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Préambule

Préambule

Le troisieme Plan Cancer lancé en 2013 désigne la précocité du diagnostic et I'innovation comme des enjeux
majeurs. Malgré Iessor des modalités et des performances de I'imagerie médicale, il reste des défis a relever
pour l'aide au diagnostic et pour optimiser le recourt a la biopsie.

L’imagerie de fluorescence est apparue depuis une vingtaine d’années comme une méthode
d’histopathologie originale et prometteuse pour 'aide au diagnostic. Les avantages revendiqués a termes
sont non négligeables : pas de prélevement tissulaire, méthode minimalement invasive, rapide et
reproductible. Historiquement, cette technique a été éprouvée pour des mesures ez vivo puis pour I'imagerie
par endoscopie permettant I’analyse des lésions de surface de certains organes comme le poumon.

Il manquait un dispositif donnant acces a des mesures a l'intérieur méme des lésions qu’elles soient en
surface ou en profondeur des organes pleins.

C’est sur ce principe que repose le systeme Probea développé par la société Nodea Medical. Il s’agit d’'un
dispositif original d’aiguille fibrée de faible calibre pour une analyse spectrale de la fluorescence endogene
de lésions ex vivo / in vivo et in situ. Ce travail de thése décrit les différentes évolutions du dispositif pour
son utilisation en routine clinique (Chapitre 2). Sa premiére utilisation, dans le cadre d’essais précliniques,
a permis d’explorer des lésions mammaires et pulmonaires er wvivo dans le cadre de collaboration
respectivement avec le service d’anatomopathologie de I'Institut Gustave Roussy de Villejuif et le service
de chirurgie thoracique de ’hopital Nord de Marseille. Ces travaux font 'objet des articles 1 et 2 du
chapitre 3. Les premiers résultats encourageants obtenus sur des piéces opératoires mammaires ont conduit
a une utilisation du dispositif Probea dans le cadre d’une étude clinique multicentrique (7 centres) pour
I’aide au diagnostic des cancers du sein. Des résultats partiels sont présentés dans le chapitre 3 dont une
partie a fait 'objet de la publication n°3.

La cessation d’activité de la société Nodea Medical a marqué l'arrét de I’étude clinique (Chapitre 3).
Cependant cette expérience a montré I’adhésion de la communauté médicale pour 'utilisation d’un tel
dispositif d’aide au diagnostic et ainsi motiver la poursuite de cette thése pour optimiser le dispositif et
I’analyse des données. Ainsi, une étude a été entreprise sur des tumeurs mammaires afin d'identifier les
entités tissulaires majeures & l'origine des signatures spectrales obtenues avec notre dispositif
fibré. L'imagerie spectrale en microscopie confocale et seconde harmonique (SHG) en multiphoton, ont
été mises en ceuvre afin d’établir une cartographie des biomarqueurs endogeénes des tissus
mammaires. Les résultats ont été confrontées aux résultats obtenues avec le dispositif d’aiguille fibrée
(Chapitre 4).

Ce manuscrit est introduit par un premier chapitre présentant 1’état de I’art concernant les pathologies
mammaires et pulmonaires et les techniques d’imagerie pour les diagnostiquer. A lissu de ce travail
exploratoire nous poserons les performances, les limites et les perspectives de développement souhaitable

pour aboutir & un dispositif d’histopathologie in situ robuste
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Introduction

Introduction

1.1 Le cancer : Définition et épidémiologie

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, le terme général de «cancer» s’applique a un grand groupe de
maladies pouvant toucher n’importe quelle partie de I'organisme avec comme caractéristique principale la
prolifération rapide de cellules anormales. On parle aussi de tumeurs malignes ou de néoplasmes dans le
cas des tumeurs solides.

Une définition plus exhaustive proposée en 2011 par Hanahan et Weinberg (1) décrit les principales
caractéristiques propres aux cellules malignes et a leurs environnements, parmi lesquelles figurent

notamment I'induction de ’angiogenese, la résistance a I’apoptose, ’échappement au systéeme immunitaire

(Figure 1).
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Figure 1 : Principales caractéristiques des cancers et traitements potentiels associés. D’aprés (1)

Chacune de ces caractéristiques physiologiques, immunologiques et génétiques constituent une potentielle
cible thérapeutique dans le traitement des cancers.

