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RESUME

Les populations cellulaires de 158 tumeurs mammaires (41 cas
rétrospectifs et 117 cas prospectifs) ont été caractérisées par analyse
d'image de frottis colorés par la réaction de Feulgen. Dans chaque tumeur,
200 & 500 noyaux ont été représentés par 15 paramétres décrivant le contenu
en ADN (ploidie), la taille et la texture de la chromatine. Ces données ont
permis de décrire de fagon objective et quantitative 1les profils
cytologiques des tumeurs du sein et de rechercher leurs corrélations avec
les données cliniques conventionnelles (taille de la tumeur, &ge des
patientes, nombre de ganglions métastatisés, taux de récepteurs hormonaux).
Diverses méthodés permettant de rendre les analyses multifactorielles
usuelles indépendantes de l'échantillonnage ont été développées.

Ces travaux ont montré que l'histogramme de distribution des cellules
tumorales en fonction de leur quantité d'ADN permet de classer correctement
80% des 41 cas rétrospectifs selon la durée de leur survie aprés le premier
diagnostic (inférieure & § ans ou supérieure a 10 ans) ; cependant,
certaines patientes ont des tumeurs de ploidie identiques malgré la grande
différence de leur durée de survie.

De grandes différences entre tumeurs ont aussi été observées A
1'égard des caractéres morphologiques et texturaux de la chromatine. Les
corrélations entre les paramétres texturaux et les données cliniques sont
en général faibles. Par contre, la fréquence de certains types nucléaires,
définis par analyse multifactorielle non supervisée, est significativement
corrélée (p ¢ 0,05) avec la durée de survie et le nombre de métastases
axillaires.

En conclusion, 1'analyse d'image est une méthode utile pour la
caractérisation objective des populations cellulaires tumorales dans les
cancers du sein. la prise en compte d'un nombre plus important de ces cas
analysés selon des protocoles et des méthodes standardisés est nécessaire
pour évaluer la signification pronostique des paramé¢tres nucléaires ou de

la fréquence de certains types nucléaires.
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ABSTRACT

The cell populations of 158 breast tumors (4! retrospective cases and
117 prospective cases) were characterized by image analysis using cytologic
preparations stained by the Feulgen reaction. For every tumor 200 to 500
cell nuclei were represented by 15 parameters which described the DNA
content (ploidy), the size and the texture of the chromatin. Based on these
data, an objective and quantitative cytologic profile was established for
each tumor. The correlation between the objective cytologic profile and
conventional clinical data including patient age, tumor size, the number of
axillary lymph node metastases, and the concentration of estrogen and
progesterone receptors, was evaluated. Different methods of data analysis
were developed to render the usual multivariate analysis independent of the
sample considered.

Using DNA histograms parameters 80% of the retrospective patients
were correctly classified according to their survival time into either a
short survival (less than 5 years) or a long survival (greater than 10
years) group. However, some patients whith tumors having an identical DNA
histogram had widely different survival times.

When the series of tumors was evaluated according to the texture of
chromatin, large differences were observed between individual tumors. The
correlation between individual parameters of texture and clinical data were
poorly significant. However, a significant correlation (p < 0,05) was
observed between the frequency of specific nuclear types in individual
tumors as defined by non-supervised multivariate analysis and the presence
of axillary lympb node metastases and survival.

In conclusion, the techniques of image analysis represent a useful
method to objectively characterize tumor cell populations in breast cancer.
A greater number of cases prepared by a standardized method will be
nccessary to evaluate the prognostic significance of nuclear parameters and

of the frequency of specific nuclear types in individual tumors.
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A. INTRODUCTION

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme dans les
pays occidentaux. La probabilité de développer un cancer du sein est
estimée 4 1/14 (2deb, 1977). Des études plus récentes estiment méme

qu'une femme sur 11 ou 12 serait atteinte (Kelsey et Hildreth, 1983).

I. Histologie du cancer du sein

La plupart des cancer du sein sont d'origine épithéliale. Il s'agit
donc de carcinomes parmi lesquels les pathologistes distinguent plus de
vingt types différents (World Health Organization ; 1981). Dans trois
quart des cas il s'agit de carcinomes canaliculaires invasifs.

Certains types histologiques se révélent d'un pronostic plus favorable
que d'autres (Gallager, 1984). Ce sont, par exemple, les carcinomes
mucineux, les carcinomes médullaires, les carcinomes tubuleux et les
carcinomes  sécrétants considérés comme moins agressifs que les

carcinomes canaliculaires.

Carcinome mucineux du sein

Dans la plupart des cas le carcinome mucineux est bien différencié.
L'image histologique est caractériseé par de grandes quantités de mucus
dans l'espace extraluminal. Si ce type de cancer est concommitant avec
un carcinome de type canaliculaire invasif,:1le pronostic est moins

favorable.
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Carcinome médullaire

Ce type est formé d'un mélange de Ilymphocytes et de cellules

épithéliales peu différenciées.

Carcinome tubuleux

Cette forme est bien différenciée et caractérisée par la présence de

tubules néoplasiques ; elle est considérée comme peu stable.

Carcinome sécrétant

Ce type rare apparait surtout chez les enfants et les adolescents. Il
est formé de cellules présentant une intense activité sécrétoire du
méme type que celle observée au cours de la grossesse et de la

lactation.

Carcinomes métaplasiques

I1 s'agit de carcinomes identifiables par ailleurs comme carcinomes
canaliculaires infiltrants qui présentent de remaniements métaplasiques
de type épidermoide, de type a cellules fusiformes, de type chondroide,
de type osseux ou de type mixte.

‘D'autre types rares sont le carcinome adénoide kystique, le carcinome

papillaire, le carcinome apocrine et le carcinome lobulaire.

Le carcinome inflammatoire est considéré comme un syndrome clinique

plutdt que comme un type histologique ; il s'agit d'un cancer tres



agressif.

II. Les bases cellulaires des cancers du sein

Les principales étapes vers la malignité sont l'acquisition de la
capacité d'invasion suivie de la formation de métastases (Mareel et Van
Roy, 1986). Ceci implique une certaine capacité de prolifération que
1'on constate également dans les tumeurs bénignes. La dépendance entre
la transformation maligne et l'activité proliférative réside au moins
dans l'amplification du (ou des) clone(s) malin(s) qui est responsable
de la croissance de la tumeur et de son comportement parfois invasift.
Cette hypothése implique wune palette de génes responsables de
1'invasion, de la métastatisation et de la prolifération des cellules.
L'activation de ces génes pourrait résulter d'une instabilité
génotypique provoquée par des oncogénes. Ceci expliquerait aussi 1la
grande hétérogénéité des cancers du sein.

Des analyses caryologiques n'ont pas mis en évidence d'anomalie
chromosomique commune a tous les cancers mammaires ; cependant,
certains chromosomes (numéro 1, 11, 6 et 7) semblent d'étre impliqués

plus souvent que d'autres (Whang-Peng et al., 1983).

II11. Facteurs pronostiques

1. Type histologique

La corrélation entre le type histologique d'un cancer du sein et le
pronostic est faible (cf A. I.). Pourtant, la formulation d'un

pronostic est nécessaire A4 la sélection des malades qui doivent
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recevoir une chimiothérapie destinée & prévenir la croissance des
métastases. En raison des complications secondaires qu'elle provoque,
la chimiothérapie n'est appliquée qu'aux patientes dont le pronostic

est mauvais.

2. Nombre de ganglions axillaires métastatisés

Un facteur pronostique reconnu comme significatif est la présence de
métastases dans les ganglions axillaires. Certains auteurs rapportent
une corrélation entre 1'augmentation de la fréquence des rechutes et le
nombre de métastases ganglionnaires (Bulbrook, 1983). D'autres auteurs
(Contesso et al., 1977) précisent qu'au deld d'un seuil de quatre
ganglions métastatisés, le pronostic s'aggrave. Par contre, aucune

variation significative de la durée de survie n'a été démontrée entre

les cas ayant 0, 1, 2 ou 3 ganglions métastatisés. (Fisher, 1984).

3. Taille de la tumeur

La signification pronostique de la taille d'une tumeur du sein est
contestée.

Contesso et al.(1977) ont constaté que la moyenne du temps de survie
des malades diminue lorsque la taille de 1la tumeur primaire augmente.
La taille de la tumeur évaluée sur la piéce opératoire aussi bien que
la taille clinique détérminée par palpation sont corrélées avec le
pronostic: ainsi Némoto et al.(1980) ont rapporté une probabilité de
métastases axillaires croissante avec la taille clinique de la tumeur
mais 25% des malades ayant des tumeurs plus petites que 1 cm ont

également des métastases axillaires.



Par contre, d'autres auteurs tels que Sears et al.(1982) n'ont pas
observé de variation de la durée de rémission en fonction de la taille
de la tumeur, ceci aprés étude de 275 malades dépourvus de métastases
axillaires. D'autre part, Fisher et al.(1983) ont montré que les
tumeurs de taille différente semblent répondre de la méme maniére & un

traitement par chimiothérapie.

4. Degré histologique

I1 existe plusieurs protocoles pour déterminer le degré histologique
d'une tumeur du sein. Le plus utilisé est celui de Bloom et Richardson
(1957). Cette évaluation histologique de 1la tumeur tient compte de

trois critéres:

* le degré de différenciation de 1la tumeur (formation de tubules
notamment) ;

* l'activité mitotique;

* le pléomorphisme des noyaux cellulaires (grande variabilité de la

taille, de la forme et de la structure).

Trois degrés sont définis 4 partir de ces critéres. Bien qu'il s'agisse
d'une classification subjective, des corrélations avec certains
facteurs cliniques et avec la survie ont été rapportées (Contesso et

al., 1977 ; Stosiek et Breitbach, 1983 ; Sharkey et al., 1983).



5. Récepteurs hormonaux

s

a. Intérét thérapeutique

Le traitement du cancer du sein par stérilisation (ovarectomie) ou par
administration d'anti-oestrogénes (i.e. tamoxiféne) n'est suivi
d'effets que chez un tiers des malades (Knight et al., 1977).
Actuellement, toutes les malades dont les cellules tumorales présentent
des récepteurs aux oestrogénes regoivent des traitements anti-
hormonaux. |

Environ 60 & 70% des tumeurs présentent des récepteurs aux oestrogénes
mais la moitié seulement de ces cas répond a un traitement
anti-hormonal. Paradoxalement, 10% des malades dont la tumeur est
dépourvue de récepteurs aux oestrogénes répondent quand méme & un
traitement anti-hormonal (Pouillart et al., 1984 ; Saez et al., 1984).
Les récepteurs aux oestro;énes sont détectables biochimiquement sur la
tumeur. La méthodeA la plus répandue pour la quantification des
récepteurs hormonaux est le “radio-immuno-assay": le tissu est incubé
en présence d'hormone marquée par un isotope ; l'hormone qui n'est pas
fixée aux récepteurs est ensuite adsorbée sur ‘"dextran-coated
charcoal". La quantité d'hormone fixée par le tissu est proportionnelle

au taux des récepteurs (Leclerc, 1984).
' b. Intérét pronostique

Outre son utilité dans la sélection des malades susceptibles d'un

traitement anti-hormonal, la présence des récepteurs hormonaux dans le
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tissu tumoral est un facteur pronostique: les malades qui n'ont pas de
récepteur ont un risque plus élevé de rechute et un temps de survie en
moyenne plus court que les malades qui en sont pourvus (Howart et al.,
1985). D'autre part, la présence de récepteurs aux oestrogénes est
corrélée avec la prolifération cellulaire: l'activité proliférative est
plus élevée dans les tumeurs qui n'ont pas de récepteur aux oestrogénes
comme l'ont montré diverses expériences fondées sur le marquage par 1;
thymidine tritiée (Silvestrini et al., 1984).

L'analyse des récepteurs 3 la progéstérone est pratiquée moins souvent
que l'analyse des récepteurs aux oestrogénes. La synthése des
récepteurs A la érogéstérone par une cellule est sous la dépendance des

oestrogénes. La présence de récepteurs A la progéstérone est corrélée

avec un temps de rémission plus long. (Meyer et Hixon, 1979).
c. Action du tamoxiféne

Le tamoxiféne est un antibiotique capable d'entrer en compétition avec
les oestrogénes pour la liaison aux récepteurs et/ou aux transporteurs
hormonaux. La cellule traitée par cette drogue devient donc insensible
aux oestrogénes circulants (Rose et Mouridsen, 1984).

L'inhibition de la croissance de cellules dépourvues de récepteurs aux
oestrogénes par tamoxiféne indique gqu'en plus de son activité anti-
oestrogénique le tamoxiféne agit sur d'autres cibles. Guille et
Arnstein (1986) ont trouvé une inhibition de la translation d'ARNm dans
des cellules traitées par le tamoxiféne. Cet effet est indépendant de
la présence de récepteurs aux oestrogénes et de la présence
d'qestradiol. Les auteurs ont conclu qu'une partie de l'action du

tamoxiféne sur des cellules tumorales est due & la réduction de la



synthése des protéiﬁes. qui provogque ainsi une diminution de 1la

croissance da la tumeur.

d. Conclusion

Le dosage des récepteurs hormonaux est donc d'un intérét évident et
peut influer sur le choix thérapeutique. Cependant, 1'interprétation
des dosages biochimiques des récepteurs hormonaux est compliquée par le
fait que les populations cellulaires 'tumoralés du sein sont souvent

hétérogénes et constituées A la fois de cellules dépendantes des

2

hormones et de cellules qui ne le sont pas.

IV. Cinétique cellulaire des cancers du sein
Les caractéristiques cinétiques des cancers du sein sont parmi les plus
étudiés (Gentili et al.,1981). Le but de ces études est de comprendre
et de quantifier les événements dynamiques qui président a 1la
croissance de la population tumorale: prolifération, différenciation,

migration et mortalité cellulaire (Aherne et al., 1977).

1. Indice de marquage

Le paramétre cinétique le plus couramment mesuré est 1l'indice de
marquage par la thymidine tritiée. Gentili et al.(1981) ont observé
pour 541 tumeurs du sein des corrélations entre 1'indice de marquage et
1'4ge des malades. L'indice de marquage est plus élevé chez les malades
en pré-ménopause que chez les malades en post-ménopause. Une différence

de l'indice de marquage moyen entre malades a bon pronostic et malades



4 mauvais pronostic n'est trouvée que chez des patientes en pré-
ménopause.

Par contre, cet indice n'est corrélé ni avec'la taille de la tumeur ni
avec le nombre de métastases axillaires.

Le manque de corrélation entre 1'indice de marquage et la taille de la
tumeur peut résulter de la difficulté A trouver des paramétres
cinétiques qui rendent compte de 1la croissance d'une tumeur . Cette
croissance dépend en effet de la mortalité cellulaire, des pertes par
émigration, de la durée du cycle et du coefficient de prolifération.
Ces données sont souvent difficiles A& obtenir avec précision en raison
des biais d'échantillonnage dans les tumeurs mammaires souvent
hétérogénes (prélévements sur la tumeur, cellules analysées sur les
frottis...).

Meyer et al.(1983), aprés analyse de 278 cas de cancers du sein, ont
trouvé des différences significatives de 1'indice de marquage entre des
patientes ayant des pronostics différents et indépendamment de 1'A3ge
des malades. De plus, 1'indice de marquage est corrélé avec le type
histologique et le taux de récepteurs hormonaux. Cette étude a confirmé
1'absence de corrélation entre la taille des tumeurs et l'indice de
marquage bien que les mémes auteurs aient rapporté une tendance vers
une telle corrélation dans des articles antérieurs (idem, Meyer et
Bauer, 1975 ; Meyer et Hixon, 1979).

Schiffer et al.(1979) ont analysé 1la variabilité de 1'indice de
marquage par tumeur. Ils ont trouvé une différence maximale entre
échantillons d'une méme tumeur de 36% en moyenne et pouvant atteindre
72%. Ces auteurs ont donc démontré le manque de signification des
valeurs moyennes de 1'indice de marquage et par conséquent les erreurs

pouvant résulter de son utilisation comme facteur pronostique. Pour
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pallier ces difficultés, Strauss et Moran (1980) ont proposé la mesure
de trois échantillons par tumeur pour obtenir 1'indice de marquage avec
une précision de +-33%.

2. Reconnaissance des cellules dans les différentes phases du

cycle cellulaire

Par les méthodes de cytométrie en flux et de cytométrie a balayage, il
est possible de mesurer le contenu individuel en ADN des cellules.
Beaucoup d'auteurs ont utilisé ces méthodes pour déterminer la phase du
cycle cellulaire dans laquelle se trouvent les cellules tumorales. Le
mode majeur de l'histogramme d'ADN est considéré comme représentant des
cellules en phase Gl ou GO ayant un contenu en ADN de 2c. Une cellule
ayant le double de ce contenu est dite en phase G2 ou M (contenu en ADN
de 4c). Les cellules ayant un contenu intermédiaire sont en phase S
(Olszewksi et al., 1981 ; Bedrossian et al., 1981 ; Chassevent et al.,
1984).

La plupart des auteurs expriment la éuantité d'ADN d'une cellule en
terme de ploidie: une cellule ayant un contenu en ADN correspondant a
la référence diploide est dite diploide, une cellule ayant le double de
ce contenu en ADN est dite tétraploide (Fossa et al., 1982 ; Hedley et
al., 1984). Cette nomenclature ne correspond pds a une définition
biologique correcte (Bradbury et al., 1981; Alberts et al., 1983). Une
cellule tétraploide est une cellule contenant deux chromosomes
d'origine paternelle et deux chromosomes d'origine maternelle de chaque
type. Ainsi, une cellule diploide en phase de G2 reste diploide, bien
qu'elle ait le double du contenu en ADN d'une cellule diploide en phase

Gl ou GO. La mesure de 1'ADN ne permet donc pas de déterminer la



ploidie d'une cellule au sens strict de ce terme. Corrélativement, le
terme "aneuploidie" est souvent utilisé d'une maniére déroutante dans
de nombreux travaux. Il devrait &tre réservé pour qualifier des
cellules dont le nombre de chromosomes ne correspond pas & un multiple
entier du nombre haploide. L'aneuploidie est due soit & des chromosomes
supplémentaires (trisomies), soit A& des pertes de chromosomes
(monosomies).

Dans le cas de délétions ou de translocations de chromosomes, on ne
peut pas parler d'aneuploidie bien que le contenu en ADN puisse étre
modifié. Ainsi une cellule ayant un contenu en ADN correspondant a 3c
peut donc étre soit une cellules triploide (donc euploide) en phase
Gl1/GO0, soit une cellule diploide (euploide) en phase S, soit une
cellule aneuploide en phase Gl/G0 avec quelques chromosomes
supplémentaires soit une cellules tétraploide G1/G0 avec des délétions
sévéres, soit une cellule diploide en G2 avec des délétions. Des
cellules ayant le méme contenu en ADN peuvent dont avoir des degrés de
ploidie différents et inversement. Ainsi, déterminer la ploidie d'une
cellule sur la seule base de son contenu en ADN n'est possible que si
les populations cellulaires examinées sont homogénes et ne présentent
que des pics distincts dans 1'histogramme d'ADN. Ce n'est pas le cas
pour la plupart des cancers du sein comme l'ont montré les analyses
chromosomiques (Rodgers et al., 1984 ; Trent, 1985): des cellules des
cancers du sein présentent souvent des nombres variables de chromosomes
dans une méme tumeur.

Outre son contenu en ADN, la texture de la chromatine d'une cellule
change au cours du cycle cellulaire. En effet, la chromatine est
fortement décondensée en phase de synthése d'ﬁPN' Ensuite, pendant la

mitose, la condensation de la chromatine atteint son maximum avec



l'apparition des chromosomes. Le processus de décondensation débute
pendant la télophase et se poursuit jusqu'a la fin de la phase Gl ou la
décondensation est maximale (Roa et Hanks, 1980 :; Giroud, 1982).

Dans des populations homogénes, les méthodes de cytométrie a balayage
permettent d'identifier les différentes phases du cycle cellulaire en
utilisant des paramétres qui décrivent a la fois la texture de la

chromatine et le contenu en ADN des cellules. (Giroud, 1982 ; Brugal,

1984 ; Brugal et al., 1985).

V. Apport des méthodes d'analyse d'image

Les connaissances coqcernant la biologie des tumeurs du sein, et en
particulier leur agressivité, restent essentiellement phénoménologiques
et fondées sur des ét;des de cas dans un contexte clinique.

Il est donc nécessaire de tenter de discriminer, parmi les différents
facteurs pronostiques, quels sont ceux qui dépendent directement des
caractéristiques biologiques des cellules malignes et ceux qui
dépendent des rélations entre 1'hGte, sa tumeur et la thérapeutique
utilisée.

L'étude que nous avons entreprise n'a donc concerné que des tumeurs
primaires du sein pour lesquelles nous avons tenté d'obtenir un relevé
quantitatif et objectif des caractéristiques cellulaires, cellule a
cellule. A cette fin, nous avons utilisé les méthodes de 1'analyse
d'image qui permettent de mesurer des paramétres morphométriques liés a
1'état de différenciation des cellules et des paramétres
densitométriques représentant la quantité et la concentration en ADN et
liés 4 1'activité de prolifération cellulaire.

La corrélation entre les paramétres mesurés sur des cellules et les
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facteurs cyto-pronostiques usuels, a été é&tudiée par des méthodes
statistiques multivariées que nous avons tenté de rendre aussi
indépendantes que possible de 1'échantillonnage des tumeurs et des

variations aléatoires des méthodes de préparation.



o
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B. MATERIEL ET METHODES

B.I. MATERIEL BIOLOGIQUE

Deux séries de tumeurs du sein ont été analysées: une série de cas

rétrospectifs et une série de cas prospectifs.

1. Cas rétrospectifs

l1.1. Provenance

Le matériel rétrospectif provenait des archives du Centre de Cytologie
de Genéve. Il s'agissait de ponctions & 1l'aiguille fine de 41 cas de
tumeurs du sein. Les ponctions ont éte faites entre 1972 et 1984.
(Vassilakos et Riotton, 1984). Il s'agissait de préparations de routine
utilisées pour le cyto-diagnostic. Toutes les lames avaient été fixées
dans le mélange éthanol/éther (1/1) pendant 30 minutes et colorées
selon la technique de Papanicolaou (tableau 1l). Nous avons choisi deux

séries de cas présentant une évolution trés différente de la tumeur:

1. Une série de lames provenait de malades avec une courte période de
survie, les patientes étant mortes dans les 5 ans aprés le premier

diagnostic.

