique peut s’avérer importante en particutieez les sujets atteints de Xeroderma
Pigmentosum.

Outre la notion de pigmentation, celle d’épaisseui, nous a concernés pour l'indice de
Breslow, intéresse particulierement l'industrie mésique. En effet, le vieillissement cutané
implique chez la peau agée laltération de tous desstituants de la peau (liée a la
sénescence) sauf de la couche cornée, faite dibesathortes qui est plutot épaissie

La méthode gue nous avons mise au point pourrast étre utilisée pour évaluer de maniére
objective et non invasive I'épaisseur de certaineaches cutanées et donc le pouvoir

régénérant et anti-age de préparations cosmetiques.

L'étude de la photocarcinogenése de peau murinermip de proposer une classification
histologique et de tester la capacité de la speotfme bimodale a discriminer les différentes
classes déterminées. Nos résultats montrent queparé aux performances atteintes par
chacune des deux modalités (autofluorescence lettaice diffuse), la bimodalité permet
surtout d'améliorer la spécificité (+9%) de la distnation des différents types d’hyperplasie
rencontrés durant la photocarcinogenése. Ces aésyitéliminaires doivent maintenant étre
confirmés par des études cliniques en réalisantdssires en spectroscopie bimodale sur des
kératoses actiniques et des carcinomes pour détermi une signature spectrale qui serait
propre aux lésions bénignes permettrait d’aidercdl@sciens a ne pas réaliser d’exérése
inutile. Il serait également intéressant de tes$iatérét de la spectroscopie a aider au
contourage des lésiof8 Enfin, notre étude a permis de poser les basemed’
instrumentation simplifiée facilement utilisable eimique. Il est en effet possible de limiter
le nombre de longueurs d’'ondes d’excitation auaamdu visible (410 nm) et le nombre de

distances inter-fibres pour ne conserver que celfégeures a 1 mm chez la souris.
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Résumé -Abstract

L'objectif de ce travail de recherche est d’évallercapacité des spectroscopies optiques
d’autofluorescence et de réflectance diffuse a otériser les différents stades de la
transformation néoplasique de la peau et ainsddiaau diagnostic des deux Iésions de peau
les plus létales : le mélanome malin et le carcim@pidermoide. Dans I'étude portant sur le
mélanome, un objet-test (« fantbme ») a été dépélgmur modéliser différentes épaisseurs
de mélanome (indice de Breslow). La spectroscopie réflectance diffuse résolue
spatialement (grace a l'utilisation de cing fibmgsiques réceptrices situées a cing distances
différentes de la fibre optique excitatrice) a nménéa capacité a discriminer (p<0,05) des
indices de Breslow simulés grace a des fantdmgmbgeur variant par pas d’1 mm. D’autre
part, des mesures de spectroscopie bimodale (camtb@utofluorescence en multi-excitation
et réflectance diffuse) ont été réalisées sur pmaune tout au long des sept mois de
photocarcinogenése. Des prélevements cutanés onmisped’établir trois classes
histologiques (en plus de la classe saine du graopérdle) : hyperplasie compensatoire,
hyperplasie atypique et dysplasie. Puis la précisimgnostique a été évaluée par analyse
statistigue multivariée. Nos principaux résultatoninent que la bimodalité associant
autofluorescence (excitation a 410 nm) et réflemagiffuse permet une amélioration de la
spécificité de 9 points de pourcentage comparéepatormances de chacune des modalités
utilisée seule lors de la discrimination des tryiges d’hyperplasie. Des études cliniques
doivent maintenant confirmer l'intérét de ces resl

Mots-clés: Spectroscopie ; cancer de la peau ; diagnostimioparcinogenese ; indice de
Breslow ; autofluorescence ; réflectance diffussnatomo-pathologie ; mélanome cutané
malin ; carcinome épidermoide

Spectroscopic characterisation of skin neoplasticansformation using melanoma
phantoms and ultraviolet-induced squamous cell mowscarcinoma

Autofluorescence and diffuse reflectance spectiussowvere studied as non-invasive tools to
discriminate different stages of skin neoplastamsformation and thus to help diagnose the
two most lethal skin lesions: cutaneous melanontasgmamous cell carcinoma. Concerning
melanoma, skin phantoms were made to simulate alewelanoma thicknesses (Breslow
index). Spatially-resolved diffuse reflectance $pmsropy (using five collection optical fibers
set at five different distances from the excitatioptical fiber) allowed discrimination
(p<0.05) of melanoma layers, the thickness of whids 1 mm different. Since diffuse
reflectance spectroscopy has already shown goodltsesn assessing malignancy of
pigmented skin lesions, such a spectroscopy coalduded as a complementary tool of
cutaneous melanoma diagnosis. Using ultra-violdieged squamous cell carcinoma of mouse
skin, bimodal spectra (multi-excitation fluorescerend diffuse reflectance) were acquired
throughout the 7 month-carcinogenesis. Histologgzaahpling followed spectral acquisition
and three histological classes were determined Isto-pathological examination:
compensatory hyperplasia, atypical hyperplasia dpsblasia. A fourth “healthy” class
consisted in the skin sampled on mice that weremiesadiated (control group). Multivariate
statistical analysis of the spectral data set sdottxat combining autofluorescence (best
results obtained with a 410 nm excitation) andudif reflectance resulted in a 9 percentage
point-increase of specificity when discriminatingetthree types of hyperplasia from one
another compared to each modality used alone. gsilits need to be confirmed through
clinical trials on human patients.
Key words: Spectroscopy; skin cancer; diagnosis; Breslow xndghotocarcinogenesis;
autofluorescence; diffuse reflectance; histo-patppl cutaneous malignant melanoma;
squamous cell carcinoma