Les projections depuis 2015 (2) estiment le nombre de nouveaux cas de cancer & environ 380.000 par an
en France métropolitaine pour pres de 150.000 déces. Des disparités de survie existent entre les cancers
avec notamment le cancer du pancréas qui présente un mauvais pronostic & 5 ans (~10%) alors que ceux
de la prostate (chez I’homme) et de la thyroide (chez la femme) présentent un taux de survie de pres de
95%. Le taux de mortalité par cancer diminue globalement dans la population frangaise (avec une incidence

ayant tendance a se stabiliser) (Figure 2), il reste cependant plus élevé chez I’homme mais engage une plus
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forte diminution de son incidence suite a la baisse de la consommation tabagique et alcoolique chez ces

derniers.
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Figure 2 : Evolution de Uincidence et de la mortalité « Tous cancers » selon le sexe de 1980 d 2012 en France

métropolitaine. D’aprés (2).

Comme nous le montre la Figure 3, les deux cancers qui nous intéressent dans ce travail de these figurent
parmi les plus fréquents en France. Dans ce contexte, le cas du cancer du poumon est particulierement
intéressant. En effet, le taux d’incidence a tendance & se stabiliser (et baisser en terme de mortalité) chez
I’homme alors que chez la femme ce taux augmente drastiquement avec une augmentation de pres de 5%
par an, s’accompagnant également d’une hausse de la mortalité. Ce chiffre est essentiellement a mettre en
relation avec 'augmentation de la consommation tabagique chez la femme. Les projections le positionnent
désormais comme étant la premiere cause de déceés par cancer (2). Concernant le cancer du sein, I'incidence
est en baisse depuis 2005 (-1,5 % par an). La mortalité quant a elle diminue de fagon moins franche et est

d’environ 1,5 % par an depuis 1995.
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Figure 3 : Classement des tumeurs solides par incidence estimée en 2015 en France. D’aprés (3).
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L’engagement de 1'Etat dans la lutte contre le cancer coincide avec le lancement du Premier Plan Cancer
(2003-2007) sous la présidence de Jacques Chirac. Celui-ci se développe selon 4 axes: la prévention, le
dépistage, la formation, la qualité des soins et la recherche. Dans la continuité de ce premier plan suivront
un deuxiéme (2009-2013) puis un troisieme plan (2014-2019), montrant la nécessité de poursuivre 'effort
engagé. Le troisieme plan a notamment comme objectif de favoriser les diagnostics précoces ainsi
qu’accélérer et accompagner les innovations thérapeutiques au bénéfice du patient. En France, les actions
du Plan Cancer sont principalement mises en place au sein des 20 centres de lutte contre le cancer qui
assurent des missions de soin, de recherche et d’enseignement. Des structures associatives et étatiques
comme la Ligue contre le Cancer ou I'Institut National du Cancer participent activement a ces programmes

du Plan Cancer.

Le dépistage et le diagnostic des cancers ont évolué au fil des années en parallele des avancées
technologiques et médicales. Le dosage sanguin (NFS, numération formule sanguine) est un examen
systématiquement pratiqué lors de la recherche d’un cancer et/ou de son suivi. Il permet notamment de
mettre en lumiére les baisses en hématies et/ou leucocytes et ainsi de repérer d’éventuelles atteintes
hématopoiétiques. Le prélevement sanguin peut également permettre le dosage de marqueurs sériques
tumoraux. Le dosage de ces molécules circulantes (CA 15-3, ACE, PSA) rend possible non seulement la
détection mais également le suivi de 1'’évolution d'un cancer (présence de métastases). Récemment, la
technologie de cytopathologie sanguine ISET a démontré une sensibilité treés élevée dans la détection de
ces cellules cancéreuses circulantes (CCC), notamment dans le cancer du poumon, méme si la méthodologie
employée reste discutable selon les experts (biais de sélection des patients) (4). Il n’en reste pas moins une
preuve de concept importante dans 1'utilité de détection de ces cellules circulantes.

[’imagerie médicale est quant a elle un maillon essentiel dans le dépistage des cancers. Historiquement,
I’invention du microscope a permis a ’anatomiste allemand Miiller de décrire le cancer comme une maladie
« cellulaire ». Ainsi, ’analyse cytologique, qui correspond a ’analyse de cellules isolées au microscope, est
une démarche encore largement employée notamment dans le cas du cancer de la vessie ou du col de
P'utérus (frottis). Dans le cancer du sein et du poumon, la cytologie n’est que rarement usitée au profit de
la biopsie, qui correspond & une analyse morphologique du tissu et qui tend a étre plus sensible et moins
«praticien dépendante». L’analyse moléculaire de la biopsie permet en outre de réaliser des dosages de
marqueurs tumoraux cellulaires importants impliqués par exemple dans la croissance cellulaire (EGFR,
HER2-Neu, K-ras), 'apoptose (p53, Fas), la prolifération cellulaire (Ki67) ou encore I’angiogenese (VEGF).