2. Une série de lames provenait de malades avec une longue période de
survie, les patientes étant encore vivantes 10 ans aprés le premier

diagnostic.
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Toutes led ponctions utilisées avalent été pratiquées lors du premier

dlagnnstic de la maladie.

.
o

Parmi les 500 tumeurs archivées par le laboratoire depuis environ 12

ans, les cas suivants ont été éliminés:

* patientes ayant un temps de survie intermédiatre entre 5 et 10 ans:

* patientes quil n'ont pas été entiérement sulvies 3 Genédve;

* patlientes étant décedées d'une autre maladie que le cancer du sein ou
qui, n'ayant pas été autopsiées, n'ont pas un décés attribuable en
toute certitude A 1°'8volution de la tumeur:

* patientes pour lesquelles les préparations n'étaient pas utilisables
en analyse automatique, ces préparations étant mal Eixées ou trés

panvres en cellules épithéliales ou trop riches en cellules =anguines;

* tea aspirations de tumeurs récidivantes ou de métastases:

* les tumeurs béniqgnes.

Cre restrictions expliquent le petit nombre de cas Ffinalement retenus
pour 'étude rétrospective,
lee cas dtudids représentaient une grande variabilité clinique. Pour
chague cas nous avons disposé des données sulvantes:

L}

aqe de 1a malade;

tailte de 1o tumear
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- nombre de métastases axillaires;

- type histologique.

Les histogrammes de distribution des cas rétrospectifs en fonction des:
données cliniques sont montrés sur les figures 1, 2 et 3.

Le type histologique a été déterminé pour 34 cas. 30 cas présentaient
des carcinomes canaliculaires invasifs. Deux cas étaient des

adénocarcinomes mucineux et deux cas présentaient des types mixtes.
1.2. Préparation des échantillons

Les lamelles des frottis archivés ont été décollées dans un bain de
xylol pendant environ 24 heures puis les lames ont été colorées par la
réaction de Feulgen (tableau 2). L'hydrolyse acide qui précéde la
réaction de Schiff entraine la disparition de la coloration initiale de

Papanicolaou de sorte que seuls les noyaux ont été colorés.
2. Cas prospectifs
2.1. Provenance

Le matériel prospectif a été obtenu au Centre de Cytologie (Genéve)
entre janvier 1984 et mai 1985. Il s'agissait de piéces opératoires
résultant de biopsies, de tumorectomies ou de mammectomies pour

lesquelles nous avons disposé des données suivantes:

- dge des patientes au moment de l'opération;
- taille de la tumeur;

- nombre de ganglions axillaires métastatisés;
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- type histologique;

- taux des técepteuré aux oestrogénes;

- taux des récepteurs a la progestérone.

Les histogrammes de distribution des cas prospectifs en fonction des
données cliniques sont portés dans les figures 1, 2 et 3. Les figure 4
et 5 présentent les histogrammes de fréquence de ces cas en fonction du
taux des récepteurs hormonaux.

Le type histologique était connu pour 115 cas. 87 cas (76%)
présentaient des carcinomes canaliculaires invasifs, sept cas (6 %)
avaient des comédocarcinomes invasifs et six cas (5%) des
adénocarcinomes mucineux. Cingq cas (4%) présentaient des tumeurs
bénignes. Les autres cas avaient des carcinomes canaliculaires in situ,
des carcinomes papillaires invasifs et des types mixtes.

Toutes les malades ont été traitées selon le protocole utilisé a

1'HSpital Cantonal de Genéve.
2.2. Préparation des échantillons

Les tumeurs ont été sectionnées et la surface de section a été grattée
avec un scalpel. Le matériel ainsi obtenu a été étalé sur lame et fixé
immédiatement pendant dix minutes dans 1le mélange de Boehm-Sprenge;
contenant 80 % de méthanol, 15 % de formol & 40 % et 5 % d'acide
acétique.

Plusieurs lames ont été préparées A partir de 1la méme tumeur en
grattant différentes régions. Les tumeurs de grande taille ont été

coupées en tranches de fagon A obtenir du matériel i différentes

1]
profondeurs .



- 19 -

Les frottis ont été séchés & 1'air puis colorés par la réaction de
Feulgen (tableau 2). Des lames de chaque tumeur ont été colorées selon
Papanicolaou pour les observations de contrdle. Ces lames ont été
fixées dans un mélange d'éthanol et d'éther (1/1) pendant 30 minutes

puis colorées selon le protocole indiqué dans le tableau 1.

B.II. MATERIEL INFORMATIQUE

1. Systéme d'analyse .

Les images des cellules ont été analysées par le systéme SAMBA 200 de
TITN (Systéme d'Analyse Microphotométrique A Balayage Automatique:

Brugal et Chassery, 1977).

1.1. Organisation du systéme

La structure générale du systéme d'analyse est montrée dans la
figure 6. Les différents composants du systéme sont : un microscope
associé A un double capteur, des 1logiques. d'acquisition et de

traitement des images et un micro-ordinateur de gestion.

a) Microscope

Le microscope (Nachet NS 400) est équipé d'une platine motorisée pas a
pas dans deux directions orthogonales (directions horizontales X et Y).
La focalisation (axe Z) est réalisée grice A un moteur pas a pas fixé

sur la vis micrométrique de mise au point du microscope.
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Le déplacement des platines est effectué & une fréquence maximale de
400 Hz. La platine utilisée avec 1'objectif X100 a un pas élémentaire
de 2,5 pm selon les axes X et Y. Le déplacement selon l'axe 2 est de
0,25 pm. La source lumineuse est une lampe halogéne de 100 W. Le flux
lumineux issu de 1la lampe traverse le condenseur, la préparation et
l'objectif. Il est ensuite séparé suivant en différentes voies:

- une voie permettant l'observation visuelle;

- une voie permettant le contrdle direct & 1'aide d'une caméra TV ou la

prise de vue photographique;

- une voie transportant 1l'image vers le capteur A basse résolution:;

- une voie transportant l'image vers le capteur 3 haute résolution.

b) Capteurs

Le systéme posséde deux capteurs:
Un capteur A basse résolution constitué d'une barrette de 256
photodiodes. Avec un objectif de grossissement X100, la résolution de

1'image obtenue est de 2,S5um.

Un capteur A haute résolution est constitué d'un photomultiplicateur

a cathode S20, d'un barrillet porte-filtres A quatre positions (R =
rouge, V = vert, B = bleu, T = option) et de 2 miroirs vibrants
orthogonaux. L'option T permet d'insérer un filtre & bande étroite pour
1'analyse des colorations stoechiométriques.

Les images obtenues par ce systéme ont un format de 64 X 64 points
correspondant a la région centrale du champ d'observatioéon du
microscope. Avec un objectif de grossissement X100, chaque point de

1'image représente une surface de 0,4x0,4pm soit 0,16um2.



c) Logiques de commande et de traitement

Cette partie informatique du systéme remplit les fonctions suivantes :
- commande et contrdle des capteurs;

- acquisition des images;

- traitement des images;

- traitement des données;

interface homme-machine.

Ces fonctions sont assurées par deux processeurs internes (cartes a
microprocesseurs INTEL et opérateurs cdblés) et un processeur externe
(micro-ordinateur SIRIUS).

&

1.2. Déroulement de l'analyse d'une lame

a. Acquisition des images

L'acquisition des images se déroule en deux temps:

1. Acquisition 4 basse résolution

L'acquisition & basse résolution permet de repérer sur la lame les
cellules isolées devant &tre analysées. La sélection des cellules
"isolées" est faite selon des critéres de surface et de forme définis
par 1l'opérateur. La préparation est déplacée automatiquement devant
l'objectif et des images a basse résolution sont acquises. Apreés
seuillage la surface et le facteur de forme (P*P/A) de chacun des

objets de 1'image sont calculés. On ne mémorise alors que la position
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>

des objets ou cellules "isolés", ce sont ceux dont les valeurs des 2

paramétres associés repondent aux critéres prédéfinis.

2. Acquisition & haute résolution

Les cellules retenues a l'étape précédente sont famenées sucessivement
au centre du champ d'observation du microscope et leur image & haute
résolution est acquise. Cette acquisition est effectuée & travers un
filtre & bande étoite. Un filtre vert (570 +-10nm) est utilisé dans le

cas de cellules colorées au Feulgen.

b. Ségmentation et analyse des images

Le traitement des images consiste, en premier lieu, & délimiéer le
noyau de chaque cellule (segmentation). La segmentation est fondée sur
le seuillage des images en niveaux de gris suivi d'opérations
morphologiques (érosion, dilatation, lissage), visant & déterminer de

maniére précise les points de 1'image appartenant au noyaux.

c. Paramétrisation des images

Sur chaque image nucléaire segmentée le programme d'application utilisé

calcule trois types de paramétres :
1. un paramétre dimensionnel (la surface);
2. quatre paramétres densitométriques;

3. neuf paramétres de texture.

Les formules de calcul des paramétres sont données en B.II.l.4.
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1.3. Programmes d'applications utilisés

Dans un programme d'application, il est possible de définir les
commandes nécessaires pour 1'acquisifion et le traitement des images.
L'utilisateur peut ainsi construire un programme spécifique a son
application. En particulier pour 1'analyse des cellules tumorales du
sein nous avons utilisé un programme avec repérage automatique des
noyaux, contrdle visuel du résultat de la segmentation, mesure et

mémorisation de 15 paramétres nucléaires.

Dans un premier temps le programme repére & faible grossissement les
cellules isolées. La surface balayée par cette analyse rapide est de
1,5 x 1,5 mm. La zone explorée et les images seuillées de cette zone
sont contr6lées sur un moniteur. L'analyse rapide est terminée lorsque
les adresses de 600 noyaux ont été acquises ou que toute la zone

prédéfinie de 1,5 x 1,5 mm a été balayée.

La phase suivante consiste a analyéer a haute résolution les 600 noyaux
repérés. Chaque noyau est ramené automatiquement et sequentiellement
sous 1l'objectif du microscope et son image est acquise puis traitée.
L'opérateur vérifie si la segmentation est correcte, rejette les noyaux
mal segmentés et les artéfacts. Sur les noyaux retenus, 15 paramétres
sont alors mesurés.

Dans 1'étude rétrospective, 1 ou 2 lames seulement é&taient disponibles
par cas. Les cellules étaient souvent peu nombreuses ou en amas. 200
noyaux de la population maligne et 20 lymphocytes ont été analysés en
moyenne pour chaque cas. Tous les noyaux analysés ont été contrdlés par

deux personnes. Pour les cas prospectifs 6 lames étaient disponibles et
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d'une bonne qualité puisque le protocole de préparation avait été
adapté & 1'analyse automatique. 500 noyaux et 20 lymphocytes ont été

analysés en moyenne par cas.

Dans ces deux études des lymphocytes on é&té utilisés comme cellules
diploides de référence. Ils ont été analysés par un programme

d'application permettant leur sélection manuelle.
1.4. Paramétres mesurés

Sur chaque image du noyaux segmentée et validée par l'opérateur quinze

paramétres sont mesurés:

- un paramétre DIMENSIONNEL: la surface nucléaire (NA) qui représente
le nombre de pixels du noyau analysé A haute résolution.

s

- 5 paramétres DENSITOMETRIQUES:
ces paramétres sont calculés & partir des valeurs de niveaux de gris
des points de 1l'objet ; ce sont:
* 1a densité optique intégrée (IOD) ou somme des valeurs de densité

optique associées & chacun des points de 1'image.

NA

IOD= 2, ODi
i=1

(ODi représente la densité optique du pixel numéro i.)

Ce paramétre mesure, la quantité de matériel absorbant. Avec la



- 25 -

coloration de FEULGEN ce paramétre représente donc la quantité d'AaDN
dans le noyau.

La densité optique est mesurée en unités relatives. Le niveau de gris
de chaque pixel est exprimé dans une échelle de valeurs numériques
discrétes de 0 A 255. La valeur 255 correspond aux points non

absorbants.

* la densité optique moyenne (MOD) est définie comme le rapport entre
la densité optique intégrée et la surface ; ce paramétre mesure donc la

concentration en matériel absorbant.

NA

MOD = 2, ODi/ NA = IOD/NA
i=1

* l'écart-type de l'histogramme des densités optiques dans le noyau

(SODH) mesure la variété des états de condensation de la chromatine.

NA

SODH = (2. ( ODi-MOD)3/NA) / SDODH?
i=1

* la dissymétrie de 1l'histogramme des densités optiques de 1l'objet

(SDODH) ‘ .

NA .

SDODH = ( 2, (ODi-MOD)%/NA)
i=1

1/2
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* l'aplatissement de l'histogramme des densités optiques de 1'objet

(KODH)

NA

KODH = ( 2. ( ODi-MOD)*/NA) / SDODH*
i=1

Dissymétrie et aplatissement mesurent 1'homogénéité de distribution des

différents états de condensation de la chromatine.
- 9 paramétres MARKOVIEN de TEXTURE:

ces paramétres mesurent la distribution spatiale et densitométrique des
niveaux de gris dans l'objet. Quatre d'entre eux sont dérivés de la
matrice de co-occurrence et cing de la matrice de longueurs de

1]
sections.
A. Méthode des matrices de co-occurrence

La valeur p(i,j) calculée dans la position (i,j) de cette matrice est
la probabilité de trouver un couple de points dont 1l'un a la densité
optique (i) et l'autre la densité optique (j). Les valeurs de densité
optique varieﬁt de 0 & G-1, ou G représente le nombre de gris de
1'image (généralement 16). La distance entre les points et la direction
qu'ils définissent sont arbitraires. Pour éviter, en partie,
1'influence de l'orientation du noyau dans le champ du microscope, les

valeurs de 1la matrice finale P(i,j) sont calculés en cumulant les

valeurs de deux matrices obtenues dans deux directions orthogonales.
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Les paramétres dérivés de la matrice de co-occurrences sont liés & la

distribution relative des valeurs densitométriques ; ce sont:

* la moyenne locale (LM)

o

G i
M= 2, 2 (i+) P

* le moment d'ordre 2 ou énergie (2)

O]

(Pi.i)?

J

1

N
il
T M

* 1'écart-type des coefficients da la matrice ou jnertie (CVAR)

G
CVAR = ), (Pi.))2 /D - 1/D2

i=1 j

T -

D= (G2+G) / 2

* le moment d'ordre deux des différences ou contraste (DIFMO)

G i
DIFMO = 2, 2, (i-)% P
i=1 j=1

B. Méthode des matrices de longueurs de sections

Une section est définie comme l'ensemble des points consécutifs de méme

niveau de gris dans une direction donnée. Le nombre de points d'un tel
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ensemble définit la longueur de cette section. La valeur p(g,l) pour la
position (g,1) dans la matrice des longueurs de section représente la
fréquence des sections de densité optique (g) et de longueur (1l). La
longueur 1 peut varier de 0 & L-1 od L est au maximum égal & 1la taille
de 1'image. Les valeurs de densité optique g peuvent varier de 0 a G-1.
Les paramétres sont calculés en cumulant les valeurs de deux matrices
obtenues dans deux directions orthogonales. Les paramétres dérivés de
la matrice de longueurs de sections sont 1liés & la distribution

topographique des différents niveaux de gris ; ce sont:

* 1'importance des courtes sections (SRE)

L G L G
sRe= ¥y Y (Pagm) 1Y, X Plg
|=1 g=1 |=1 g=1
* 1'importance des longues sections (LRE)
L G L G
LRE= Y, 2, PPug/ 2 X P(g)
I=1.. g=1 =1 g=1
* Ja distribution des niveaux de gris (GLD) .
G L L G
2
o=y (X rug)rX P(l,g)
g=1 I=1 =1 g=1

* la distribution des longueurs de sections (RLD)

L

G L G
Ro-Y (ZpPeg)?/ X X Plo

'_—_—1 g=1 3'71 =1

Q
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* ]le pourcentage des sections (RPC)

L G
RPC = 2, 2. P(l.g)/NA
|=1 g=1

2. Programmes de traitement des données

N

2.1. Programmes disponibles sur le processeur externe (SIRIUS)

a) Programme "LSTAT"

Ce programme calcule les moyennes et les écarts-types des paramétres
dans une population cellulaire ainsi que la matrice de corrélation

correspondante.

b) Programme "HISTO"

Ce programme permet 1'affichage graphique des histogrammes de
distribution des noyaux en fonction des paramétres calculés. La largeur
des classes peut &tre ajustée. Le programme calcule é&galement

l'effectif de cellules dans chaque intervalle, la moyenne et 1‘'écart-

type.
I
c) Programme “"NUAGE"
1. Ce programme permet la représentation d'une population cellulaire

selon deux aramétres sous forme de "nuage de oints" (graphe
P P grap

bidimensionel).
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2. Une représentation selon l'ensemble des paramétres peut &tre obtenue
aprés une analyse en composante principale. Le programme calcule alors
des combinaisons linéaires des paramétres permettant la meilleure

séparation des cellules analysées.

3. L'analyse discriminante factorielle fournit une représentation de
différentes classes de cellules sous forme de nuages de points. Alors
que 1l'analyse en composante principale permet de visualiser 1la
meilleure dispersion des cellules d'une méme classe, 1l'analyse
discriminante factorielle permet de visualiser la meilleure dispersion

des différentes classes.

4. En mode direct comme en mode factoriel, 1le programme permet le tri
des cellules soit par une droite de séparation, soit par une sélection
manuelle des cellules en pointant leur représentation & l'écran. Si 1le
programme est exécuté directement aprés une acquisition, il permet de
repositionner et visualiser les cellules sous le microscope. Ceci est
particuliérement utile pour revoir au microscope une cellule présentant

certaines caractéristiques révélées par 1'analyse des données.

d) Programme "DISCRI"

Ce programme d'analyse di;criminante décisionnelle permet de déterminer
les variables qui séparent au mieux des groupes d'individus
(cellules,...) définis a priori par 1'observateur. Il calcule une
fonction de ces variables qui permet d'affecter tout individu anonyme a
un des groupes définis.

Le programme procéde par étapes successives. A chaque étape - une
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variable (paramétre) est sélectionnée et combinée aux variables déja
choisies pour former les fonctions de classification. Le choix de la
nouvelle variable a sélectionner utilise le test de Fisher-Snedecor. En
utilisant les fonctions discriminantes le programme classe chacune des
cellules dans und des groupes définis puis calcule le pourcentage de
cellules bien reclassées en tenant compte de leur groupe

d'appartenance.

e)Programme “"CLASSIF"

Ce programme permet de regrouper des cellules dans des classes qui ne
sont pas définies a priori par 1l'observateur.

Lorsqu'un (ou plusieurs) paramétre semble jouer un rdle important pour
la description du phénoméne biologique étudié, 1'expérimentateur peut
imposer au programme ces variables appelés alors "variable a
expliquer". Cette (ou ces) variable est alors prise en considération en
début d'analyse par le programme afin de définir une premiére partition
dans l'ensemble des individus. Le programme se poursuit alors de fagon
itérative en engendrant une suite de partitions, selon deux phases

successives A chaque itération:

- une phase de division dite "descendante" au cours de laquelle est
sélectionné le prochain paramétre a inclure dans l'analyse (paramétre

le plus corrélé aux variables & expliquer).

- une phase de fusion dite "ascendante" au cours de laquelle les

classes qui ne sont pas significativement différentes a 1'égard de

1'ensemble des aramétres sont rassemblées avec leurs plus proches
P P P
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voisines.
Le processus prend fin lorsque la partition obtenue aprés fusion est

jugée identique & la partition engendrée i 1'étape précédente.
2.2. Programmes disponibles sur 1'ordinateur APPOLO

Les paramétres calculés par 1'analyseur d'image SAMBA 200 sont
transférés _vers wune station de travail Apollo DN 660 pour y &tre
archivés, puis traités par des logiciels spécialisés. Ce systéme est
architecturé autour d‘un processeur 32 bits adressant 2 mégaoctets. Il
comprend de plus une u&lté de disques (control DATA) de capacité 500
mégaoctets, une‘ imprimante graphique et une console permettant la
visualisation de gtaphiques et d'images en noir et blanc ou en

couleurs.

a) Programme "SUPPAR"

Ce programme permet de supprimer 1'un quelconque des paramétres

mémorisés dans les fichiers transmis au systéme APOLLO.

b) Programme "GROUPPAR"

-

Ce programme permet de calculer les indices de ploidie et de

prolifération (voir B.III.1).

c) Programme "POURCENT"

Dans ce programme on définit N intervalles de variation d'un paramétre
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donné. Le programme calcule alors la distribution des cellules dans ces

intervalles, exprimée en pourcentages.

d) Programme "PLOTPAR"

Ce programme permet d'afficher des histogrammes et des

bidimensionels sur la console de la station de travail.

e) Programme "STATIS"

Ce programme permet de calculer les moyennes et les écart-types

que les corrélations de différents paramétres.

£) Programme "ACP"

graphes

ainsi

Ce programme permet de réaliser une analyse en composante principale a

partir d'un fichier paramétre.

B.III. METHODE D'ANALYSE DES DONNEES

1. Ploidie

1.1. Normalisation

La coloration de Feulgen est stoechiométrique par rapport au contenu en

ADN d'une cellule (Feulgen et Rossenbeck, 1924). Pour l'interprétation

des mesures, il est nécessaire de connaitre la valeur de densité
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optique intégrée correspondant au contenu en ADN d'une cellule diploide
en phase GO ou Gl du cycle cellulaire. Toutes les valeurs de densité
optique sont exprimées en unités relaélves 4 cette valeur. Des
lymphocytes de chaque préparation ont été utilisés comme standard'
interne. Pour chaque lame, 20 lymphocytes ont été mesurés et la moyenne
de leur densité optique intégrée a été retenue comme valeur diploide.

A l'aide d'un programme exécuté aprés analyse de chaque lame, les
paramétres dépendants de , la valeur de densité optique sont recalculés
en tenant compte de‘la valeur de densité optique intégrée correspondant

aux lymphocytes. La densité optique intégrée des lymphocytes est alors

2000.
1.2. Classification des histogrammes selon AUER

Une méthode de classification des histogrammes d'ADN a été proposée par
AUFR et al. (1980 a et b). Il s'agit d'une classification visuelle
selon quatre types. Un exemple de chaque type est montré dans la
fiqure 7.

Type 1I: il est caractérisé par un seul mode de contenu en ADN dans
la région diploide. Seul un petit nombre de cellules peut dévier de la
valeur normale.

Type II: les histogrammes montrent soit un mode dans la région
tétraploide soit deux pics dans les régions 2c et 4c. Peu, ou pas, de
cellules ont une quantité d'ADN corr;spondant 4 la phase de synthése
d'ADN de cellules normales. Seul un petit nombre de cellules peut se
trouver en dehors‘ du domaine des valeurs d'ADN d'une population
normale ; ces cellules ont généralement des contenus en ADN dans la

région 8c.
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Type III: il se distingue des populations de type II par un nombre
significatif de cellules ayant un contenu en ADN intermédiaire entre 2c
et 4c et considérées comme des cellules en phase de synthése d'ADN. Les
positions des deux pics peuvent dévier quelque peu des valeurs 2c et 4c
des populations normales.

Type IV: ces histogrammes révélent une aneuploidie prononcée et
irréguliére avec des contenus en ADN qui s'étalent de 2c jusqu'aux
valeurs dépassant 6c ou méme 8c. Quarante histogrammes d'ADN de tumeurs
du sein ont été classés dans les quatre types par six observateurs de

fagon indépendante, afin d'évaluer la variabilité inter-observateur.
1.3. Méthode des intervalles de ploidie

Les cellules de chaque cas ont été classées selon dix degrés de
ploidie, correspondant respectivement & un contenu en ADN de 2c¢ :
2,5¢c ; 3¢ ; 3.5c_ t 4c ; 5¢ ; 6¢c ; 7c ; 8c et supérieur a 8c. Le
tableau 3 fournit les seuils de densité optique intégrée choisis pour
délimiter chaque classe. La valeur 2000 correspond i la valeur moyenne
de; lymphocytes de 1la lame analysée. En raison de la plus forte
condensation de la chromatine des lymphocytes et de 1leur taille plus
petite par comparaison avec les cellules normales, 1la valeur diploide
mesurée dans les cellules tumorales est 10% plus élevée que la valeur
moyenne  mesurée dans les lymphocytes. Nous avons donc défini
1'intervalle 2200 +- 10% comme 1'intervalle des cellules diploides. En
outre, cet intervalle tient compte 4 la fois de l'erreur de mesure et
de l'erreur due A 1'affaiblissement de la coloration provoqué par
l'exposition des frottis & la lumiére pendant les mesures répétées.

On constate que la variation est encore plus importante pour les
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cellules ayant un contenu élevé en ADN. Nous avons donc choisi des
intervalles plus grands pour les cellules ayant un contenu en ADN de 4c
et plus.

Pour toutes les tumeurs étudiées, les pourcentages de cellules dans les
dix classes de ploidie bnt été calculés. Chaque tumeur a donc &té
caractérisée par dix paramétres.

Afin de comparer les histogrammes de ploidie d'une maniére indépendante
de l'échantillon de tumeurs considéré, nous avons créé des histogrammes
de référence et défini, par analyse en composante principale, des plans
factoriels en utilisant les pourcentages de cellules de ces
histogrammes synthétiques, dans dix classes de ploidie. Le tableau 4
donne ces pourcentages pour les 28 histogrammes de référence. Ces

derniers peuvent &tre séparés en quatre groupes:

Le premier groupe comprend dix histogrammes monomodaux dont les pics

sont respectivement centrés sur chacune des dix classes de ploidie.

Le deuxiéme groupe comprend six histogrammes bimodaux. Le deuxiéme

pic est situé au double du premier pic et il est d'effectif inférieur.

Le troisiéme groupe comprend six histogrammes bimodaux dont le

deuxiéme pic a un éffectif supérieur a celui du premier pic.

Le quatriéme groupe comprend six histogrammes qui sont similaires &

ceux du deuxiéme groupe, mais les deux pics sont reliés par des valeurs

intermédiaires.

1.4. Calcul de 1'indice de ploidie et de 1'indice de

prolifération

Pour faciliter 1'analyse des histogrammes d'ADN nous avons réduit les

dix paramétres de ploidie & deux combinaisons ayant une signification
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biologique: 1'indice de ploidie et 1'indice de prolifération.

L'indice de ploidie est le pourcentage de cellules dans les classes

2c , 4c et 8c diminué du pourcentage de cellules dans les autres
classes ( 2,5¢ ; 3¢ ; 3,5¢ ; Sc ; 6¢c ; 7c et supérieur a 8¢ ).

Les classes 2c ; 4c et B8c contiennent des cellules euploides ou des
cellules aneuploides en phase de synthése d'ADN. Les autres classes
contiennent des cellules aneuploides et/ou des cellules euploides en

phase de synthése d'ADN.

L'indice de prolifération est le pourcentage de cellules en dehors

du pic majeur et les pics ayant une ploidie double ou moitié du pic
majeur. Les pics ont été considérés comme s'étendant sur trois classes
successives de ploidie.

La figure 8 montre deux exemples de calcul de 1l'indice de

prolifération.
1.5. Séparation des groupes par analyse discriminante

Les tumeurs du sein que nous avons étudiées pouvaient &tre séparées en

différentes classes définies a priori.

a. Les cas rétrospectifs ont été répartis en deux classes: les cas
ayant une courte survie et les cas ayant une longue survie.
Parallélement, les cas ont été subdivisés en quatre groupes selon deux
critéres cliniques, chacun étant défini de fagon binaire selon:

* la taille de la tumeur (<4 cm ou >=4cm);

* le nombre de métastases ganglionnaires (<4 ou >=4).
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La repartition des cas & courte et longue survie dans les groupes

cliniques ainsi définis est donnée dans le tableau 5.

b. Les cas prospectifs ont été subdivisés en huit groupes selon trois
critéres cliniques chacun étant défini de fagon binaire selon:

* la taille de la tumeur (<4 cm ou >=4 cm);

* le nombre de métastases ganglionnaires (<4 ou >=4);

* le taux des récepteurs aux oestrogénes (<=10fm/mg ou >10fm/mg).

Le tableau 6 résume les caractéristiques de ces huits groupes

cliniques.

Les relations entre les dix paramétres de ploidie et les différentes
classes ainsi définies ont été analysées par une analyse factorielle

discriminante.

2. Taille et texture nucléaire

2.1. Matrice de corrélation

Alors que la ploidie est exprimée par un seul paramétre (la densité
optique intégrée), la texture est décrite par treize paramétres: quatre
paramétres de distribution monovariée des valeurs densitométriques et
neuf paramétres MARKOVIEN de texture fondés sur des distributions
bivariées.

Comme on peut le déduire des définitions de ces paramétres ( B.II.)
ceux-ci n'apparaissent pas corrélés.

Pour examiner les dépendances entre les paramétres nous avons calculé
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la matrice de corrélation pour les quinze paramétres mesurés sur les
cellules tumorales analysées dans 1'étude prospective. En effet, ces
préparations ont subi un traitement plus homogéne que les frottis
rétrospectifs (temps de fixation standardisé ; faible variation de la
technique préparative) ; de plus, le nombre de cellules analysées était
plus grand pour l'étude prospective que pour 1'étude rétrospective.

Pour faciliter les analyses multiparamétriques le nombre de paramétres

a été réduit en excluant:

* les paramétres fortement corrélés sauf un;
* les paramétres variant peu d'un cas & l'autre;
* les paramétres montrant une variance trés faible dans la population

totale.

2.2 Analyse monoparamétrique

2.2.1. Histogrammes des paramétres

La distribution d'un paramétre dans une population est représentée par
l'histogramme. Nous avons tracé les histogrammes des paramétres pour
1'ensemble des cellules tumorales analysées dans 1'étude rétrospective
(8175 cellules). Le résultat est comparé avec les histogrammes obtenus
pour l'ensemble des cellules analysées dans 1'étude prospective (57211
cellules). Les limites de capacité d'affichage du programme HISTO ne

permettent de représenter qu'un quart des cellules (14303 cellules).

2.2.2. Moyennes et écart-types des paramétres

Ces données permettent de comparer deux populations en termes de
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types des quinze paramétres nucléaires pour l'ensemble des cellules de
chaque cas. En outre, nous avons déterminé les moyennes et les écart-

types pour l'ensemble des cellules analysées dans chaque étude.

2.3. Analyse multiparamétrique

2.3.1. Différents plans. d'ACP

Le résultat d'une analyse en composante principale (ACP) varie selon
les paramétres inclus. Nous avons calculé les plans d'ACP avec six

combinaisons différentes de paramétres:

a. l'ensemble des quinze paramétres;

b. les cing paramétres densitométriques et la surface nucléaire (NA);

c. les neuf paramétres MARKOVIEN de texture;

d. les quatre paramétres calculés & partir de 1la matrice de co-
occurrence;

e. les cinq paramétres calculés A partir de la matrice de longueurs de
sections;

f. les paramétres SODH, CVAR et RLD.

Tous les plans d'ACP ont été définis par l'ensemble des cellules
acquises dans 1'étude prospective.

pans les plans factoriels ainsi définis, il a été possible d'associer,
pour un nombre restreint de cellules, leur projection et leur image.
Ceci a permis d'établir les correspondances entre les variations des
paramétres nucléaire et 1'expérience visuelle des cytologistes. Le
poids de chaque paramétre dans la métrique des axes a été représenté

sous forme de vecteurs.
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2.3.2. Méthodes d'analyse d'un plan d'ACP

Le calcul des axes factoriels permet 1la réduction du nombre de
paramétres . Les variables portées sur les axes sont des combinaisons

-

linéaires de tous les paramétres.

Pour 1l'interprétation d'un plan d'ACP, trois méthodes ont été

utilisées:

a. Calcul de la surface du rectangle d'encadrement du nuage de points

et calcul des moyennes des deux premiers axes pour chaque cas.

Le ;ectangle d'encadrement du nuage de points est le rectangle le plus

petit formé par des 1lignes paralléles aux axes du plan d'ACP et qui

contient tous les points. La surface est exprimée en unités arbitraires

correspondant aux unités des variables canoniques selon la relation:
S=(xmax - xmin) * (ymax - ymin)

La distribution de 1la surface du rectangle d:encadrement a été

représentée par des histogrammes de fréquence.

Le point défini par les moyennes des deux variables canoniques

correspond au centre de gravité du nuage de points. Dans les

populatibns qui montrent une distribution symétrique des valeurs des

variables 1 et 2, ce point correspond au centre géométrique du nuage de

points.

Les corrélations entre les deux paramétres "moyenne de la variable 1"

et "moyenne de la variable 2" ont été analysées par des représentations

bi-paramétriques sous forme de nuages de points.

b. Détermination de différentes zones du plan d'ACP et calcul des

pourcentages de cellules par cas occupant ces différentes zones.
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b.1. Détermination arbitraire des zones

Les zones ont été déterminées selon les critéres suivants:

1. les frontiéres des zones sont paralléles aux axes;

2. un nombre de zones de l'ordre de quatre & six est jugé suffisant;
3. chaque zone comporte au moins 10% des cellules analysées:

4. les frontiéres séparant les groupes de cellules séparées

graphiquement par 1'ACP sont respectées.

Les pourcentages de ceklules de chaque cas appartenant aux différentes

zones ont été déterminés en utilisant le programme "POURCENT".

b.2. Détermination objective des zones par le programme "CLASSIF".

Le programme de classification automatique disponible sur le
micro-ordinateur SIRIUS est limité au traitement de 324 cellules. Nous
avons réduit le nombre de cellules de la population cellulaire en deux
étapes: tout d'abord, le nombre de cellules a été réduit de 57211
cellules a 14303 cellules par élimination automatique de trois cellules
sur quatre ; puis 324 cellules ont été choisies & partir de la
projection dans les axes de 1'ACP en prenant soin de préserver
1'ampleur de la distribution initiale et par conséquent la diversité.
Ces 324 cellules ont été traitées par le programme "CLASSIF" sans fixer
de paramétres a expliquer.

Sur la base des sous-groupes déterminés par le programme, les

pourcentages de cellules de chaque tumeur appartenant a ces sous-

groupes ont été calculés par une analyse discriminante décisionnelle.
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C. ANALYSE DE LA PLOIDIE

C.I. RESULTATS

C.I.I. DIVERSITE DES TUMEURS
1. Etude rétrospective
1.1. Lymphocytes

Vingt lymphocytes ont été analysés par cas. La valeur de leur densité
optique intégrée wvariait de 3301 u.a. (unitées arbitraires) a 8020
u.a.. La moyenne était de 5618 u.a. avec un écart-type de 958.

L'uniformité aes lymphocytes a été examinée en analysant la distibution
des moyennes des deux paramétres NA (surface nucléaire) et IOD (densité
optique intégrée) par cas. La figure 9 montre le nuage de points dans
1'étude rétrospective par comparaison avec celui obtenu dans 1'étude

prospective. On constate une corrélation entre les deux paramétres. (c=

0,53).
1.2. Classification selon AUER

Quarante histogrammes d'ADN ont été classés par six personnes (trois
biologistes, deux pathologistes et un cytologiste) dans les types I a
IV de AUER. Le tableau 7 montre la matrice de confusion. Cette matrice

permet la comparaison entre le type choisi par la majorité des
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personnes et les autres classifications éventuellement proposées. La
ligne diagonale de la matrice correspond aux pourcentages
d'histogrammes classés de fagon identique par les six personnes.

La meilleure cohérence entre les personnes a été obtenue pour le type
IV, et la moins bonne pour le type III. Les plus grandes confusions ont

été observées entre les types III et II et entre les types II et I.

1.3. Méthode des intervalles
L'analyse en composante principale sur 1la base des 28 histogrammes

synthétiques détermine neuf valeurs propres:

la valeur propre 1 explique 15 % de la distribution:
la valeur propre 2 explique.l5 % de la distribution;
la valeur propre 3 explique 14 % de la distribution;
la valeur propre 4 explique 12 % de la distribution;
la valeur propre 5 explique 11 § de la distriﬁution:
la valeur propre 6 explique 9 % de la distribution;
la valeur propre 7 explique 8 % de la distribution:
la valeur propre 8 explique 8 % de la distribution;

la valeur propre 9 explique 8 % de la distribution.

Les variables canoniques ont été combinées deux par deux pour former
des plans factoriels, 1'une des variables étant portée sur l'axe x et

1'autre sur 1l'axe vy. Les plans ‘“variable 1 / wvariable 3" et

"variable 1 / variable 4" ont été retenus et sont présentés dans les

figures 10 et 11 respectivement.
Le plan "variable 1 / variable 3" sépare les cas qui ont principalement

des cellules euploides (2c, 4c, 8c) des cas qui ont principalement des
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cellules aneuploides (2;5c, 5¢c, >8c). La repartition des cas sur ce
plan laisse apparaltre deux groupes de cas. Les cas qui . ont
principalement des cellules 3,5c/7c (situés en haut du plan) ou 3c¢c/6¢c
(en bas) sont rares.

La repartition des cas dans le plan "variable 1 / variable 4" permet de
distinguer au moins trois groupes: un groupe situé dans la région
positive de la variable 4 ; un groupe situé dans la région "variable 1
positive, variable 4 négative " et wun troisiéme groupe situé dans la

région “"variable 1 et variable 4 négatives".

La figure 12 montre quelques histogrammes de tumeurs situés a
différents endroits du plan "variable 1 / variable 4". Les histogrammes
euploides sont situés dans la moitié droite du plan et peuvent &tre
classés du haut vers bas selon les quantités respectives de cellules
2c, d4c et B8c. L'histogramme type A a un mode unique a 2c. L'apparition
d'un deuxiéme pic 4 4c conduit & 1l'histogramme type B. Dans le type C
le pic 4c devient plus grand que le pic 2c. Le pic diploide disparait
et des cellules 8c apparaissent dans le type D.

La moitié gauche du plan est occupée par des histogrammes aneuploides
avec un pic a 2,5c. Les histogrammes sont rangés de haut en bas selon
1'ampleur du pic 5c puis de l'apparition de cellules ayant un contenu
en ADN >8c (types F, G, H, I).

La méme évolution, selon laquelle un premier pic avec une ploidie
donnée est remplacé par un deuxiéme pic avec le double de ce contenu en
ADN, se retrouve pour les histogrammes 3c, (type N, O et P) et 4,5c
(type R et S).

Au centre du plan factoriel sont situés les histogrammes hybrides qui

résultent de populations euploides et aneuploides.
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Pour tous les cas confondus les pourcentages trouvés en moyenne dans
les dix classes de ploidie sont portés dans le tableau 8 par
comparaison avec 1'étude prospective.

La classe majoritaire est la classe 4c qui comporte 25% des cellules,
suivie des classes 2c et 2,5¢c comportant 19% et 17% des cellules
respectivement. La classe 5c comporte 13% des cellules. L'histogramme
global est bimodal, le pic principal est centré sur 4c/S5c, le deuxiéme
pic est centré sur 2c/2,5c. Les autres classes (3c 3,5¢ : 6¢c ; 7c ;
8c et > B8c) sont faiblement occupées. Aucune d'elles ne comporte plus
de 10% des cellules.

Les cas analysés comportent donc principalement des cellules euploides
(2c et 4c). La classe 2,5c qui contient des cellules hyper-ploides, est
représentée de fagon significative. Ce résultat est également illustré
par la repartition des cas dans les plans représentés dans les figures

10 et 11.

1.4. Indice de ploidie et indice de prolifération

La figure 13 montre la représentation des cas en fonction de 1'indice
de ploidie et de 1l'indice de prolifération. Les valeurs de 1'indice de

ploidie varient de -92 % a 78%. Les valeurs de 1'indice de
prolifération varient de 0% jusqu'a 20%, mais la plupart des cas sont
compris entre 0 et 108%.

L'indice de ploidie varie largement depuis les cas qui comportent
principalement des cellules aneuploides (indice négatif) jusqu'ad ceux

dont les populations cellulaires sont constituées principalement de

cellules euploides (indice positif).
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2. Etude prospective
2.1. Lymphocytes

Comme dans &;étude rétrospective environ 20 noyaux de lymphocytes par
cas ont été analysés pour constituer une référence diploide. Dans les
quelques cas qui ne présentaient pas de lymphocytes, des noyaux de
fibrocytes ou de cellules myoépithéliales ont été utilisés comme
référence. Ces noyaux p?uvent étre facilement distingués des noyaux de
cellules tumorales par leur forme allongée ; ils sont plus grands que
les noyaux des lymphocytes et leur chromatine est moins condensée.

La valeur de densité optique intégrée des lymphocytes par cas était en
moyenne de 8320 u.a. avec un écart-type de 1091.

La surface moyenne des lymphocytes était de 147 u.a. avec un écart-type
de 28.

La figure 9 montre la distribution des lymphocytes en fonction de leur
surface moyenne et de leur densité optique intégrée moyenne par cas.
Une comparaison entre les lymphocytes de 1'études prospective et ceux
de 1'étude rétrospective montre que ces derniers ont en moyenne des
.valeurs inférieures pour la surface et la densité optique intégrée: la
surface est en moyenne 7% plus petite et la densité optique intégrée
32% plﬁs petite dans 1'étude rétrospective que dans 1'étude
prospective ; par contre la variabilité observée dans les deux étuded

est similaire.
2.2. Méthode des intervalles

Les fréquences de cellules dans les dix intervalles de ploidie pour

ltensemble des cellules acquises dans l'étude prospective sont portées
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dans le tableau 8.

La classe majoritaire est la classe 2c avec 29%, suivie de la classe
2,5c avec 22%. Un deuxieéme pic est constitué par les classes 4c (17%)
et 5c (13%). L'histogramme global de ploidie est donc bimodal avec un
pic centré sur 2c/2,5c et un deuxiéme pic centré sur 4c/5c. Les classes
avec un contenu en ADN supérieur & 5c sont faiblement représentées: 6%
seulement des cellules sont reparties dans les classes 6c, 7c, 8¢ et
>8c. Les classes 3c et 3,5c contiennent respectivement une moyenne de
6% et 7% de cellules. La répartition des cellules dans les dix classes
de ploidie est donc similaire dans les deux séries de cas, mais dans
1'étude rétrospective le pic centré sur 4c est le pic principal, alors
que dans 1'étude prospective, le pic centré sur 2c est plus grand.

La répartition des cas sur le plan défini par les histogrammes
synthétiques caractérisés par les pourcentages dans ces 10 intervalles
de ploidie (figure 10 et 11) montre une distribution similaire i celle
de 1'étude rétrospective. Les tumeurs bénignes ont principalement des
cellules 2c. Quelques cas bénins sont situés dans la région "variable 1
négative" et présentent donc des quantités importantes de cellules

ayant un contenu en ADN de 2,5c.

La figure 14 montre:

(1) 1'histogramme de distribution des cellules en fonction de leur
densité optique (pour des raisons techniques seulement 14303 cellules
parmi les 57211 cellules analysées sont représentées);

(2) l'histogramme du nombre de cas qui contribuent a chaque intervalle
de ploidie.

Les formes des deux histogrammes sont similaires: 1ils présentent deux
pics: l'un centré sur les classes 2c - 2,5c et 1'autre centré sur les

classes 4c - 5c mais dans le deuxiéme histogramme les deux pics sont
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moins prononcés. Ceci signifie, que 1le pourcentage de cas qui
contiennent des cellules intermédiaires (2,5c et 3c) est plus important
que le pourcentage de cellules dans 1les classes de la population

L}

totale. Cette observation est également vraie pour les classes 5c a

>8c.

2.3. Indice de ploidie et indice de prolifération

La figure 13 montre 1la distribution des cas prospectifs en fonction de
1'indice de ploidie et 1'indice de prolifération. Les valeurs de
1'indice de ploidie varient de -97% A +93%. L'indice de prolifération
est dans la plupart des cas inférieur A 5%. Deux cas seulement ont un
indice de prolifération supérieur a 20%.

La répartition des cas selon 1'indice de ploidie est similaire dans les
deux séries de «cas ; par contre, 1l'indice de prolifération est
généralement plus bas dans 1'étude prospective.

Les cing cas de tumeurs bénignes ont tous des indices de prolifération

trés bas. Les indices de ploidie de ces cas restent supérieurs a -25%.
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C.I.II. SIGNIFICATION CLINIQUE
1. EBtude rétrospective
1.1, Classification selon AUER

Le tableau 9 montre la distribution des histogrammes type I a IV entre
les cas a longue survie (LS) et courte survie (CS). Le méme nombre de
cas a été analysé dans les deux séries (20 cas ).

Les histogrammes type IV sont uniformément répartis parmi les patientes
A longue et courte survie. Les histogrammes de type I et II ont été
rencontrés surtout chez les malades & longue survie (9/10 histogrammes)
alors que les histogrammes de type III ont été trouvés surtout dans les

' s
cas a courte survie (12/14 histogrammes).

1.2. Analyse en composante principale fondée sur les

histogramme's synthétiques

La figure 15 montre la projection des tumeurs de patientes & longue et
courte survie dans un plan de 1'ACP calculé sur la base des 28
histogrammes synthétiques. Chaque tumeur est représentée par les
fréquences de cellules dans les dix classes de ploidie. Le plan
présenté est défini par les variables canoniques 1 et 4.

Les cas & longue survie occupent principalement 1la moitié droite du
plan qui contient des histogrammes euploides (la majorité des cellules
sont dans les intervalles 2c, 4c et 8c). Les cas i courte survie sont
au contraire situés principalement sur la moitié gauche du plan qui

contient des histogrammes aneuploides (la majorité des cellules sont
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dans les intervalles 2,5c ; Sc et >8c). La zone du plan qui correspond
aux valeurs négatives des deux variables est occupés exclusivement par
des cas & courte survie. Ces cas ont des histogrammes avec une quantité
élevée de cellules ayant un contenu en ADN supérieur a 8c.

La séparation des cas & courte et longue survie n'est pas compléte ; en
effet, quelques cas 4 courte survie sont rencontrés dans la moitié
inférieure droite du plan. Ils ont des histogrammes comportant une
majorité de cellules ayant un contenu 4c en ADN. Inversement, quelques
cas a longue survie sont situés sur la moitié supérieure gauche du plan
d'ACP. 'Ces cas ont des proportions importantes de cellules ayant un

contenu en ADN de 2,5c.

La figure 16 montre 1la répartition des cas de 1'étude rétrospective
dans les quatre groupes cliniques. Seulment pour 28 des 41 cas analysés
les deux données cliniques considérées (taille de la tumeur et nombre
de métastases axillaires ; cf. tableau 5) sont connues. Une séparation
des quatre groupes sur le plan ne peut pas étre constatée, mais
l'effectif des cas par groupe est trop faible pour permettre des

conclusions d'une significativité statistique.

1.3. Analyse discriminante décisionnelle fondée sur les dix

valeurs de ploidie

La répartition des cas & longue et courte survie sur le plan d'ACP per-
met de constater que ces deux groupes différent A l'égard de leurs
proportions de cellules dans les intervalles euploides et aneuploides.
Pour vérifier cette assertion, les deux séries de cas ont &té comparées

par une analyse discriminante décisionnelle fondée sur les proportions.
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de cellules de chaque cas dans chacune des 10 classes de ploidie. Les
résultats obtenus sont résumés dans le tableau 10.

Le premier paramétre sélectionné par le programme est le pourcentage de
cellules 4c. Avec ce paramétre, 63% des cas sont classés correctement,
soit: 11 cas parmi les 21 4 longue survie et 15 cas parmi les 20 cas a
courte survie. Le deuxiéme paramétre choisi par 1le programme est le
pourcentage de cellules en 2c ; le taux de bonne classification atteint
alors 76% mais cinq cas de chaque série restent mal classés. Le taux de
bonne classification atteint son maximum (80%) aprés la troisiéme étape
en considérant 1le pourcentage de cellules en 3,5c. On constate alors
que 5 des 21 cas & longue survie et 3 des 20 cas & courte survie
restent mal classés. Les autres paramétres n'améliorent pas 1la
classification.

Les huit cas qui restent mal classés aprés la troisiéme étape sont
entourés dans la figure 15. Les trois cas i courte survie qui sont mal
classés sont tous situés dans la région 4c. Deux cas parmi les cing cas.
A lonque survie qui sont mal classés par 1'analyse discriminante sont

aussi situés dans la région 4c. Les trois autres sont situés dans les

régions 2,5c et 5c.

1.4. Indice de ploidie et indice de prolifération
'
La distribution des cas & courte et longue survie selon 1'indice de
ploidie et l'indice de prolifération est présentée dans la fiqure 17.
Les cas a longue survie sont trouvés principalement eﬁ bas A& droite du
plan ; ils ont des indices de ploidie élevés et de faibles indices de
proliféfation. Les cas 4 courté survie sont au contraire trouvés

surtout dans la moitié gauche du plan; ils ont un indice de ploidie



- §3 -

négatif avec, pour certains, un indice de prolifération élevé.
La figure 18 correspond 4 la figure 17, mais elle montre la répartition
des cas selon les quatre groupes cliniques. Aucune séparation claire de

ces groupes n'apparait.
1.5. Corrélations avec les données cliniques

Le type histologique est un paramétre qualitatif. Pour calculer des
coefficients de corrélation entre ce paramétre et des données

quantitatives nous l'avons codé de la maniére suivante:

1 = tumeurs bénignes

2 = carcinome intracanaliculaire in situ
3 = carcinome papillaire invasif

4 = adénocarcinome mucineux

5 = carcinome intracanaliculaire invasif
6 = carcinome lobulaire invasif

7 = carcinome contenant plusieurs types

8 = carcinome canaliculaire invasif

Le temps de survie était exprimé en nombres d'années: 5 (cas a courte
survie) ou 10 (cas A& longue survie).

Les coefficients de corrélation entre le pourcentage de cellules dans
les 10 groupes de ploidie et les données cliniques sont notés en
tableéu 11. Seuls 1les cas dont les cing a;nnées cliniques étaient
connues, ont été considérés (22 cas). Les corrélations significatives
au seuil de probabilité de 95% sont entourées.

L'dge des malades et le temps de survie ne montrent de corrélation
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significative avec aucune des classes de ploidie. Par contre, la taille
de la tumeur est corrélée avec le pourcentage de cellules dans la
classe 2,5c. Le nombre de métastases axillaires montre une corrélation
positive avec les pourcentages de‘ cellules dans les classes 6c et >8c.
Le type histologique est corrélé avec le pourcentage de cellules dans

la classe 5c.

1.6. Aspect des histogrammes de ploidie

Les histogrammes de ploidie des cas a longue et courte survie
respectivement ne pouvant pas tous &tre séparés par les méthodes
décrites, nous avons donc comparés deux a deux les histogrammes de cas
proches dans le plan d'ACP mais 1'un ayant une longue survie et l'autre
une courte survie.} La figure 19 donne deux exemples. On constate que
ces patientes qui ont des temps de sutvié trés différents présentent
des histogrammes de ploidie trés similaires.

¢

2. BEtude prospective

2.1. Analyse en composante principale fondée sur les

histogrammes synthétiques

Pour les cas prospectifs le temps de survie n'est pas connu. Nous avons
donc étudié 1la corrélation entre la ploidie et trois données cliniques
qui sont considérées comme importantes pour le pronostic. Pour chaque
donnée clinique, deux intervalles ont été choisis. L'ensemble des cas
pour lesquels ces trois données cliniques étaient connues (92 cas) a

été divisé en huit sous-groupes (voir B.III.).



- 55 -

La figure 20 montre la projection des huit groupes sur le plan d'ace
défini par les histogrammes synthétiques et représenté par les
variables canoniques 1 (axe x) et 4 (axeby). Il convient de constater
que les groupes cliniques ne présentent pas de distribution

particuliére dans le plan d'ACP.

2.2. Analyse discriminante décisionnelle fondée sur les dix

valeurs de ploidie

Les huit groupes cliniques définis pour 1'étude prospective ont été
traités par une analyse discriminante décisionnelle sur la base des dix
valeurs de ploidie. Les résultats sont résumés dans le tableau 12. Le
meilleur taux de bonne classification est atteint aprés la troisiéme

étape en considerant successivement les paramétres suivants:

- le pourcentage de cellules en 8c;
- le pourcentage de cellules en 6c;

- le pourcentage de cellules en 7c.

Aprés la troisiéme étape 46 des 92 cas sont classés correctement. Ceci
ne correspond qu'a un taux de bonne classification de 50% et ne fait
donc ressortir aucune relation évidente entre la ploidie et 1le profil
clinique des patientes.

Pour six des huit groupes cliniques, 1'effectif est inférieur & 10 cas.
Pour pouvoir comparer des groupes ayant des effectifs plus importants,
nous avons séparé les cas selon les trois données cliniques considérées
séparémment. Les résultats d'une analyse discriminante décisionnelle

entre ces groupes sont résumés dans le tableau 13. Pour les groupes
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différents 4 1'égard du taux des récepteurs aux estrogénes, 1'optimum
de bonne classification était atteint aprés la deuxiéme étape. 86% des
cas sont bien classés avec les pourcentages de cellules en 8c et >8¢c.
Pour les groupes qui différent & 1'égard de la taille tumorale le taux
de bonne classification atteint 67% en considérant les pourcentages de
cellules dans les classes 6c et >8c. Pour les groupes qui différent a
l'égard du nombre de ganglions axillaires métastatisés, le meilleur
taux de bonne classification atteint 73% en utilisant les pourcentages

de cellules dans les classes 8c, 7c et 6c.

Alors que dans 1l'étude rétrospective ce sont les pourcentages de
cellules ayant un faible contenu en ADN de 2¢ ; 3,5¢ et 4c qui sont
utilisés pour la séparation des patientes selon leur temps de survie,
ce sont les pourcentages de cellules ayant un contenu en ADN de 6c, 7c,
8c et >8c qui sont sélectionnés par 1'analyse discriminante servant &
caractériser les profils cliniques définis par des critéres réputés de

bonne valeur pronostique.
2.3. Indice de ploidie et indice de prolifération

La figure 21 montre 1; distribution des huit groupes cliniques selon
1'indice de ploidie et 1l'indice de prolifération. Pour 1'indice de
prolifération aucune différence entre les groupes n'a été constatée.
Cﬁncernant 1'indice de ploidie on note une corrélation entre les
groupes GC-100, GC-111 et GC-011l et les indices négatifs. Pour les

autres groupes aucune tendance n'a pu 8tre observée.
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2.4. Corrélations avec les données cliniques

Les coefficients de corrélation entre les pourcentages de cellules dans
les 10 intervalles de ploidie et les données cliniques sont portés dans
le tableau 14. Pour le nombre de cas analysés (92 cas) un coéfficient
de corrélation de r=0,20 est statistiquement significatif au seuil de
probabilité de 95%. Des corrélations significatives ' apparaissent donc
entre 1l'Age des malades et le pourcentage de’cellules dans la classe
3,5¢ ; la taille de 1la tumeur est corrélée négativement avec le
pourcentage de cellules dans la classe 2c et positivement avec toutes
les classes de haute ploidie (Sc a >8c). .

Le nombre de métastases axillaires montre une corrélation avec la
classe 7c ; le type histologique est positivement corrélé avec la
classe 4c et négativement corrélé avec la classe 6c. Le taux des
récepteurs aux oestrogénes montre des corrélations négatives avec les
pburcentages de cellules en 2,5¢ et >8c et une corrélation positive
avec la classe 3,5c. Par coAtre, pour le taux des récepteurs a 1la
progestérone, une corrélation positive avec 1la classe 2,5¢c est

observée.

C.I1.DISCUSSION

C.II.I. DIVERSITE DES TUMEURS

Préparation des frottis

Dans cette étude, deux méthodes différentes de préparations des frottis

ont été utilisées: la préparation par ponction a l'aiquille fine et 1la
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préparation par grattage de la surface de la tumeur fraiche aprés
1'opération. Ces deux méthodes ont l'avantage de conserver des noyaux
cellulaires intacts et de permettre une dispersion favorable &
1'analyse automatique.

Pour les études rétrospectives, des préparations réalisées partir de
blocs de paraffine peuvent &tre obtenues par digestion enzymatique
ménagée (Van Driel-Kulker et al., 1985 ; Hedley et al., 1984). Nous
avons testé cette technique et obtenu des préparations généralement
moins riches en cellules que par les 2 méthodes précédentes. Les noyaux
sont plus condensés en raison de la fixation "en masse" par le formol
et le cytoplasme est trés mal conservé. En outre, des noyaux coupés
peuvent rendre 1l'interprétation des résultats difficile.

Une autre méthode utilisée par Berryman et al. (1984) et par Fu et Hall
(1985) consiste A& mesurer la ploidie sur des coupes histologiques. Deux
difficultés apparaissent alors:

1. dans 1'épaisseur des coupes utilisées en routine (5 & 10 pm)
beaucoup de noyaux sont coupés de fagon variable.

2. les cellules ne sont pas étalées comme dans les frottis
cytologiques de sorte que des noyaux ou des parties de noyaux s'étalent
sur plusieurs plans de focalisation.

Diverses méthodes, fondées sur les lois de la stéréologie, ont été
proposées pour corriger les mesures de ploidie réalisées sur coupes
(Barres et al., 1985). Les modéles mathématiques correspondants ne
s'appliquent cependant que si les noyaux sont sphériques et de taille
homogéne. Ils ne conviennent donc pas a l1'analyse des tumeurs du sein
qui sont souvent trés hétérogénes.

L'avantage de la mesure de la ploidie sur des coupes histologiques est

que les régions pathologiques de la coupe pouvant étre-sélectionnées et
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mesurées séparemment, les résultats obtenus sont alors corrélés

directement avec la morphologie histologique.

Référence diploide

Pour pouvoir comparer les résultats de spécimens traités par différents
lots de colorants, une référence est nécessaire. Nous avons utilisé
comme référence des lymphocytes présents dans chaque frottis.

Les valeurs de densité optique des lymphocytes sont différentes d'un
cas a 1l'autre. Les moyennes varient de 3301 u.a. a 8020 u.a.. La
plupart des cas (29 cas = 71%) ont une moyenné comprise entre 5.000
u.a. et 6.500 u.a.. Ces différences reflétent la grande hétérogénéité
des préparations analysées:

Les frottis varient selon la date de leur confection et le temps de
fixation réel ne peut pas étre vérifié a posteriori. Selon le protocole
le temps de fixation était de 30 minutes mais aucune rigueur n'était
requise dans le contexte de l'observation visuelle des frottis.

Des différences de préparation pourraient expliquer les différences de
1'intensité de coloration des lymphocytes ainsi que la variation de
leur taille de 86 u.a. a 193 u.a. selon les frottis. Dans 1'étude
prospective, 1la standardisation des méthodes préparatives n'a pas
abouti & wune plus faible variabilité du Ffaciés nucléaire des
lymphocytes.

Outre des différences de préparation, les lymphocytes ne peuvent de
toute fagon pas é&tre considérés comme une population homogéne. Leur
taille et le degré de condensation de leur chromatine varie selon leur

état d'activation immunologique (Germain et al., 1981).
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I1 existe d'autres références diploides possibles. Quelques auteurs
utilisent des fibroblastes (Atkin, 1972). Ces cellules ont 1'avantage
de mieux correspondre aux cellules tumorales A& 1'égard de 1la taille et
du niveau de décondensation de la chromatine ; de plus elles peuvent
étre facilement distinguées des cellules tumorales par leur forme
allongée. Malheureusement, les fibrocytes ne se trouvent pas en
quantiteée suffisanté dans tous les frottis. Nous avons donc choisi des
lymphocytes comme référence essentiellement parce qu'ils sont présents
dans la majorité des préparations et sont toujours trés facilement
reconnaissables. Certains auteurs utilisent une référence externe,
telle que des erythrocytes de poulet ou de truite. Bien que ces
cellules présentent des populations plus uniformes que les lymphqcytes
humains une référence interne est préférable. En effet les lymphocytes
subissent le méme traitement que les cellules tumorales, 1ils ont le
méme d3ge et ont regu la méme quantité de lumiére pendant les mesures.
Ce dernier critére est important parce que la coloration de Feulgen

pdlit & la lumiére (Kasten et al., 1962).

Nous avons constaté qué les noyaux des lymphocytes mesurés dans 1'étude
prospective sont en moyenne plus grands que les noyaux des lymphocytes
mesurés dans les frottis rétrospectifs: La moyenne é&tait de 147 u.a.
dans les cas prospecti'fs comparé & 137 u.a. dans les cas rétrospectifs.
Cette différence est significative au seuil de probabilité de 95%. La
différence concernant la densité optique intégrée est encore plus
importante: 8320 u.a. pour les cas prospectifs au lieu de 5618 u.a.
pour les cas rétrospectifs.Cette différence est significative au seuil
de probabilité de 99%.

I1 est probable que ces différences soient dues aux différences de



- 61 -

préparation: les cas rétrospectifs avaient été fixés par le qélange
alcool/éther et colorés initialement selon PAPANICOLAOU par contre, les
cas prospectifs ont &été fixés dans le fixateur de BOEHM-SPRENGER et
colorés directement par la réaction de FEULGEN. La préparation des cas
rétrospectifs rend les cellules. moins colorables et provoque une
contraction plus grande des cellules et notamment des lymphocytes.
Enfin les lymphocytes sont plus petits que les cellules tumorales et la
chromatine des lymphocytes est naturellement plus condensée ﬁue la
chromatine des cellules tumorales (Okagaki et 1Izvo, 1978).Cette
condensation est & 1l'origine d'une erreur négative affectant les
mesures de densité optique (loi de Lambert/Beer). La valeur de 10D
correspondant au contenu en ADN de cellules diplqides était environ 10%
plus élevée que la valeur de IOD mesurée sur des lymphocytes. De tels
résultats ont déjad été observés par différents auteurs qui en tiennent
compte de fagon différente:

Si 1la valeur des lymphocytes est fixée & 100 1la valeur 110 est
considérée comme valeur diploide (Atkin, 1972 ; Atkin et Kay, 1979).
D'autres auteurs multiplient la valeur des lymphocytes par un

cofficient 1,2 (Boecking et al., 1984). Cornelisse t al. (1984)

considérent que les cellules qui ne varient pas de plus de 10 & 15% par
rapport a& la valeur des lymphocytes sont diploides.
Fossa et al. (1982) utilisent des granulocytes comme référence interne
avec les méme inconvénients que ceux rencontrés avec les lymphocytes.
Les analyses par cytométrie en flux utilisent une référence externe,
par exemple des érythrocytes de poulet ou de truite.

Nous avons gardé la valeur 2 000 comme valeur moyenne diploide de
IOD par référence aux lymphocytes, de sorte que la valeur correspondant

aux cellules tumorales diploides était de 2 200 environ. Considérant
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les différentes sources d'erreurs, l'intervalle de 2000 & 2400 u.a. a

été retenu comme caractéristique des cellules diploides.
Analyse d'image et cytométrie en flux

Les deux principales techniques utilisées en cytologie analytique sont
l'analyse d'image et la cytométrie en flux. Les études comparant ces
deux méthodes (Cornelisse et al.,1984 ; Cornelisse et Van Driel-Kulker,
1985) montrent que les qualités respectives de ces deux approches sont
différentes et qu'elles ne peuvent pas @&tre considérées comme
compétitives. La cytométrie en flux permet la mesure d'une grande
quantité de cellules (i.e. plus de 100 000 cellules) de sorte que la
quantité moyenne en ADN d'une population cellulaire peut &tre
déterminée avec une gragde précision. Les résultats fournis par cette
méthode sont donc souvent exprimés en terme "d'indice d'ADN" qui est le
quotient entre le contenu en ADN de la population GO,Gl analysée et le
contenu en ADN d'une population diploidé normale de référence. Cet
indice est pratique pour évaluer le contenu en ADN des cellules de la
lignée principale de la tumeur, mais il ne rend pas compte de cldnes
éventuels ayant un contenu différent.

La méthode d'analyse d'image présente 1'avantage de permettre le
contrdle visuel des cellules analysées ; on peut donc discriminer les
cellules bénignes des cellules malignes et les cellules épithéliales
des cellules stromales ou sanguines. De plus, les aggrégats de cellules
peuvent &tre reconnus et écartés de l'analyse. Enfin le contenu en ADN
d'une cellule considérée individuellement peut &tre déterminé et permet
‘ainsi de détecter d'éventuels clénes de peu de cellules ayant des

paramétres densitométriques et/ou morphologiques particuliers.
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Classification des histogrammes d'ADN

Les méthodes de classification des histogrammes d'ADN proposées a ce
jour avaient pour principal objectif de faciliter 1'analyse des
corrélations entre la ploidie et le temps de survie des malades (Auer
et al., 1980 a) ou les facteurs pronostiques tels que le nombre de
métastases axillaires (Cornelisse et al., 1985) et/ou le taux des
récepteurs aux oestrogénes (Auer et al., 1980 b).

Atkin (1972) examine les modes des histogrammes d'ADN et sépare les
histogrammes en deux groupes: les diploides ou assimilés et les
triploides/tétraploides.

Auer et al. (1980 a, 1980 b) utilisent une classification selon quatre
types (cf. définitions en B III). Cette classification est fondée sur
la position des modes de l'histogramme et 1la présence ou l'absence de
cellules entre les modes.

En cytométrie en flux, c'est la position du pic majeur (indice de
ploidie) qui est généralement considérée plutdt que 1la forme de
1'histogramme.

Quelques auteurs (Bedrossian gg_gl.,lQBi ; Raber et al., 1982) évaluent
l'activité de prolifération en calculant 1la proportion de cellules en
phase S, celles-ci sont supposées étre les cellules ayant un contenu en
ADN supérieur a celui de la population G1,G0 et inférieur & celui des
cellules en phase G2,M. Cette approche implique que 1les populations
soient homogénes ce qui est rarement le.cas dans les cancers du sein
(Hager et Heppner, 1983) ; en outre, la distinction entre cellules en
phase S et cellules aneuploides n'est pas possiblelsur la base du seul
contenu en ADN.

Boecking et al. (1984) ont proposé de calculer deux paramétres a partir
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de 1'histogramme de ploidie:

le premier est le pourcentage de cellules ayant un contenu en ADN
,supérieur & 2c (2cDI). On détermine d'abord pour chaque cellule 1la
différence entre sa valeur d'ADN et 1la valeur correspondant aux
cellules diploides. L'indice est la somme des carrés de ces différences
divisé par le nombre de cellules analysées.

Le deuxiéme paramétre est la proportion de cellules ayant un contenu
en ADN >Sc (5cER).
Chassevent et al.(1984) ont proposé d'extraire des histbgrammes d'ADN
obtenus par cytométrie en flux, 5 paramétres qui sont: le taux de
ploidie (indice d'ADN) : le pourcentage de cellules dont le contenu en
ADN est supérieur & 2c et la répartition des cellules dans le cycle
cell;laire (%G0,Gl1 ; %S : %G2,M). La diversité des méthodés proposées
(Bedrossian et al, 1981 : Boecking et al., 1984 ; Chassevent et al.,
1984 : Cornelisse et al., 1984 ; Ewers et al., 984 ; Fossa et al.,
1982 ; Olszewski et al., 1981 etc.) démontre 1'absence de modéle de
référence permettant d'évaluer la signification biologique de 1la

distribution des cellules en fonction de leur quantité d'ADN et rend

difficile la comparaison directe entre ces travaux.

La méthode de classification des histogrammes d'ADN que nous avons
développée avait, contrairement aux méthodes précédentes, pour
principal objectif de décrire la diversité des histogrammes d'ADN et
d'en extraire des caractéristiques plutdt biologiques que cliniques.
Les histogrammes d'ADN ont donc été représentés par les pourcentages de
cellules dans dix classes de contenu en ADN. Les intervalles choisis
(tableau 3) tiennent compte des facteurs biologiques en conservant les

intervalles 2c, 4c et B8c, significatifs de l'euploidie.
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Pour une représentation graphique des histogrammes, un plan d'ACP a été
choisi qui séparait des tumeurs euploides des tumeurs aneuploides. En
deuxiéme lieu, deux paramétres étaient extraits de ce plan: il s'agit
de l'indice'de ploidie et de 1'indice de prolifération.
Cette représentation offre les avantages suivants:

1. elle tient compte de toutes les cellules aneuploides et pas
seulement du degré d'aneuploidie de la lignée principale;

2. elle tient compte de 1l'activité de prolifération pour autant que

>

les cellules ayant une quantité d°'ADN intermodale peuvent étre
considérées comme des cellules en phase S indépendemment de leur
ploidie;

3. ces deux indices permettent de caractériser les histogrammes
d'ADN aussi bien que le plan d'ACP puisque 1'indice de ploidie
représente, en réalité, l'une des composantes vectorielles des
paramétres qui définissent le premier axe du plan ; l'indice de
prolifération représente 1'étalement de l'histogramme di & la présence
de cellules intermodales.

En conséquence ces deux indices sont riches en informaton biologique

interprétable.
Probléme biologique de 1'aneuploidie

L'expression "euploide" signifie qu'une cellule a un multiple entier du
nombre haploide de chromosomes des cellules sexuelles. Des cellules
diploides, triploides, tétraploides etc. sont donc des cellules
euploides (Bradbury et al., 1981). Des «cellules qui ont plus de deux
lots haploides de chromosomes sont dites "polyploides". Il est a noter

que ces définitions sont fondées sur le nombre de chromosomes et non
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sur le nombre de chromatides ou 1le contenu en ADN des cellules. Une
cellule en phase G2 du cycle cellulaires n'est donc pas tetraploide
(4n), mais contient quatre chromatides par paire de chromosomes (4c),
chaque paire ne comptant que 2 chromosomes (2n).

Une cellule aneuploide contient un multiple non-entier du nombre
haploide de chromosomes. Cette anomalie se manifeste paé des
chromosomes additionnels (hyperploidie) ou par des pertes de
chromosomes dans certaines paires (hypoploidie). En ce qui concerne les
délétions et translocations, dont certaines sont difficilement
détectables, le qualificatif de "aneuploidie" ne convient pas puisque
le nombre de chromosomes n'est pas modifié.

Les approches cytogénétiques des cancer du sein (Trent, 1985) ont
montré que les anomalies chromosomiques y sont fréquentes. De
nombreuses tumeurs malignes du sein ont un caryotype pathologique
comportant des "chromosomes marqueurs"” aux formes anormales. Les
anomalies des chromosomes 1, 6, 7 et 11 sont particuliérement

fréquentes.

C.II.II. SIGNIFICATION CLINIQUE
Nous avons établi une méthode qui permet de classer les histogrammes
d'ADN d'une maniére objective selon deux critéres ayant une
signification biologique: 1'indice de ploidie et 1'indice de
prolifération. La question se pose donc de savoir quelles relations
existent entre ces paramétres et les données cliniques tels que le
nombre de métastases axillaires, la taille de la tumeur et la présence

de récepteurs hormonaux.
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1. Activité de prolifération

L'activité de prolifération ne se traduisant pas directement dans
l'histogramme d'ADN, nous avons utilisé comme indice de prolifération

le pourcentage de cellules intermodales.
a. Corrélation avec le nombre de métastases axillaires

Selon nos résultats, 1l'indice de prolifération des cas sans métastases
n'est pas différent de celui des cas avec métastases.

Pour la formation de métastases les cellules malignes doivent étre
capable de se détacher de la tumeur primaire et de pénétrer dans les
vaisseaux sanguins ou lymphatiques. A un lieu distant de la tumeur
primaire, elles doivent pouvoir sortir du vaisseau sanguin, pénétrer
dans les tissus, s'y fixer et se multipler (Salomon, 1982).

La probabilité de former des métastases est donc liée a des propriétés
cellulaires qui, selon nos résultats, ne dépendent pas nécessairement
de l'activité de prolifération d'une tumeur.

Cette hypothése est confirmée par les travaux de différents auteurs,
qui ont examiné l'activité de prolifération par marquage & la thymidine
tritié (Gentili et al., 1981 ; Meyer et Hixon, 1979 ; Moran et al.,
1584): Aucune différence significative de 1'indice de marquage entre

les patients avec et sans métastases n'a été trouvée.
b. Corrélation avec la taille de la tumeur

Nos résultats n'ont pas permis d'établir de corrélation entre la taille

de la tumeur et l'activité de prolifération des populations tumorales.
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Ceci est en accord avec de nombreux travaux ( Silvestrini et al.,
1984 ; Meyer et Bauer, 1975 ; Gentili et al., 1981) pour lesquels
1'activité de prolifération, généralement exprimée par 1'indice de
marquage & la thymidine tritiée , ne s'est pas révélée correléde avec la
taille de la tumeur. Ainsi la taille de la tumeur ne serait pas une
conséquence directe de l'activité de prolifération. Effectivement, la
perte de cellules par dissémination et nécrose peut modifier grandement
le nombre final de cellules corrélées & 1la taille de la tumeur. La
taille étant déterminée lors du premier diagnostic (taille clinique) ou
lors de l'opération de la tumeur (taille histologique), elle dépend en
grande partie du délai de détection: ainsi 1'Age d'une tumeur de 1 cm
de diamétre peut varier de quelques mois a quelques années. Les

activités de prolifération des cellules dans ces deux cas sont

certainement différentes.

c. Corrélation avec le taux des récepteurs hormonaux

Nos résultats n'ont pas permis de constater de corrélation entre
l'activité de prolifération et le taux des récepteurs aux oestrogénes.
Par contre, plusieurs auteurs (Kute et al., 1981 ; Meyer et al., 1978

et 1984 ; Meyer et Lee, 1980 ; Silvestrini et al., 1984) ont décrit une
corrélation négative entre ces deux paramétres. La présence ou
l'absence de récepteurs hormonaux est due a l'activation ou a
l'inactivation des génes correspondants par la transformaion maligne.
Ainsi 1la perte des récepteurs hormonaux est le signe d'une
dédifférenciation du tissu, elle-méme souvent accompagnée par une
augmentation de 1l'activité de prolifération. Il existerait donc une

relation indirecte entre les deux paramétres mais selon des modalités

probablement complexes.
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2. Aneuploidie

°

a. Corrélation avec le nombre de métastases axillaires

La répartition des cas selon 1l'indice de ploidie ne montre pas de
différence évidente entre les cas avec ou sans métastases. L'analyse
discriminante (tableau 13) montre, que ce sont plutdt les pourcentages
de cellules dans les classes de ploidie élevée (6c, 7c, 8c) qui
distinguent les cas avec métastases des cas sans métastase.

Les travaux concernant les corrélations entre‘ 1*aneuploidie et le
nombre de métastases axillaires sont controversés. Les auteurs qui
n‘ont pas trouvé une telle corrélation (Ewers et al., 1984 ; Bedrossian
et al., 1981) présentent des résultats aussi significatifs que ceux
qui en ont trouvé (Hedley et al., 1984 ; Cornelisse et al., 1984). Sur
le plan biologique, une corrélation positive entre le nombre de
métastases axillaires et la présence d'une aneuploidie gignifierait que
l1'agressivité des cellules, c'est-a-dire leur capacité de former des

métastases, augmente, si les changements caryologiques deviennent plus

importants au sens de la quantité d'ADN mise en cause.
b. Corrélation avec la taille de la tumeur

Les résultats que nous avons obtenus n'ont pas fait apparaitre de
relation entre 1l'aneuploidie et la taille de la tumeur.

Une analyse discriminante entre les tumeurs de petite taille et les
tumeurs de grande taille n'a pas conduit a une bonne séparation sur la
base des pourcentages de cellules dans les dix classes de ploidie. De

p[us, cette analyse n'a pas sélectionné les pourcentages de cellules
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ayant un contenu aneuploide (2,5¢ ou 3c) mais les pourcentages de
cellules ayant une ploidie élevée (7c ou >8c).

Les résultats obtenus par divers auteurs concernant une éventuelle
corrélation entre 1la taille de la tumeur et une aneuploidie sont
divergents. Quelques auteurs trouvent wune corrélation entre ces deux
paramétres (Fallenius et al., 1986 ; Ewers et al., 1984) et pas
d'autres (Jakobsen et al., 1984 ; Bedrossian et al., 1981).

Les fondaments biologiques d'une telle corrélation sont difficiles a
envisager. Fallenius a émis 1'hypothése d'une dédifférenciation et
d'une malignité croissante pendant 1le développement de la tumeur,
hypothése contredite par des travaux de Bedrossian et al.(1981) et Auer
et al. (1984) qui constataient au contraire une grande stabilité dans
le temps du degré de ploidie des cancers du sein: le type d'histogramme
d'ADN de la tumeur primaire et celui des métastases apparues jusqu'a
plus de dix ans aprés 1la tumeur primaire sont généralement trés

similaires.

c. Corrélation avec le taux des récepteurs hormonaux

Nos résultats n'ont :pa; montré de corrélation entre le taux des
récepteurs aux oestrogénes et l'aneuploidie. L'analyse discriminante
entre les groupes de cas avec et sans récepteurs était fondée sur le
pourcentage de cellules ayant une ploidie élevée (8c et ;éc) et
aboutissait a une séparation correcte de 86% des cas en considérant les
classes de haute poidie (8c et >8c).

Des corrélations entre 1'indice d'ADN, qui exprime le  degré
d'aneuploidie, et le taux des récepteurs aux oestrogénes ont déja été

rapportées (Cornelisse et al., 1984 ; Fossa et al., 1982 ; Olszewski et
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al., 1981 ; Raber et al., 1982). Les corrélations restent cependant
faibles. De plus, des taux élevés de récepteurs peuvent étre trouvés
dans des tumeurs trés aneuploides, de méme que des taux faibles dans
des tumeurs diploides (Cornelisse et al., 1984).

La formation des récepteurs hormonaux pourrait donc é&tre sous la
dépendance de changements chromosomiques non détectables par les
méthodes utilisées (i.e. translocation ou augmentation faible du

matériel génétique).
3. Corrélation avec le pronostic
a. Les données cliniques

Comme nous l'avons constaté dans 1'étude rétfospective les données
cliniques ne se sont rélevées que faiblement corrélées au pronostic.
Ainsi des tumeur atteignant 6 cm ou associées a un nombre élevé
(jusqu'a 10) de métastases axillaires se rencontre chez des patientes
ayanf une longue survie. Corrélativement, des patientes A courte survie
sans métastase ou avec des petites tumeurs (<3cm) sont également
rencontrés.,

La principale conclusion de nos résultats est donc que la prolifération

cellulaire et l'aneuploidie ne montrent que des corrélations faibles

avec les données cliniques.
b. Aneuploidie et activité de prolifération

Des cas de cancers du sein qui montrent une prolifération augmentée et

une anomalie caryologique étendue (aneuploidie) sont réputés de mauvais
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¢ pronostic. Nos résultats concernant les cas rétrospectifs confirment
cette hypothése: la plupart des cas 4 courte survie ont un indice de
ploidie faible et un indice de prolifération élevé ; corrélativement,
la plupart des cas a longue survie ont un indice de ploidie élevé et un
indice de prolifération bas:
Mais pour les deux séries de cas les exceptions sont fréquentes. La
corrélation de ces deux paramétres avec le pronostic n'est donc pas

suffisante pour affirmer un pronostic sur un cas donné.

Une explication possible de ces résultats est que l'agressivité

d'une tumeur n'est pas lide aux propriétés cellulaires mais a des
relations tumeur-héte: une méme cellule se développerait donc
différemment dans des hOtes différents. Les données cliniques, comme la
taille de la tumeur, la présence de métastases axillaires et le temps
de survie dépendraient principalement de facteurs internes comme 1'état
immunologique des malades plutdt que des anomalies cellulaires.
Cette hypothése a été réfutée par des expériences de Fidler et Kripke
(1977) qui ont montré, par injection intraveineuse de cellules
provenant de clones, que le nombre de métastases formées par des
cellules dépendait du clone d'origine et pas de 1'héte (expériences
réalisées chez la souris).

Une autre explication possible du manque de corrélation entre le
pronostic et 1le contenu en ADN des cellules est que ce dernier ne
suffit pas A& caractériser le degré d'anomalie associable a
1'aggressivité des cellules. Comme nous l'avons montré, des

histogrammes d'ADN trés similaires peuvent &tre trouvés chez des

<o

patientes présentant des évolutions trés différentes de leur tumeur.

En supposant que l'agressivité d'une cellule ait une base cytologique,

2
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l'activité génétique d'une cellule agressive doit &tre différente de
celle d'une cellule non-agressive. L'activité génétique se traduisent
dans la structure chromatinienne d'une cellule (Smith et al., 1982),
nous avons donc examiné les relations entre les données cliniques et la
texture chromatinjenne des cellules tumorales (éfude prospective) ainsi
que les relations entre le prognostic et la texture chromatinienne des

cellules tumorales (étude rétrospective).
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D. ANALYSE DE LA TAILLE ET DE LA TEXTURE NUCLEAIRE

D.I. RESULTATS

D.I.I. DIVERSITE DES TUMEURS

1. Matrice de corrélation

La matrice de corrélation entre les 15 paramétres calculés par noyau
sur l'ensemble des cellules acquises pour 1'étude prospective est
donnée dans le tableau 15.

Entre différents paramétres de fortes corrélations sont pbservées. On
considére comme ‘forte corrélation des coéfficients de corrélation
supérieur & 0,6.

Les paramétres calculés & partir de la matrice de longueurs de sections

sont corrélés entre eux et avec les paramétres DIFMO (contraste) et
I0D. Le coefficient de corrélation entre IOD et GLD est de 0,55.

Tous les paramétres MARKOVIEN de texture sont corrélés avec la surface,

sauf le paramétre LM. Celui-ci ne montre pas de corrélation avec
d'autres paramétres.

Le paramétre IOD est corrélé avec la surface nucléaire. Il ne montre
pas de corrélation avec les paramétres calculés a partir de la matrice
de co-occurrence ol avec les autres paramétres densitométriques.

Le paramétre NA (surface nucléaire) ne montre pas non plus d'autres
corrélations avec les paramétres densitométriques.

Les paramétres MOD, SODH, SDODH et KODH ne montrent pas de corrélation

entre eux ol avec les paramétres MARKOVIEN de texture, sauf une forte
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corrélation entre MOD et SDODH.
En ce qui concerne les paramétres % et CVAR il est a noter qu'ils sont
corrélés entre eux et avec les paramétres LRE et GLD. Le paramétre Z et

0

en plus corrélé avec le paramétre RPC.

La matrice de corrélation calculée pour les cellules de 1'étude
rétrospective est donnée dans le tableau 16. Les corrélations entre les
paramétres sont en général proches de celles obtenues dans 1'étude

prospective.
2. Analyse monoparamétrique'

2.1. Histogrammes
Les histogrammes des  paramétres NA, SODH, LM et RLD pour les
populations totales de 1'étude rétrospective et pour 1'étude
prospective sont présentés dans 'la fiqure 22.
Le paramétre gé»(surféce du no;au) montre une distribution monomodale.
L'histogramme est asymétrique, la distribution est déplacée vers le
gauche. Le pic est plus bas pour les cellules de 1'étude prospective et
il est déplacé vers des valeurs plus élevées.
Le paramétre SODH présente uﬁ histogramme plutdt symétrique. Dans
l1'histogramme avec des intervalles de 12 u.a. la colonne centrale est -
12/-24 dans 1l'étude prospective et - 36/-48 dans 1'étude rétrospective.
Le paramétre LM montre une distribution pratiquement symétrique,
centrée autour de 550 u.a. pour les cellules prospectives et 520 u.a.
pour les cellules rétrospectives.

Le paramétre RLD montre une distribution asymmétrique. Le pic est plus

0
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bas et décalé vers des hautes valeurs pour les cellules de 1'étude
prospective.

Tous les autres paramétres montrent des histogrammes monomodaux. Les
pics sont généralement asymétriques. La forme des histogrammes est

toujours similaire pour les deux études.

2.2. Moyennes et écart-types des paramétres nucléaires

Le tableau 17 montre les moyennes et les écart-types des 15 paramétres
pour l'ensemble des cellules de 1l'étude rétrospective (8175 cellules)
et pour 1l'ensemble des cellules de 1l'étude prospective (57211
cellules). Les différences entre les deux études sont significatives
pour tous les paramétres. Pour les paramétres MARKOVIENS de texture,
les moyennes obtenues dans 1'étude rétrospective sont plus faibles que
celles obtenues dans l1'étude prospective. Il en est de méme pour les
moyennes des paramétres NA (surface nucléaire) et SODH. Les quatre
autres paramétres (IOD, MOD, SDODH et KODH) ont des moyennes plus
élévées dans l'etude rétrospective. Il a été vérifié que les moyennes
calculées sur l'ensemble des cellules de 1'étude rétrospective ou
prospective n'étaient pas significativement différentes des moyennes
des paramétres par cas. Pour 1'étude rétrospective les moyennes sont

ainsi calculées sur 41 valeurs et sur 117 valeurs pour l'étude

prospective.

Pour comparer les paramétres nucléaires des cas présentant des tumeurs
malignes avec ceux présentant des tumeurs bénignes, nous avons calculé
les moyennes et les écart-types des paramétres sur 1l'ensemble des cas

des deux groupes. Le résultat est présenté dans le tableau 18. On
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constate que la plupart des paramétres sont significativement
différents entre les deux groupes. Seuls les paramétres MOD, SDODH,
KODH, Z et CVAR ne montrent pas de différence significative entre les

deux groupes de cas.

3. Analyse multiparamétrique par une ACP

3.1. Différents plans d'ACP

La fiqure 23 montre la projection des images nucléaires de quelques
cellules dans les trois plans d'ACP calculés A partir de différentes
combinaisons de paramétres pour les deux premiéres variables. Les
vecteurs précisent la fonction des paramétres dans les variables
représentées.

La figure 23 a montre la distribution des cellules dans un plan défini
par l'ensemble des quinze paramétres nucléaires. Les cellules sont bien
dispersées indiquant que les deux variables représentées ne sont pas
corrélées.

Les cellules sont classées selon leur taille de gauche (grosses
cellules) A droite (petites cellules). Sur la moitié supérieure du plan
se trouvent des cellules avec une texture grossiére. Les cellules de la
partie inférieure du plan ont une texture finement granulaire.

La répartition des cellules sur le plan correspond donc bien &
1'impression visuelle concernant leur taille et la structure de leur
chromatine.

La figure 23 b montre la distribution des cellules dans un plan défini
par les paramétres MARKOVIENS de texture. La position des cellules

indique une corrélation entre les deux variables représentées. Bien que

@
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le paramétre NA (taille nucléaire) ne soit pas parmi les paramétres
considérés pour le calcul des axes factorielles, on constate une
augmentation de la taille nucléaire de gauche a droite. Ce phénoméne
est di A la dépendance des paramétres de texture de la taille des
noyaux. Cette dépendance est probablement purement mécanique, la taille
d'un noyau dépendant directement de l'arrangement de la chromatine.
|

La matrice de corrélation entre les paramétres et leur distribution
dans 1la population cellulaire permet de sélectionner trois paramétres
nucléaires aussi indépendants que possibles: SODH, CVAR et RLD. La
projection des images nucléaires dans le plan défini par ces trois
paramétres (figure 23 c) montre que les deux> informations taille et
structure nucléaire sont suff isemment décrites par ces trois
paramétres. La taille des noyaux augmente de la région inférieure
gauche vers la région inférieure droite du plan. La structure nucléaire
est aussi bien représentée: les cellules qui sont proches sur le plan
présentent une texture similaire.
Ce dernier‘plan calculéasur la base des trois paramétres SODH, CVAR,
RLD et qui représente fidélement les différences de faciés nucléaire a
&té retenu pour une analyse plus app;ofondie des différences de texture
des populations cellulaires.

3.2. Analyse du plan d'ACP impliquant les paramétres SODH,

CVAR et RLD

La figure 24 montre des nuages de points obtenus pour six tumeurs
différentes. Chaque point représente une cellules de la tumeur projetée

dans le plan défini par les paramétres SODH, CVAR et RLD. On constate,
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que les tumeurs correspondent 3 des nuages variés occupant des régions

différentes du plan.

La fiqure 25 montre les histogrammes de surface du rectangle
d'encadrement pour les études rétrospectives et prospectives
respectivement. La moyenne de la surface est de 56 u.a. pour 1l'étude
prospective et de 38 wu.a. pour 1l'étude rétrospective. La surface varie
de 7 & 393 u.a. pour l'étude prospective et de 11 & 175 u.a. pour
1'étude rétrospective. La distribution est asymétrique avec un décalage
vers des valeurs élevées de surface.

Ceci signifie que les cas rétrospectifs ont en général des populations

cellulaires plus homogénes que les cas prospectifs.

La figure 26 montre la distribution des cas en fonction des moyennes
des deux variables de 1'ACP. Chaque cas est donc représenté par un
point qul correspond au centre de gravité de la projection de ses
cellules dans 1le plan de 1'ACP. Les deux paramétres ne sont pas
corrélés (r=0,34). La distribution des cas différe selon 1l'étude: les
cas prospectifs sdnt compris entre -1,5 et 1,7 pour l'axe x (moyenne
=0,04) et entre -0,8 et 1,0 pour 1l'axe y (moyenne=0,03). Les cas
rétrospectifs sont compris entre -1,5 et 1,0 pour l'axe x (moyenne =
-0,6) et entre -0,7 et 2,4 pour l'axe y (moyenne =0,4).

La surface du rectangle d'encadrement est faiblement corrélée avec la
moyenne de la variable 1 (r=0,47): 1la surface du rectangle
d'encadrement est plus grande pour les.cas ayant des valeurs élévées de

la moyenne de la variable 1.

La figure 27 représente les frontiéres choisies selon les critéres
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donnés en B.I1.2.3.2. Le tableau 19 porte les pourcentages minimaux,
moyens et maximaux de cellules par cas dans chacune des cing régions du
plan d'ACP pour 1'étude rétrospective et pour 1'étude prospective. Les
corrélations entre les pourcentages dans les zones ont été calculées
pour 1'étude prospective. Des corrélations négatives existent entre les
pourcentages dans les groupes B et C et entre les pourcentages dans les
groupes B et D. Une corrélation positive est observée entre les
pourcentages dans les groupes C et D. Les coefficients de corrélation
pour les autres groupes restent inférieurs & 0,6.

Pour les deux séries de cas, la zone B du plan d'ACP est la région
principale. Elle contient la majorité des cellules (42% pour 1'étude
prospective et 47%  pour 1'étude rétrospective). Pour 1'étude
rétrospective suivent la zone E (23% des cellules), la zone A (16% des
cellules), la zone C (8% des cellules ) et la zone D (6% des cellules).
Pour 1'étude prospective‘suivent la zone A (18% des cellules), la zone
C (17% des cellules), 1la zone D (12% des cellules) et la zone E (11%
des cellules).

La repartition des celfules dans le plan d'ACP défini par les trois
paramétres SODH, CVAR et RLD est donc différente selon la nature
rétrospective ou prospective de 1'étude. Les cas rétrospectifs
s'étalent plutdt vers des valeurs élevées de la variable 2 (zone E),
alors que les cas prospectifs s'étalent vers des valeurs élevées de la
variable 1 (zone C et D). Il est A noter que les valeurs minimales pour

les cinq zone sont toujours trés faibles.

La troisiéme méthode d'analyse du plan d'ACP est 1la séparation
objective des cellules en sous-goupes. Le programme CLASSIF a créé six

groupes de cellules. Ce programme a utilisé en premiére étape le
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paramétre CVAR pour une séparation des cellules en trois groupes. A la
deuxiéme étape le paramétre SODH est utilisé pour subdiviser chaque
groupe cellulaire en deux sous-goupes. Une subdivision des groupes
cellulaires résultant de la deuxiéme é&tape par le paramétre RLD
n'améliorait pas la partition.

Le programme a donc créé six groupes nucléaires nommés I A VI. Leur
projection dans 1le plan d'ACP est donnée dans la figure 28, Les
cellules des groupes I, II et III sont regroupées ; il s'agit donc de
groupes homogénes. Les cellules des groupes 1V, V et VI sont plus

°

dispersées.

La répartition des cellules dans les différents groupes, calculée par
un programme d'analyse discriminante décisionnelle, est donnée dans le

tableau 20 ol sont notés les pourcentages minimaux, moyens et maximaux

des cellules de ces six groupes par tumeur.

Les groupes III, IV et VI sont trés peu représentés dans les deux
études. Ces groupes collectent en moyenne moins que dix pourcent des
cellules. Aucune tumeur n'a plus de 50% de ses cellules dans un de ces
groupes.

Pour 1'étude rétrospective le groupe I est 1le groupe majoritaire avec
58% des cellules en moyenne. Il est suivi du groupe II avec en moyenné
29% des cellules. Pour 1'étude prospective le groupe majoritaire est le
groupe II qui contient en moyenne 44% des cellules suivi du groupe 1
qui contient en moyenne 36% des cellules. Les coefficients de
‘corrélation pour 1'appartenance aux six groupes ont été calculés pour
.l'étude prospective. La plus forte corrélation a été trouvée entre les

groupes IV et VI (r;O,87). Ces deux groupes voisins sont situés sur la
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partie inférieure droite du plan d'ACP. La corrélation entre les
groupes III et V qui sont situés sur la partie supérieure droite du
plan est également élevée (r=0,74). Les deux groupes situés a
1'extrémité droite du plan (valeurs é&levées de la variable 1) sont
également corrélés (r=0,72).

Une comparaison des groupes I & VI créés automatiquement avec les
groupes A & E crées subjectivement montre que la zone A correséond
principalement aux cellules du groupe II. La zone B comprend des
cellules des groupes I et II. La zone C contient principalement des
cellules du groupe II et IV. La zone D contient des cellules des
groupes III, IV, V et VI. La zone E contient des cellules des groupes I
et III.

Ces relations sont reflétées par les coefficients de corrélation
calculés entre les groupes cellulaires définis subjectivement et les
groupes definis d'une maniére automatique: des coefficients de
corrélation supérieurs 4 0,8 sont trouvés entre la zone A et le groupe

I, entre la zone C et le groupe IV et entre la zone D et les groupes

III et 1IV.
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D.I.II. SIGNIFICATION CLINIQUE

1. Etude rétrospective

1.1. Analyse monoparamétrique

1.1.1. Corrélations

Le tableau 21 porte les coefficients de corrélation entre les moyennes
par cas des quinze paramétres cellulaires et les données cliniques
connues pour les cas rétrospectifs: 1'dge des patientes, la taille de
la tumeur, 1le nombre de ganglions axillaires métastatisés, le type
histologique de la tumeur et le temps de survie de la malade.

Les corrélations entre 1'dge des patients et les paramétres cellul;ites
sont toujours trés faibles, le coefficient de corrélation restant
inﬁérieur 4 0,20 pour tous les paramétres de texture.

La taille de 1la tumeur montre les plus fortes corrélations avec le
paramétre DIFMO qui exprime le contraste chromatinien (r= 0,32). Une
faible corrélation négative est trouvée entre la taille de la tumeur et
la surkace nucléaire (r=-0,30). Le coefficient de corrélation reste
inférieur 4 0,30 pour tous les autres paramétres de texture.

Le nombre de métastases axillaires est corrélé avec aucun paramétre de
texture, le coefficient de corrélation le plus élevé étant observé avec
la surface nucléaire (r= 0,28).

Les corrélations les plus fortes entre texture et type histologique
sont observées pour les paramétres Z et CVAR calculés i partir de 1la

matrice de co-occurrence ; cependant, les coefficients de corrélation
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ne sont que de 0,29.
La seule corrélation statistiquement significative est observée entre
le temps de survie et le paramétre LM (r=0,43).

N

1.1.2, Histogrammes

La comparaison entre les histogrammes de quelques paramétres
cellulaires pour l'ensemble des cellules acquises pour les cas & longue
survie (3606 cellules) et ceux obtenus pour l'ensemble des cellules
acquises pour les cas & courte survie (4570 cellules) est présentée
dans la figure 29.

Les deux hiétogrammes du paramétre NA (surface nucléaire) montrent la
méme forme caractérisée par un pic légérement asymétrique centré autour
de 350 u.a.. Le pic est légérement plus large pour les cellules des cas
a courte survie. Une observation similaire peut étre faite pour le
paramétre RLD. Pour les paramétres SODH et LM les histogrammes des éeux

séries de cellules sont trés semblables.
1.1.3. Moyennes et écart-types

La plupart des paramétres nucléaires ont des histogrammes monomodaux et
symétriques. Il est donc possible de comparer les moyennes des
paramétres par cas pour trouver des différences dans 1; distribution de
ces paramétres.

Dans le tableau 22 sont portés les moyennes et les écart-types des
paramétres nucléaires pour les cas a longue survie par comparaison avec
les cas a courte survie. La différence’ entre les deux séries de cas

a été analysée par le test de STUDENT.
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Une différence significative, au seuil de probabilité de 95%, a été
trouvée pour le paramétre LM. La moyenne était de 514 u.a. pour les cas
a longue survie et 542 u.a. pour 1les cas i courte survie. Les autres
paramétres ne présentent pas de différences statistiquement

significatives.

1.2. Analyse multiparamétrique

La fiqure 30 montre les histogrammes de fréquence de 1la surface du
rectangle d'encadrement calculés sur le plan d'ACP des paramétres SODH,
CVAR et RLD (cf. D.I.3.).

Bien que le nombre de cas représentés soit faible (21 cas a longue
survie et 20 cas & courte survie), une tendance vers une surface de
rectangle d'encadrement plus élevée pour les cas & courte survie est &
noter. La moitié des cas a une surface du rectangle d'encadrement
supérieure a 32 u.a. (10 cas sur 20) ce qui ne s'observe que pour un
quart seulement des cas & longue survie (5 cas sur 21).

La figure 31 montre 1la position du centre de gravité des nuages de
points dans le plan d'ACP analysé. Cing cas & courte survie et uﬁ cas
seulement 3 longue survie ont des valeurs positives de la variable 1.
La variable 2 ne fait apparaitre aucune différence entre les cas &
courte et longue survie.

Dans 1la figure 32 chaque cas est représenté par un symbole
correspondant A son groupe clinique. Aucun regroupement des cas
appartenant au méme groupe clinique n'est observé.

L'occupation des cinq zones du plan d'ACP pour les cas 4§ longue et

courte survie est donnée dans le tableau 23. La seule différence

statistiquement significative est observée pour la zone D.
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La repartition des cellules des cas & courte et longue survie dans les
8ix groupes créés automatiquement est donnée dans le tableau 24. On
constate une différence statistiquement significative concernant le
groupe I (64% en moyenne pour les cas & longue survie et 52% en moyenne
pour les cas a courte survie). Le groupe IV, qui montre également une
différence significative, ne concerne qu'un petit nombre de cellules

par cas.

Pour 1'analyse d'un plan d'ACP trois méthode ont été dévéloppée:

la premiére méthode conduisait & trois paramétres (la surface du
rectangle d'encadrement, 1la moyenne de la variable 1 et la moyenne de
la variable 2);

la deuxiéme méthode conduisait & cinq paramétres (les pourcentages
dans les cing =zones du plan d'ACP) et

la troisiéme méthode conduisait & six paramétres (les pourcentages
de cellules appartenent aux six types cellulaires).
Les corrélations ent;e ces 14 paramétres et les données cliniqueé sont
portées dans le tableau 25. Les coefficients de corrélation concernant
1'adge des malades sont tous inférieur & 0,30 ; la taille de la tumeur
n'est cortéiée que faiblement avec le pourcentage de cellules dans le
groupe I (r= 0,31). Une corrélation négative de r=-0,36 est trouvée
avec la moyenne de la variable 1. Le nombre de métastases axillaires et
le type histologique ne montrent pas de corrélation positive supérieure
a r=0,30. Par contre un coefficient de corrélation r=-0,46 est obse;vée
entre le type histologique et le pourcentage de cellules dans le groupe

IIT. La corrélation avec le pourcentage de cellules dans le groupe V

est également significative (r=-0,34).
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La corrélation la plus élevée avec le temps de survie est observée pour
le pourcentage de cellules dans le groupe IV (r=0,34). Cependant,
1'interprétation des coefficients de corrélation avec le temps de
survie est limitée par le fait que seule deux valeurs (5 ou 10) ont été

utilisées.

2. Etude prospective

2.1. Analyse monoparamétrique

2.1.1. Corrélations

La matrice de corrélation entre les moyennes des paramétres par cas et
les données cliniques connues est donnée dans le tableau 26. Pour le
nombre des cas analysés (92 cas), un coefficient de corrélation de
r=0,20 est statistiquement significatif au seuil de probabilié de 95%.
I1 n'existe donc pas de corrélation entre les paramétres nucléaire et
1'dge des malades. Concernant la taille de la tumeur, les paramétres
10D, Z et CVAR présentent des corrélations significatives. Ces mémes
paramétres, et en outre les paramétres SODH et LM, sont correlés avec
le nombre de métastases axillaires. Le type histologique montre une
corrélation négative avec 1le paramétre SDODH et une corrélation
positive avec 1le paramétre KODH. Deux paramétres (MOD et SDODH)
montrent des corrélations négatives avec le taux des récepteurs aux
oestrogénes. En ce qui concerne le taux des récepteurs a la
progestérone, des corrélations négatives sont trouvées avec les
paramétres 1IOD et SDODH et une corrélation positive avec le paramétre

SODH.
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2.1.2. Histogrammes

Pour trouver une différence éventuelle concernant la distribution d'un
paramétre de texture entre populations cellulaires différentes, nous
avons comparé les histogrammes de distribution, des paramétres
cellulaire.

Deux groupes cliniques ont été choisis: le groupe GC-001 et le groupe
GC-110.

Le premier groupe comprend 1les cas ayant les plus petites tumeurs
contenant des récepteurs aux oestrogénes et qui présentent moins de
trois métastases axillaires: le pronostic de ces cas est réputé le plus
favorable.

Le deuxiéme groupe comprend les cas ayant de grandes tumeurs ne
contenant pas de récepteurs aux oestrogénes et présentant plus de trois
métastases axillaires: le pronostic de ces cas est réputé le plus
défavorable.

Le groupe GC-001 comprend 43 cas représentés par 23007 cellules. Le
groupe GC-110 comprend seulement sept cas représentés par 3011
cellules. Les histogrammes correspondant & ces deux groupes pour les
paramétfes NA (surface nucléaire), SODH et RLD sont présentés dans la
figure 33. Le pic de l'histogramme du paramétre NA est plus aplati pour
le groupe GC-110. Ce phénoméne a été également observé pour les cas a
courte survie dans 1l'étude rétrospective. Le pic est décalé vers la
droite pour le groupe GC-110. Les histogrammes du paramétre SODH sont
trés similaires pour 1les deux populations cellulaires: il s'agit
d'histogrammes monomodaux avec un pic symétrique centré sur 0.
L'histogramme du paramétre RLD est plus étalés pour le groupe GC-110
maié pour les deux séries ces histogrammes sont monomodaux et

asymétriques.
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Les histogrammes des autres paramétres nucléaires ne présentent pas de

différences significatives.

2.2.2. Moyenne et écart-types

Le tableau 27 montre les moyennes et les écart-types des paramétres
cellulaires pour les deux populations GC-001 et GC-110. Des différences
statistiquement significatives au seuil de probabilité de 95% sont

observées pour les paramétres IOD, 2 et CVAR.

2.2. Analyse multiparamétrique .

Dans le tableau 28 sont notés 1les valeurs minimales, moyenne et
maximales de 1la surface du rectangle d'encadrement pour les huit
groupes cliniques. Dans tous les groupes, les variances sont trés
grandes. Des différences significatives existent entre les groupes GC-
001 et GC-110, entre les groupes GC-101 et GC-100 et entre les groupes
GC-101 et GC-110.

La figure 34 montre le centre de gravité des nuages de points dans le
plan d'ACP analysé pour les huit groupes cliniques. Bien que les
effectifs de la plupart des groupes soient faibles on peut constater
les tendances suivantes: les groupes GC-100 et GC-011 occupent de
préférence la moitié droite du plan. Par contre le groupe GC-101 occupe
principalement la moitié gauche. Pour les autres groupes (GC-110, GC-
111, GC-010,GC-000 et GC-001) il n'apparait pas de localisation
préférentielle.

La répartition des cellules dans 1les cing zones du plan d'ACP. est
donnée dans le tableau 29 qui porte les pourcentages minimaux, moyens

et maximaux par groupe clinique. Le tableau 30 montre les zones pour
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lesquelles les différences entre les groupes cliniques considérés deux
a deux sont statistiquement significatives au seuil de probabilité de
95%.

Les groupes GC-001 et GC-110 ne montrent pas de différence concernant

ces cing paramétres.

Le tableau 31 montre la répartition des cellules des huit groupes
cliniques dans les six groupes celluiaires.

Le tableau 32 montre les types cellulaires pour lesquels les
pourcentages moyens de cellules sont significativemant différents entre
les groupes cliniques considérés deux a deux. Les deux groupes avec des
pronostics trés différents (GC-001 et GC-110) sont différents
concernant les types cellulaires V et VI. Pour 1'interprétation des
résutats il convient de considérer que les types cellulaires ITI & IV

sont trés peu représentés.

Les coefficients de corrélation entre les 14 paramétres extraits du
plan d'ACP analysé et les données cliniques connues pour 1'étude
prospective, sont portés dans le tableau 33.

L'age des malades, le type histologique et le taux des récepteurs aux
oestrogénes montrent aucune corrélation significative avec les 14
paramétres analysés. La taille de la tumeur est corrélée avec le
pourcentage de «cellules dans le groupe V. Le nombre de métastases
axillaires montre des corrélations avec plusieurs paramétres ; les plus
fortes sont obtenues avec la surface du rectangle (r=0,35) et le
pourcentage de <cellules dans le groupe VI (r=0,26). Le taux des
récepteurs A la progestérone est corrélé avec les pourcentages de
cellules dans les zones B et D et les pourcentages de cellules des

types I et IV.
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D.II. DISCUSSION

D.II.I. DIVERSITE DES TUMEURS

Le cytopathologiste qui diagnostique une préparation cytologique se
fonde sur des critéres morphologiques tels que 1la taille des cellules
et- des noyaux, le rapport nucléo-cytoplasmique et l'organisation de la
chromatine. Ce dernier critére traduit le stade de différenciation et
la malignité éventuelle d'une cellule. La distribution anormale de la
chromatine est la caractéristique la plus importanta du noyau malin
(Hughes et al., 1968). Ces critéres sont A mettre en relation avec le
fait que la différenciation et la transformation maligne sont
directement dépendants de l'expression des génes (Smith et al., 1982).
Ainsi, 1l'activation et 1'inactivation des génes est accompagnée de
changements Idans 1'état de condegsation de la chromatine et donc
d'altérations de la texture nucléaire puisque les processus de
compaction de la molécule d'ADN mettent en jeu & la fois les histones
et les protéines acides qui constituent 1la plus grande partie du

matériel nucléaire (Valencia, 1982-1983 Nagl, 1985).

Il apparait de plus en plus probable que la régulation de l'activité
des geénes implique des réactions de méthylation et d'acétylation des
histones ; par contre, cette régulation ne concerne que les génes
succeptibles d'&tre exprimés. Les mécanismes qui rendent un géne
succeptible, ou non, d'étre régulé, sont vraisemblablemént sous la
dépendance des protéines non-histones et de 1'ADN hautement répétitif
non transcrit. Cette interaction qui aboutit a l'inactivation sélective

et irréversible caractéristique de la différenciation dépend



- 93 -

probablement des mémes mécanismes que celle qui aboutit a l‘actlv#tion
anormale de certains génes dans les cellules malignes. La transcription
de ces génes anormalement activés se déroule alors en l'absence des
mécanismes régulateurs correspondants.

Enfin, il apparait de plus en plus clairement que 1'organisation supra-
molééulaire du noyau cellulaire place les chromatides dans une
interdépendance spatiale fixée par les protéines non-histoniques (HMG
notamment) et les protéines de la lamina de l'enveloppe nucléaire. Il
n'est donc pas surprenant que la condensation ou la décondensation de
petites sections de la molécule d'ADN se traduise par des remaniements
de 1l'ensemble de 1'édifice nucléaire. Ces altérations deviennent alors
visibles au microscope optique . Pour les cytologistes il ne fait aucun
doute que la texture de chromatine d'une cellule de 1'épithélium
galactophore est différente de celle d'une cellule stromale ou d'un
lymphocyte et que la transformation maligne, méme discréte (dysplasie
légére), est principalement pergue A travers les changements de

l'organisation nucléaire (Bradbury et al., 1981).
1. Analyse de la texture de la chromatine

L'observation de la chromatine a travers le microscope conduit a des
conclusions subjectives et péu reproductibles. Afin de mieux
appréhender 1'organisation chromatinienne, divers approches ont été
utilisées.

Les méthodes biochimiques se fondent sur la sensibilité de la
chromatine & divers enzymes (Smith et al., 1982 ): 1la chromatine est
d'autant plus sensible qu'elle est moins condensée. Les résultats

obtenus par ces méthodes fournissent le rapport entre chromatine
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condensée et décondensée mais représentent des moyennes pour le tissu
étudié. Ces données ne peuvent pas &tre obtenues au niveau des noyaux
considérés individuellement et ne permettent donc pas d'établir de
relation avec 1l'expérience visuelle des cytologistes et leurs
diagnostics cellule & cellule. Par contre, les méthodes d'analyse
d'image permettent de rendre objective et quantitative la notion de

‘texture, pour chaque cellule considérée individuellement.

Nous avons appliqué des méthodes numériques de représentation de la
texture adaptées au cas des noyaux cellulaires en utilisant d'une part
1'approche mono-dimensionnelle 4 partir de l'histogramme de densité
optique,et d'autre part 1'approche stochastique bi-dimensionnelle

fondée sur la construction de matrices (Chassery, 1980 ; Brugal, 1984).
A. Paramétres déduits de l'histogramme des densités optiques

Les paramétres déduits de 1l'histogramme des densités optiques de
1'image nucléaire et qui sont dépendants de la texture de la chromatine
sont les suivants:

Le paramétre MOD correspond au contenu en ADN par unité de surface.
Il exprime donc la concentration moyenne de la chromatine du noyau.

Le paramétre SDODH est 1'écart-type de la densité optique du noyau
qui exprime l'hétérogénéité de la condensation de la chromatine des
valeurs les plus basses aux valeurs les plus hautes. Ce paramétre est
indépendant de l'organisation spatiale de la chromatine.

Les paramétres KODH et SODH décrivent la forme de 1'histogramme des

densités optiques par noyau et dépendent de la fréquence relative des
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différentes valeurs de densité optique. 1Ils sont donc dépendants de la
distribution des différents niveaux de condensation de la chromatine

mais indépendants de leurs positions respectives dans le noyau.

B. Paramétres stochastiques de texture
Ils concernent l'organisation spatiale des différents niveaux de gris
du noyau. Chaque point de 1'image contribue & 1la valeur d'un

paramétre ; ce sont donc des "mesures globales de texture".

B.l. Les paramétres déduits de la matrice de co-occurrence dépendent

des fréquences d'association des différents niveaux de gris
topographiquement voisins rencontrés dans le noyau.
Les correspondances entre les valeurs de ces paramétres et l'impression
visuelle de la texture de la chromatine n'est pas facile & établir.
La figure 23 permet de constater que:

Le paramétre LM exprime le degré de condensation de la chromatine.
11 croit quaﬁd le degré de condensation diminue.

Les paramétres Z et CVAR, qui sont trés corrélés, expriment plutdt
1'homogénéité de répartition de la chromatine.

Le paramétre DIFMO dépend du contraste de l'image et permet de
distinguer les textures finement granulées des textures avec de larges

amas de chromatine trés condensée.

B.2. Les paramétres calculés a partir de la matrice de longueurs des
sections dépendent de la relation topographique entre les points de
1'image qui ont le méme niveau de gris. La longueur et le niveau de

gris des sections du noyau ayant le méme niveau de gris servent a
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calculer les différents paramétres de texture.

Les valeurs du paramétre SRE sont élevées pour les textures finement
granulées et faibles pour les textures homogénes.

Le paramétre LRE se comporte de fagon inverse: sa valeur est élevée
pour les textures homogénes.

Le paramétre GLD s'éléve si certains niveaux de gris sont
prédominants dans 1'image: sa valeur est faible si tous les niveaux de
gris sont représentés uniformément.

Le paramétre RLD croit 1lorsque certaines longueurs de sections
apparaissent de fagon plus fréquente. Il exprime donc la régularité de
la texture.

Le paramétre RPC s'éléve si le nombre de sections différentes

augmente ; la texture est dans ce cas plus grossiéres.

2. Représentation de la texture par tumeur

Afin de pouvoir représenter chaque noyau d'une tumeur en fonction de
tous les paramétres qui le caractérisent, nous avons utilisé 1l'analyse
en composante principale. Pour comparer les tumeurs par l'analyse des
différences entre les nuages de points qui représentent leurs cellules

nous avons utilisé deux approches:

a. La premiére approche a consisté & calculer les moyennes des deux
premiéres variables de 1'ACP pour chaque tumeur analysée. Ces moyennes
correspondent au centre de gravité du nuage de points formé par les
cellules de la tumeur dans le plan analysé mais elles ne représentent
pas la distribution des cellules. Nous avons donc ajouté A ces deux

paramétres la surface du rectangle qui recouvre tous les points du
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nuage. Cette surface donne une évaluation de 1'hétérogénéité de la
population examiné mais ce paramétre est trés sensible aux artefacts
'puisque un objet artéfactuel situé en dehors du nuage de points
correspondant 4 des cellules augmente la surface du rectangle
d'encadrement.

b. Afin de réduire 1l'effet des artefacts éventuels et de mieux
caractériser la distribution des points dans le rectangle, celui-ci a
été découpé en différentes régions. Le probléme qui se pose alors est
de définir les frontiéres des différentes zones considérées. Nous avons
comparé un découpage subjectif avec un découpage objectif et montré que

les régions définies par les deux méthodes étaient trés voisines.
3. Influence de la préparation et de la fixation sur la texture

La réaction de Feulgen est stoechiométrique pour 1'ADN. La réaction est
précédée par une hydrolyse acide de 1'ADN qui est toujours accompagnée
par une perte de désoxyribonucléotides. La température et 1le pH de
1l'acide utilisé influencent la réaction. A partir de courbes
d'hydrolyse il a été constaté que les meilleures résultats sont obtenus
aprés hydrolyse avec l'acide chlorhydrique 6N a une température de 20°C
(Deitch et al., 1968). Nous avons donc choisi cette méthode.

L'intensité de la réaction dépend aussi du fixateur utilisé. Comme le
montre le tableau 8, tous les paramétres cellulaires mesurés (taille
nucléaire, contenu en ADN et texture de 1la chromatine) sauf le
paramétre Z, sont différents selon que les cellules ont été fixées par
1'éthanol/éther ou par le liquide de Boehm-Sprenger. Nous avons
contrdlé que cette différence n'est pas due a la coloration initiale de

Papanicolaou.
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Ces résultats démontrent que 1la structure de 1la chromatine-des

cellules fixées est déterminée par la méthode de fixation comme le
confirme les travaux de Fraschini et al.( 1981). Une fixation favorable
pour une analyse de la texture chromatinienne provoque des
modifications specifiques de la structure native de la chromatine. Les
méthodes d'analyse de la texture décrites ici peuvent &tre appliquées
indépendamment de la méthode de fixation ; cependant, une comparaison
entre les cas prospectifs et rétrospectifs n'est pas possible car les
deux méthodes de fixation utilisées provoquent des altérations

différentes de la texture de la chromatine.

D.II.II. SIGNIFICATION CLINIQUE
!

Il est aujourd'hui généralement admis que les paramétres qui décrivent
la texture nucléaire permettent de déterminer 1'état fonctionnel d'une
cellule. Sans et De la Torre (1979) ont constaté que 1l'analyse de la
texture de la chromatine, 4 partir de frottis colorés par la réaction
de Feulgen, permet de déterminer le potentiel de prolifération des
cellules avant méme que 1'indice de marquage et 1'indice mitotique
n'atteignent des valeurs significatives. Des changements de 1la
chromatine apparaissent avant que les cellules entrent en cycle et
permet donc de distinquer 1les cellules en phase GO des cellules en
phase Gl.

Des changement de la texture chromatinienne apparaissent liés a la
transformation néoplasique des cellules (Nicolini, 1980). Komitowski et
Zinser (1985) ont étudié les différences de taille et d'arrangement des

amas d'hétérochromatine de cellules normales par comparaison avec des
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cellules maligne dans le foie. Leurs résultats suggérent que
l'apparition d'une classe additionnelle d'amas d'hétérochromatine (qui
sont définis par leur distribution spatiale et leur densité optique)
accompagne la transformation maligne.

D'autre part, King et al. (1984) ont montré que les paramétres
cellulaires obtenus par analyse d'image permettent de distinguer entre
différents types de précurseurs des tumeurs du sein (tumeurs bénignes,
non-proliférative, hyperplasiques, dysplasiques et'cancers). Si, dans
les cancers du sein, les données cliniques (taux des récepteurs
hormonaux, nombre de métastases, taille de la tumeur) sont le résultat
d'activités cellulaires particuliéres, celles-ci doivent étre corrélées
aux paramétres cellulaires qui semblent étre la manifestation
morphologique de ces activités. Nos résultats montrent effectivement
une corrélation entre le taux des récepteurs aux oestrogénes et les
paramétres nuléaires mesurés par analyse d'image. Pour le nombre de
métasstases axillaires et 1la taille de la tumeur, la corrélation est
plus faible. Ces facteurs ne semblent donc pas le résultat des seules
propriétés cellulaires ; 1ils pourraient dépendre également de 1'état
immunologiques des patientes et des mécanismes complexes encore mal
connus qui président a4 la relation hdte-tumeur. Dans le cas de 1l'étude
rétrospective, la corrélation entre texture de 1la chromatine et
pronostic était faible. Ceci pourrait étre di & la mauvaise qualité du
matériel rétrospectif fixé selon des méthodes mal adaptées a une
exploitation par analyse d'image et variables au cours de la longue
période de recrutement (1972-1984).

Tous ces problémes ont été évités dans 1'étude prospective: la
fixation,la préparation et la coloration de ces cas étaient

standardisés et adaptés a l'exploitation par analyse d'image. Cette



- 100 -

étude n'ayant commencé qu'en 1983, 1l'évolution des cas n'est pas encore
connue. Les données cliniques comme la taille des tumeurs, le type
histologique, le taux des récepteurs hormonaux et le nombre de
métastases axillaires se révélent cependant des indicateurs de

pronostic peu fiables.

Une analyse des corrélations entre le temps de survie des malades et la
repartition de ses cellules dans les différents types cellulaires
permettra aprés plusieurs années (au moins dix ans) de savoir si
certains types cellulaires sont, par leur présence dans les tumeurs,

d'une signification pronostique reproductible.
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E. CONCLUSIONS ET HYPOTHESES

Les méthodes d'analyse d'image permettent une représentation
quantitative des faciés nucléaires dans des populations cellulaires en
se fondant sur les paramétres de taille nucléaire, de contenu en ADN et
de texture de la chromatine.

Une caractérisation objective des histogrammes de distribution des
cellules d'une tumeur en fonction de leur quantité d'ADN est rendue
possible par le calcul des pourcentages de cellules dans 10 classes de
ploidie. Ces distributions peuvent &tre comparées entre différentes
populations cellulaires par analyse nultivariée dans une espace définie
une fois pour toute par des histogrammes de référence.

Parmi les cas de tumeur du sein analysés dans cette étude deux
principaux groupes apparaissent: les cas avec un pic majeur vers 2c ou

2,5c et les cas avec un pic majeur vers 4c ou 5c.

Les corrélations entre les pourcentages de cellules dans les
différentes classes de ploidie et les données cliniques sont faibles.
Les classes de contenu élevé en ADN montrent une corrélation avec la
t;ille de la tumeur dans 1'étude prospective et avec un temps court de
survie dans l'étude rétrospective.

L'hétérogénéité des cellules d'une population de cancer du sein
concernant les caractéres nucléaires peut étre représentée sur un plan
canonique aprés une ACP. La réduction du nombre de paramétres mesurés
est possible sans perte significative d'information. Différentes

méthodes d'analyse du plan obtenu peuvent &tre appliquées et notamment

une méthode fondée sur la détermination automatique de types nucléaires
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et le calcul des pourcentages de cellules appartenant i ces types.

Les corrélations entre les moyennes des paramétres nucléaires mesurés
dans une population cellulaires et 1les données cliniques concernant la
taille de 1la tumeur, 1'Age des malades, le nombre de métastases
axillaires et le taux des récepteurs hormonaux sont faibles. Cependant,
une différence significative existe, pour de nombreux paramétres, entre
des cellules tumorales bénignes et malignes.

Trois seulement des 15 paramétres nucléaires mesurés montrent une
différence significative entre deux groupes de cas ayant des pronostics
trés différents par référence aux données cliniques.

Les corrélations entre la fréquence de certains types cellulaires dans
une population tumorale et les données cliniques concernant la patiente
correspondante sont faibles dans tous les cas étudiés.

I1 convient cependant de remarquer que:

(1) Le manque de corrélation entre 1les données cliniques et les

paramétres quantitatifs dans 1'étude rétrospective peut s'expliquer par

M
or
23]

la qualité inégale des frottis analysés puisqu'ils n'avaient pas
préparés en vue d'une exploitation automatique.

(2) Les informations pronostiques les plus fiables (temps de survie) ne
sont pas disponibles dans le cas de l'étude prospective pour laquelle
le recul est insuffisant.

(3) Les corrélations entre les paramétres nucléaires et les données
cliniques conventionnelles ne méritent pas d'étre plus approfondies en
raison de 1la signification pronostique trés discutable de ces

idicateurs conventionnels.

Une reprise de l'étude dans plusieures années bénéfierait de plus de

renseignements cliniques sur le traitement, de la connaissance des
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temps de rémission et de survie des patientes et permettrait de
déterminer s'il existe des corrélations objectives et fiables entre la
présence de certains types cellulaires définis par analyse d'image et

1'évolution biologique des tumeurs du sein.
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FIGURES ET TABLEAUX
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ETAPE SOLUTION TEMPS
ALCOOL 95% 2 MINUTES
ALCOOL 80% 2 MINUTES
HYDRATATION ALCOOL 70% 2 MINUTES
ALCOOL 50% 2 MINUTES
EAU DISTILLEE 2 MINUTES
COLORATION HEMATOXYLINE 6 MINUTES
. EAU DISTILLE 2 MINUTES
EAU ACIDE
RINCAGE (HCI 0.57%) 30 SECONDES
EAU COURANTE 10 MINUTES
ALCOOL 50°% 2 MINUTES
ALCOOL 70% 2 MINUTES
DESHYDRATATION ALCOOL 80% 2 MINUTES
. ALCOOL 95% 2 MINUTES
ORANGE G6 6 MINUTES
COLORATION (BOH Chemicals Ltd Paole)
FINCAGE ALCOOL 95% 2 MINUTES
ALCOOL 95% 2 MINUTES
EA. 36 4 MINUTES
(BOH Chemicals Ltd Poole)
COLORATION LIGHT GREEN
(10 gr dans 100 mi)
ALCOOL 95% 2 MINUTES
ALCOOL 100% 2 MINUTES
ALCOOL 100% 2 MINUTES
DESHYDRATATION ALCOOL 100% 2 MINUTES
ALCOOL 100% 2 MINUTES
ALCOOL 100°% 2 MINUTES
XvLot 5 MINUTES

Tableau 1:
Protocole de la coloration de Papanicolaou.
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Fiqure 1:

Distribution de 1'age des malades.
A gauche: étude rétrospective (N=41)
R survie < 5 ans (N=20)
survie > 10 ans (N=21)
Les pourcentages sont calculés par colonnes, pronostics con-
fondus.
A droite: étude prospective (N=117)
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Figure 2:

Distribution de la taille des tumeurs.
A gauche: étude rétrospective (N=35)
BEREAR survie < S5 ans (N=15)
5 survie > 10 ans (N=20)
Les pourcentages sont calculés par colonnes, pronostics con-
fondus. .
A droite: étude prospective (N=108)
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Figure 3:
Distribution du nombre de métastases axillaires:

A gauche: étude rétrospective (N=29)
: ¢ survie < 5 ans (N=11)
: survie > 10 ans (N=18)
Les pourcentages sont calculés par colonnes, pronostics con-
fondus.
A droite: étude prospective (N=92)
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ETAPE SOLUTION TEMPS TEMPERATURE
ALCOOL 95% 10 MINUTES
HYDRATATION ALCOOL 75% 5 MINUTES TEMPERATURE
ALCOOL 50% 5 MINUTES
EAU DISTILLEE 5§ MINUTES AMBIANTE
HYDROLYSE HCLBN 1 MINUTES s0c
HCLG N 60 MINUTES
EAU DISTILLEE 1 MINUTES TEMPERATURE
AINGA EAU DISTILLEE 1 MINUTES
CAGE - EAU DISTILLEE 1 MINUTES AMBIANTE
EAU DISTILLEE 1 MINUTES
REACTIF DE
SCHIFF 60 MINUTES
(BOH Chemicals Ltd Poole)
BAINS SULFUREUX 1 MINUTES 20%
COLORATION BAINS SULFUREUX 1 MINUTES
BAINS SULFUREUX 1 MINUTES
BAINS SULFUREUX 1 MINUTES
(5% HCI 1 N, 0.5% NA25204)
2
TEMPERATURE
RINCAGE EAU COURANTE 10 MINUTES RVipalh
EAU DISTILLEE 3 MINUTES
ALCOOL 50% 5 MINUTES
ALCOOL 75% 5 MINUTES TEMPERATURE
DESHYDRATATION ALCOOL 95% 5 MINUTES
ALCOOL 95% 10 MINUTES AMBIANTE
ALCOOL 100% 10 MINUTES
ALCOOL 100% 10 MINUTES
XvLOL 10 MINUTES

Tableau 2:

Protocole de coloration par la

réaction de Feulgen.
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Distribution du taux de récepteurs aux oestrogénes dans
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Distribution du taux de récepteurs a la progestérone dans
1'étude prospective (N=104) .
colonne représentant les cas ayant un taux de
récepteurs a la progestérone <=10 fmoles/mg protéine.
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Figure 6:
Schéma fonctionnel de l'analyseur d'image SAMBA 200 TM (TITN).
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Exemples de quatre types d'histogrammes d'ADN définis par
Auer et histogramme obtenu dans un tissu non-proliférant
(contrdle).

(D'aprés Auer et al., 1980)
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CONTENU EN ADN 2c 2,5¢ 3c 3.5¢ 4c
INTERVALLE (U.A) {2000-2400( {2400-2800( (2800-3200( {3200-3600( [3600-4400(
INTERVALLE (U.A) 400 400 400 400 800
CONTENU EN ADN Sc 6c 7c 8c >8c

INTERVALLE (U.A) {4400-5400( [5400-6400( [6400-7400( {7400-8400( {8400-20000(
INTERVALLE (U.A) 1000 1000 1000 1000 11600
Tableau 3:
Frontiéres des intervalles de densité optique intégrée choi-

sis pour définir dix classes de ploidie.
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CLASSE DE PLOIDIE

2¢  25¢ 3c 3.5¢ 4c Sc 6¢c Tc 8c >8c

1 /oo o o o o0 o o o0 o o

2 0100 o0 o0 0 0o ©0 0 0 o

3 0 0 W0 o0 o0 o o0 0 0o o

4 0 0 o0 10 o0 0 o o0 0o o

GROUPE 1 5 © 0 o0 o0 10 o 0 0 o o
6 0 0 o0 o0 0100 0 0 0 o

7 © 0 o0 0 0 o0 100 0 0 o0

8 0 o0 o 0 o0 0 ©0 10 0 0

9 0 0o o0 o0 0 0 o0 o010 o

10 6 0 0 0 o0 0 o0 0 0 100

m |’ o o o 2 o o o0 0o o

12 0 7% o0 0 0 2 0 0 0 0

13 0 0 7 0 o0 0 2 o0 0o 0

GROUPE 2 14 0 0 o0 7 0 0 0 25 0 0
15 0 0 o o0 75 0 0 02 o

16 6o 0 o o0 o0 7 o o0 0 25

17 | s6 9 8 7 20 0o 0 0 0 o

8, ] o 86 9 8 7 20 0 o0 0 o0

19 0 o s 98 8 7 2 0 0 o

GROUPE 3 20 0 0o o 6 9 8 7 20 0 0
21 6 o o0 o s 9 8 7 2 o

22 0o 0 o o0 o s 9 8 7 20

232 |25 o o o0 7 o o0 o0 0o o

24 0 25 0 o0 o0 75 0 o0 0 0

25 06 0 25 0 o0 o0 7 0 0 o0

GROUPE 4 26 6 0 0 25 0 0 0 75 0 0
27 0 0 o o0 25 0 o0 07 0

28 6 0 o0 o0 o0 25 0 o0 0 75

Tableau 4:

Pourcentages de cellules dans les dix classes de ploidie dé-

finissant 28 histogrammes de référence. Ces histogrammes ont

été tassemblés en quatre groupes suivant leur forme:

Groupe 1: histogrammes monomodaux;

Groupe 2: histogrammes bimodaux sans cellule intermédiaire,
le premier mode étant le mode majeur;

Groupe 3: histogrammes bimodaux avec cellules intermédiaires;

Groupe 4: histogrammes bimodaux sans cellule intermédiaire le
second mode étant le mode majeur.
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EFFECTIF (%)

EXEMPLE 1
MP
40 -
- 301
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w MpP*
5
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w
™
10 4 CA MpP*
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0- 4
2c 2.,5¢ 3c 3.5¢ 4c 5c 6c Tc 8c >8¢
CONTENU EN ADN
EXEMPLE 2
40 -
MP
30
20 ,
MP+
10 4 CcA CA
0- —
2¢ 2.5¢ 3c 3.5¢ 4c Sc 6¢ 7c 8¢c >8c
CONTENU EN ADN
Figure B8:

Deux exemples de calcul de 1'indice de prolifération.

MP : classe principale;

MP*: classe avec un contenu en ADN double ou quadruple de
celui de la classe principale;

classes adjacentes aux classes MP ou MP*;

classes intermodales retenues pour le calcul de 1'indice
de prolifération.

CA
cp
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TAILLE<4cm | TAILIE<dcn TAILLE= 1 cm TAILLE 24 cm
NBRE. META.<4 | NBRE. META. >4 | MIBRE. META.<4 | NBRE. META. >4
N N Y% N % N % N %
- cs 10 a 40 2 20 3 30 1 10
LS 18 10| s6 3 17 5 28 0 0
R
GROUPE RS-00 RS-01 RS-10 RS-11
CLINIQUE

Tableau 5:

Distribution des cas a longue survie (LS) et des cas a courte
survie (CS) dans quatre groupes cliniques définis selon le
nombre de métastases axillaires et la taille de la tumeur.
Seuls les cas olu les deux données sont connues sont

considérés.

TAILLE DE NBRE DE TAUX DES
LA TUMEUR RECEPTEURS AUX
(cm) META.GGL. OESTROGENES
(fmol/mg prot.)
<4 24 <4 >4 <10 >10
GC-000 + + +
GC-001 + + +
GC-010 + + +
GC-100 + ] + +
Gc-011 + + +
GC-110 + + +
GC-101 + + +
GC-111 + + +

Tableau 6:
Caractéristiques biologiques définissant les huit groupes
_cliniques de 1l'étude prospective.
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Figure 9:

Distribution des lymphocytes "selon la surface nucléaire (NA;
axe x) et la densité optique intégrée (IOD; axe y)
Chaque cas est représenté par la moyenne de ces deux para-
métres. '
o cas rétrospectifs (N= 41)
e cas prospectifs (N=117)

CLASSIFICATION PROPOSEE

| ] 1] v
TYPE 1 (N=24) 88 12 0 0
D'HISTOGRAMME It (N=36) 25 63 4 8
LE PLUS M (N=84) 2 27 59 13
PROBABLE IV (N=96) 0 5 3 92

Tableau 7:
Répartition des histogrammes d'ADN selon les types I i IV de

Auer. Pour chaque cas le type d'histogramme d'occurrence la
plus élevée a été retenu comme le plus probable. Le résultat

est exprimé en pourcentage.
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Figure 10:
a. Projection des cas dans le plan défini par les variables 1
(axe x) et 3 (axe y) d'une ACP de 28 histogrammes synthé-
tiques.

o cas rétrospectifs

e cas prospectifs, tumeurs malignes

g8 cas prospectifs, tumeurs bénignes

b. Représentation vectorielle de la contribution des dix pa-
ramétres de ploidie aux axes du plan précédent.
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Fiqure 11:

a. Projection des cas dans le plan défini par les variables 1
(axe x) et 4 (axe y) d'une ACP de 28 histogrammes synthé-
tiques.
b. Représentation vectorielle de la contribution des dix pa-
ramétres de ploidie aux axes du plan précedent.

o cas rétrospectifs

e cas prospectifs, tumeurs malignes

B cas prospectifs, tumeurs bénignes
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0

VARIABLE 1 (U.A)

Figure 12:

Projection de quelques histogrammes d'ADN dans le plan défini
par les variables 1 (axe x) et 4 (axe y) de 1'ACP de reéefeée-
rence. (Les vecteurs du plan sont représentés dans la fi-

gure 11.)

CONTENU EN ADN

2c | 25¢c] 3¢ |35¢c]| 4c 5c 6¢ 7c 8c | >8¢

w
N
N

19 17 7 7 25 13 5
EFFECTIF

(%) PS| 29 22 6 7 17 13 3

-
-
-

Tableau 8:

Pourcentage de cellules dans les dix classes de ploidie pour
l'ensemble des cas rétrospectifs (RS; N=41) et des cas pro-
spectifs (PS; N=117).
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Figure 13:

Distribution des cas rétrospectifs ( o) et des cas prospec-
tifs (e : tumeurs malignes, 8 : tumeurs bénignes) selon 1'in-
dice de ploidie (axe X) et l'indice de prolifération (axe y).
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REPRESEMNTES PAR > = § CELLULES (%)

Figure 14:
Distribution du paramétre 1IOD obtenu dans 1'étude prospec-

tive.

A gauche: distribution de l'ensemble des cellules en fonction
de leur quantité d'ADN (57 212 cellules)

A droite: fréquence des cas ayant au moins 5 cellules dans
les intervalles de 10D représentés.
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TYPE
D'HISTOGRAMME
| [[] n [\
Tableau 9:
t1s]20] 25 | 10 | as Distribution des histogrammes
types I A IV dans les cas a
cs| o s |60 | 38 longue survie (LS) et les cas &
courte survie (CS). Le résultat
est exprimé en pourcentages.
PARAMETRE LS CS TAUX DE BONNE
ETAPE BIEN/MAL BIEN/MAL
INCLUS CLASSE CLASSE CLASSIFICATION
1 4c 11no 15/5 63%
2 2c 16/ 156 76%
3 °3,6¢ 16/5 123 80%

Tableau 10:

Classification des cas 4 longue survie (LS) et courte survie
(CS) dans les trois premiéres étapes d'une analyse
discriminante fondée sur les pourcentages de cellules dans
les 10 classes de ploidie.
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VARIABLE 1 (UA)

Projection des cas a4 longue survie (4) et des cas a courte
survie (o) dans le plan des variables 1 & 4 d'une ACP des 28
:wmnounuaamm de référence. (Les vecteurs du plan sont
présentés dans la figure 11).

Les cas mal classés par analyse discriminante sont entourés.

re-

VARIABLE 4 (UA)
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*
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*
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o
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- 4 .
0 . 4 o© o .
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VARIABLE 1 (U.A)

Figure 16:

Projection des cas rétropectifs dans
variables 1 et 4
rence.

Chaque cas est représenté par un symbole correspondant a
groupe clinique et permettant de 3

distinguer entre les cas a
longue survie (LS) et les cas & courte survie (CS).

le plan défini par les
de 1'ACP des histogrammes d'ADN de réfé-

A son

LS CcSs

° o : RS-00
4 a : RS-01
* * : RS-10
L n : RS-11
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Figure 17:

A Y

Distribution des cas a courte survie (. ) et des cas a longue
survie (o) en fonction de 1'indice de ploidie (axe x) et
de l'indice de prolifération (axe y).
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Figure 18:
Répartition des quatre groupes cliniques de 1l'étude rétro-

spective en fonction de 1l'indice de ploidie (axe x) et de
1'indice de prolifération (axe y).

Chaque cas est représenté par un

groupe clinique et permettant de distinguer entre les cas a
longue survie (LS) et les cas a courte survie (CS).

symbole correspondant a son

LS CS

. o : RS-00
2 a : RS-01
* *« : RS-10
L] n : RS-11
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Figure 19:
Exemples d'histogrammes de ploidie trés semblables et indé-

pendants de la durée de survie. (LS= cas & longue survie; CS=
cas & courte survie).
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METASTASES TYPE
AGE TAILLE SURVIE
AXILLAIRE HISTOLOGIQUE
2c -.07 15 -.18 10 —.25
2.5¢ -21 [Cad -.14 -.19 12
3c 12 .00 —.06 A7 14
3.5¢ —.05 -.18 15 .20 .24
4c 21 -3 -.20 10 -.29
5c 10 .08 37 10
6c —.10 -.10 [Cag .02 32
Ic -.08 —-.26 -.01 .07 19
8c .07 -13 .03 -.03 -.07
>8¢c —.16 12 —-.07 34
Tableau 11:
Matrice de corrélation entre 1les pourcentages de cellules

dans les dix classes

de ploidie et les

paramétres cliniques

dans 1'étude rétrospective. Les corrélations hautement signi-
ficatives sont entourées.
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Tableau 13:
Classification cbtenue aux premiéres étapes d'une analyse

discriminante entre différents groupes cliniques.

P ARAMETAE RESH REC.3 TAUX DE
ETAPE BIENMAL BIEMMAL | BONNE CLASS.
INCLUS CLASSES CLASSES o)
1 8¢ 623 137 84
2 >8c 66/ 137 86

Tableau 13 a:

REC-H (N=72): cas avec un taux élevé (>10fmol/mg protéine) de
récepteurs aux oestrogénes;

REC-B (N=20): cas avec wun taux faible (<=10fmol/mg protéine)
de raceptaurs aux oestrogénes.

PARAMETRE TAIH T3 TAUX DE
ETAPE BIEN/MAL BIEMN,MAL BONNE CLASS.
INCLUS CLAsSES CLASSES (%)
1 6c 10/25 5i.6 66
2 >8c 10/25 §2.5 67
Tableau 13 b:
TAI-H (N=35): tumeurs de grande taille (>=4cm)
TAI-B (N=57): tumeurs de petite taille (< dcm)
Erame PARAMETRE METJ.-C MET.8 TAUX DE
£ BIEN/MA EN.MA EC
INCLUS "L BIEN.MAL BONNE CLASS.
CLASSES CLASSES (%)
1 8c 915 5a:12 n
2 Tc 12'12 54014 72.
3 6c 12112 5513 3
Tableau 13 c:
MET-H (N=24): patientes avec au moins 4 métastases axil-
laires;
MET-B (N=68): patientes avec moins que 4 métastases axil-

laires.
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Figure 21:
Distribution

tive,

des huit groupes
repartis en fonction de l'indice de ploidie (axe x) et

INDICE DE PLOIDIE (%)

Figure 21 b:
* GC-100
o GC-101
a  GC-110
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cliniques de l'étude prospec-

de l'indice de prolifération (axe y).
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NA | 100 | moD [sooH kpopH kooH| tM | z | cvar|oirmo| sre | LRe | 6o | AwD | rec
NA . [1.00

100 1.00

mop |-46 | 21 |1.00

sopH| 19 | 07 |-24 |1.00

K0ODH - .41 20 {[C9d | -02 | 1.00

KODH | 26 | -07 | -43 | 34 | -44 |1.00

tM | 32 | 04 |-a4 | 56 |-32 | 38 | 100

z 42 |-34 | 25 | -30 | 42 | 35 |1.00

CVAR |[68) | 37 |-33 | 26 | -28 | 43 | 3s 1.00

oIFMO|ET7Y] | -48 | 62 | -28 | .46 | -27 | =31 | -43 |-40 | 1.00

sre |C96) {C70) [-45 | a1 |-a2 | a8 | 26 | 8 | 52 {588 | 1.00

LRE -44 | 26 |-38 | 32 | 39 |[Cad |Cal 1.00

GLD 55 | -56 | 27 |-52 | 45 | 38 |C7@ Eea 1.00

RLD (67 |-43 | o7 |-a2 | as | 22 | 52 | a6 Ceg (s8] | 1.00
RPC -a6 | a5 |-42 | 21 | 28 57 [Cag |(ag) |[a2) 1.00

Tableau 15: .
Matrice de corrélation calculée sur l'ensemble des cellules a?alysees
" dans 1'étude prospective (57212 cellules). Les corrélations supérieures

s

A r=0,60 sont entourées.

NA 10D | MOD {SODH SDODH KODH| LM Y4 CVAR [DIFMO] SRE | LRE | GLD | RLD | RPC

NA 100
100 1.00
MOD [-33 | .32 |1.00
SODH| .00 | .04 |-03 |1.00
EDODH -31 | 26 |[(87) | .16 | 1.00
KODH| 19 | -04 | =30 | -19 [-.41 |1.00

tM |21 | 02 |-31 ]| 42 [-21 ] .16 | 100 '

z 48 [ -28 | 04 |-26 | 26 | 27 |1.00

CVAR [[(70) | .43 | -27 | 04 |-25 | 26 | 28 i[@ 1.00

DIFMOIE68) | -50 | 37 | -07 | 26 | -14 | -10 |-43 |-40 [1.00

SRE =31 |-04 |-33 | a7 | a7 56 |[=61) | 1.00

LRE =32 | 04 |-28 | a9 | 28 (a8l |[=67 |83 | 1.00

6o (a4 -39 | 01 |42 | 34| 23 -62 |81 |[(87 [ 1.00

RO (93] |69 |-30 | -06 [-33 | 26 | 17 | 85 | 49 | -s6 Ced |76 |Ced | 1.00

rec (Legl (73 | -32 [ -03 | -32 | a8 | a8 |[T67) (=68 |Ced |87 |Ce3 1.00

Tableau 16: i
Matrice de corrélation calculée sur l'ensemble des cellules analysées
dans 1'étude rétrospective (8175 cellules). Les corrélations
supérieures & r=0,60 sont entourées.
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Figure 24:

Exemples de nuages obtenus dans six tumeurs différentes.
Chaque point représente une cellule de la tumeur dans le plan
défini par les paramétres CVAR, RLD et SODH.
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Figure 25:

EFFECTIF (%)

rectangle d'encadrement dans
pro-

Distribution de la surface du
1'étude rétrospective (a4 gauche; N= 41) et dans 1'étude
spective (A droite; N=117).
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Figure 26:

Distribution des cas analysés en fonction des moyennes des
deux variables de 1'ACP portant sur les paramétres SODH, CVAR
et RLD.

pn cas rétrospectifs

e cas prospectifs, tumeurs malignes

8 cas prospectifs, tumeurs bénignes
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Figure 27: .
Découpage du plan défini par les 2 premiéres variables d'une
ACP des paramétres nucléaires SODH, CVAR et RLD (figure 23 c).
ZONE DU PLAN D'ACP
A 8 Cc D E
MIN |MOY|MAaX | MIN | MOY] MAX] MIN JMOY| MAX] MIN| MOY] MAX]| MIN | MOY|MAX
RS 0 16 53 1 47 75 0 8 22 0 6 36 2 23 59
PS 0 18 62 7 42 80 0 17 43 0 12 83 1 1" a7

Tableau 19:
Pourcentages minimaux,

moyens et

maximaux de

rétrospective (RS; N=41) et prospective (PS; N=117).

cellules dans
les cing zones du plan d'ACP (figure 27) obtenus dans 1'étude
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Figure 28:

Projection des 6 groupes cellulaires définis par le programme

"CLASSIF" dans le plan défini par les 2 premiéres variables
d'une ACP des paramétres SODH, CVAR et RLD (figure 23 c).
A groupe I
O groupe 1II
®* groupe III
O groupe 1V
4 groupe v
* groupe VI
GROUPE CELLULAIRE
| n m v . v vi
MIN IMOY MAX [ MIN § MOY| MAX| MIN | MOY| MAX] MIN| MOY| MAX]| MiN [ MOY|MAaX ]| Min [MoY [Max
RS 21 58 | 94 1 29 60 0 7 49 0 3 15 0 3 18 0 1 7
PS 4 36 97 3 44 85 0 8 41 0 8 32 0 2 19 0 2 "

Tableau 20:

Pourcentages minimaux, moyens et maximaux de cellules par cas
appartenant aux six groupes cellulaires (I a par

1'étude rétrospective (RS) et

le

programme

"CLASSIF"

prospective (PS).

dans

s

VI) définis
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METASTASES TrPE
AGE TAILLE SURVIE
AXILLAIRES | HISTOLOGIQUE
NA .05 -.30 13 -23 17
100 .04 ~.20 28 —07 18
MOD M 14 13 M 03
SOOH 10 -27 .03 13 10
SDOOH 19 —27 03 20 -3
KOOH —.08 27 —1 —.03 20
LM .10 —.16 -17 21
z 1" -18 .00 -29 23
CVAR a1 a7 —01 —.29 24
DIFMO a3 32 —.20 .05 —.02
SRE .03 -29 14 -20 21
LRE 07 28 M ~.26 13
GLD 07 ~.20 .09 —18 29
RLD .03 -.28 a4 —19 24
RPC ’ 04 -29 14 -22 19

Tableau 21:

Matrice de corrélation entre les données cliniques et les 15
paramétres cellulaires pour l'étude rétrospective. Les corré-
lations hautement significatives sont entourées.
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Figure 30:

Distribution de 1la surface
les cas & longue survie (LS, & gauche) et les cas

survie (CS, a droite).

du rectangle

d'encadrement dans
a courte
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ZONE DU PLAN D'ACP
A :] C D E
MiN Moy IMAax | MIN | MOY| MAX] MIN |MOY| MAX MIN | MOY| MAX] MIN | MOY|MAX
LS 0 17 | 58 | 12 51 75 0 5 15 0 3 19 2 22 55
cS 0 16 32 1 43 65 0 8 22 0 9 36 3 22 59
TEST DE N.S. N.S- N.S. P< 0,05 N.S.
STUDENT
Tableau 23:
Pourcentages minimaux, moyens et maximaux de cellules dans
les cing zones (A & E) du plan de 1'ACP des paramétres SODH,
CVAR et RLD dans les cas 3 longue survie (LS; N=21) et dans
les cas a courte survie (CS; N=20). (N.S.= non significative-
ment différent par le test de STUDENT).
GROUPE CELLULAIRE
1 " " v v v’
MIN Moy |max | MmN | MoY] mAaX] MIN [MOY]| MAX] MIN| MOY| MAX]| MIN | MOY MAX | MIN MOYIMA)(
LS 36 64) 94 1 27 60 0 8 43 0 1 7 0 2 18 0 1 2
CcS 21 52 80| 4| 2 59 0 9 49 0 4 15 0 3 18 0 1 7
TEST DE P< 0,05 N.S. N.S. P<
STUDENT .S 0.05 N.S. N.S.
Tableau 24:
Pourcentages minimaux, moyens et maximaux de cellules dans

les six groupes cellulaires (I & VI) définis a partir du plan
de 1°'ACP des paramétres SODH, CVAR et RLD dans les cas &
longue survie (LS; N=21) et dans les cas a courte survie (CS;
N=20). (N.S.= non significativement différent par le test de
STUDENT) .




- 155 -
TAILLE DE METASTASES TYPE
AGE SURVIE
LATUMEUR | AXILLAIRES | HISTOLOGIQUE
e —.08 10 07 —03 13
e, a2 08 -19 29
313;,5;‘&52 -.07 RA .05 -.20 .02
A 21 07 -25 .06 —.04
8 —.05 —.06 10 25 -.28
c —13 —27 25 — 01 24
D —.01 —21 —10 —.19 32
3 —.04 13 M 17 06
I -20 31 a4 22 —.29
" .09 —12 —12 14 M
" .16 -20 02 .05
v —.15 -.25 09 04
v 18, —.08 -13 -4 20
Vi ~ —.08 -1 —.15 10 .30

Tableau 25:

Matrice de corrélation entre les données cliniques et les 14
paramétres utilisés pour la caractérisation des cas sur la
base des paramétres de texture nucléaires dans 1'étude rétro-
spective. Les corrélations hautement significatives sont en-
tourées.
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METASTASES Tvre RECEPTEUR AUX | RECZPTEUR A LA
AGE TAILLE
AXILLAIRES | HISTOLOGIQUE | OESTROGENES | PROGZSTEIONE
NA 08 a7 14 06 08 —16
100 05 —.06 —07 _27
MOD -07 18 07 -7 —1a
SOOH 02 16 | 09 06 [21]
SDOOH —.06 21 05 _n 2
KODH 02 -07 a7 [ 29 04 03
LM .09 10 ED 18 .00 —14
z 04 22 ED 05 .00 -9
CVAR 03 [ 23 06 -0 -19
DIFMO —12 2 14 —10 —15 10
SRE 09 4 M 07 —.10 -15
LRE 07 19 16 05 05 —18
GLo 07 14 16 10 08 —15
ALD 09 a3 10 07 M —1a
RPC 08 15 a2 07 09 -6

Tableau 26:

Matrice de corrélation

paramétres utilisés
des paramétres de texture
spective. Les corrélations hautement significatives sont

base

tourées.

pour la

entre les données cliniques et les 14
caractérisation des
nucléaire

cas sur la
dans 1'étude pro-
en-
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SURFACE DU
° RECTANGLE
(U.A)
N | MIN | MOY| MAX
GC-000 3 26 | 69 | 155
GC-00 43 13 | 51 |290
GC-010 3 27 36 51
GC-100 7 35 73 1133
GC-011 8 15 50 83
GC-110 7 19 |121 | 327
GC-101 15 15 36 | 11
GC-111 6 22 74 | 166
Tableau 28:
Surfaces minimales, moyennes et maximales

d'encadrement dans les huit groupes cliniques.

du

rectangle
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ZONE DU PLAN D' ACP
A 8 c D E
N | MIN |MOY| MAX] MIN [ MOY] MAX] MIN [MOY] MAX] MIN TMOY | MAX| MINTMOY] MAX

GC-000 3 9 20 | 32 | 23 | 42 | 85 6 14 | 23 10} 2] 3 11 ] 2
GC-001 | 43 0 |16 54 7 4 | 76 0 17 | 42 0 11| 68 1 12 | 27
GC-010 3 7 24 | 50 | 24 | 31 | 39 | 18| 27| 43 2 141 21 1 3 5
GC-100 7 2 17 144 |13 1 23|38 11| 24] 36 3 28 | 45 | 1 7 |14
GC-0n 8 3 16 | 37 | 17 | 38 | 67 4 23 | 40 0 13|34} 56 10 | 16
GC-110 7 3 14 | 1 19 | 33 | 48 4 231 191 32| 2 9 16
GC-101 16 2 26 | 62 12 1 44 | 70 2 |14 35 0 8 42 1 8 34
GC-11 6 7 23 | 45 | 10 | 34 | 60 2 |18 30 161 40 | 2 7 14

Tableau 29:

Poucentages

cing zones

(A A E)

groupes cliniques.

du plan d'ACP (figure

minimaux, moyens et maximaux de cellules dans les

27) pour les huit

GC-
000 | 007 J 010 100 | 011 | 110 | 101 |11
000
001
010 E
100 B8 | 8D
GC- ’
on D D
110
101 A B.D
m

Tableau 30:

-Zones du plan d'Acp pour les

de

cellules

‘sont

significativement
groupes cliniques considérés deux a deux.

différents

quelles les pourcentages

moyens

entre

les
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b GROUPE CELLULAIRE
| i m v v vi
N | MIN [MOY] MAX] MIN| MOY] MAX]| MIN | MOY| MAX] MIN |MOY | MAX| MIN | MOY| MAX| MIN MOY | MAX
GC-000 3 24 | 34 | A7 |26 | 48 | 66 1 9 24 1 5 7 0 4 n 0 | 3
GC-001 | 43 7 38 | 77 |13 {43 |85 0 8 a9 0 7 28 0 2 10 0 1 7
Gc-010 3 8 14 1 22 |63 |67 |84 0 5 10 2 10 | 17 0 2 4 0 2 4
GC-100 7 5 16 | 26 |19 |43 | 70 1 14 |29 3 15 | 32 1 7 19 2 4 7
Gec-on 8 11 129 | 48 | 27 | 45 | 59 1 13 |28 0 8 17 0 3 12 0 2 5
GC-110 7 17 | 256 | 40 | 27 | 43 | 68 1 13 |24 1 1" 17 0 5 " 0 3 6
GC-101 15 6 35 81 ] 15 | 52 | 82 0 6 ba) 0 8 25 (] 1 4 0 1 3
GC-111 6 4 26 62 | 28 |49 | 68 1 8 17 0 10 | 24 0 4 13 0 4 1"

Tableau 31:
Pourcentages minimaux, moyens et maximaux de cellules par cas

appartenent

groupes cliniques.

aux six groupes cellulaires I a

s

Gc-
000 | 001 {010 | 100 Jo11 [ 110 [ 100 | 111
000
001
010 | L :
100 | '\ I,I\('
Ge- v
on |- |- |
110 vvi 1] . .
101 - mwvit v A"
vvi
m AN I - vvi

Groupes cellulaires
cellules sont significativement différents entre
cliniques considérés deux & deux.

VI pour les huit

pour lesquels les pourcentages moyens de

les groupes
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TAILLE DE METASTASES TYPE RECEPTEUR RECEPTEUR
AGE AUX ALA
LA TUMEUR AXILLAIRES | HISTOLOGIQUE | OESTROGENES | PROGESTERONE
RECTANGLE. -03 3 [C3s] 03 -10 -3
MOVERDE, .06 19 08 04 -19
CASRTES‘PEE.Z .05 -.02 -.12 -.02 14 -06
A -.04 . -m .02 -.06 -1 00
B -.08 -5 -1 -.05 [ 2]
c .05 .09 16 15 n -.16
D .05 a7 A2 .04 .02
E .00 -.18 -.15 .04 A7 18
I -.06 -19 [==2] -n -.03 [=]
" .0 -.01 .07 .06 -.01 -05
n .04 12 .06 .05 a2 -.15
w .05 13 a4 .09 .02
v 01 [ 2] -.02 -.09 -17
vi .06 a7 04 -1 -19

Tableau 33:

Matrice de corrélation entre les
paramétres utilisés
des paramétres
Les

base
spective.
tourées.

pour la
de texture

.

données cliniques et les 14
caractérisation des cas sur la
nucléaire dans 1l'étude pro-

corrélations hautement significatives sont en-
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RESUME

\

Les populations cellulaires de 158 tumeurs mammaires (41 cas
rétrospectifs et 117 cas prospectifs) ont été caractérisées par analyse
d'image de frottis colorés par la réaction de Feulgen. Dans chaque tumeur,
200 4 500 noyaux ont été représentés par 15 paramétres décrivant le contenu
en ADN (ploidie), la taille et la texture de la chromatine. Ces données ont
permis de décrire de fagon objective et quantitative 1les profils
cytologiques des tumeurs du sein et de rechercher leurs corrélations avec
les données cliniques conventionnelles (taille de la tumeur, &4ge des
patientes, nombre de ganglions métastatisés, taux de récepteurs hormonaux).
Diverses méthodes permettant de rendre les analyses multifactorielles
usuelles indépendantes de 1'échantillonnage ont été développées.

Ces travaux ont montré que l'histogramme de distribution des cellules
tumorales en fonction de leur quantité d'ADN permet de classer correctement
86% des 41 cas rétrospectifs selon la durée de leur survie aprés le premier
diagnostic (inférieure a 5 ans ou supérieure & 10 ans) ; cependant,
certaines patientes ont des tumeurs de ploidie identiques malgré la grande
différence de leur durée de survie.

De grandes différences entre tumeurs ont aussi été observées A
1'égard des caractéres morphologiques et texturaux de la chromatine. Les
corrélations entre les paramétres texturaux et les données cliniques sont
en général faibles. Par contre, la fréquence de certains types nucléaires,
définis par analyse multifactorielle non supervisée, est significativement
corrélée (p < 0,05) avec la durée de survie et le nombre de métastases
axillaires.

En conclusion, 1'analyse d'image est une méthode utile pour la
caractérisation objective des populations cellulaires tumorales dans les
cancers du sein. la pr{se en compte d'un nombre plus important de ces cas
analysés selon des protocoles et des méthodes standardisés est nécessaire
pour évaluer la signification pronostique des paramétres nucléaires ou de

la fréquence de certains types nucléaires.

Mots-clés : Cancer du sein ; Analyse d'image , Texture de la chromatine ;
Cytométrie ; Ploidie.
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