Ces deux méthodes seront abordées plus tard dans ce manuscrit.

1.2 L’imagerie et son application dans le cancer mammaire et pulmonaire

L’avenement de I'imagerie médicale coincide avec la découverte des rayons X par le physicien allemand
Wilhelm Réntgen en 1896 (Prix Nobel en 1901). L’intérét en médecine fait tres vite son chemin et Antoine
Béclere, chef de service a I’hopital parisien Tenon, réalise les premieres radiographies pulmonaires de
dépistage de la tuberculose en 1897 (Figure 4). Lors de la Premiere Guerre Mondiale, Marie Curie
développera les voitures radiologiques. L’imagerie médicale offre désormais de plus en plus de modalités en
permettant I'imagerie morphologique (rayons X, ultrasons, IRM), fonctionnelle (écho-doppler, IRM) et

moléculaire (TEP) sous des coupes planaires, 2D, 3D ou multimodales.
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Figure 4 : A gauche : Premiére radiologie pratiquée par A. Béclére. A droite : Voiture radiologique développée lors

de la premiére guerre mondiale (source: Gallica.fr).

Apres des rappels anatomique et physiologique du sein et du poumon nous développerons les différents
types de tumeurs développées au niveau de ces organes. [’imagerie a apporté de nombreuses évolutions
pour dépister et diagnostiquer ces tumeurs, nous aborderons les différents principes physiques et les
différentes modalités de ces techniques ainsi que leurs applications respectives dans le diagnostic et le suivi

des cancers mammaires et pulmonaires.
1.2.1 Anatomie mammaire et pulmonaire et physiopathologie des cancers associés

Le sein, situé au contact du muscle pectoral, est composé d’une glande mammaire, de fibres de soutien
(ligaments de Cooper) et de tissu graisseux (adipeux). L’ensemble est recouvert par la peau (Figure 5). La
quantité de chacune de ces composantes est variable d'une femme & 'autre. La glande mammaire est
traversée par des nerfs, des vaisseaux sanguins et lymphatiques. Elle est divisée en 15 & 20 sections que
I’on appelle lobes, eux-mémes composés de lobules. Ceux-ci sont reliés a des canaux galactophores qui se
rejoignent sous le mamelon. On peut également observer des chaines de ganglions lymphatiques (axillaire,
supraclaviculaire, infraclaviculaire, mammaire interne) assurant le réle de filtre contre les pathogenes. Le
cancer du sein peut se développer tant au niveau d’un lobule (cancer lobulaire) que d’un canal galactophore
(cancer canalaire). Par ailleurs ils peuvent soit se cantonner a leur site initial (cancer in situ) ou envahir
les tissus adjacentes (cancer invasif) voir se disséminer via les ganglions lymphatiques (chaine de ganglions
axillaires) conduisant & des métastases (foie, poumon, os...).

Histologiquement, une tumeur est constituée de cellules néoplasiques prolifératives caractérisant la nature
de la tumeur mais aussi d’un stroma dérivé de tissu conjonctif et de vaisseaux sanguins qui vont déterminer
les caractéristiques de la croissance tumorale (néoangiogenese).

On ne parle pas d’un, mais de cancers du sein au pluriel (Figure 5), ces derniers seront classés en fonction
de leurs aspects macroscopiques (organes et tissus atteints par le cancer), microscopiques (aspects des
cellules cancéreuses, expression de récepteurs a leurs surfaces) et en fonction de leurs capacités a développer

des métastases.

e Les cancers du sein non-invasifs, ou in situ: Ils représentent 25% des cas (5). Les cellules
cancéreuses ne migrent pas et n’infiltrent pas les tissus avoisinants. Le carcinome canalaire in situ (CCIS)

est le plus fréquent.
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e Les cancers du sein invasifs, ou infiltrants sont majoritaires : Ils représentent les 75% restants (5).
Les plus répandus sont les carcinomes canalaires infiltrants (CCI) et plus rarement les carcinomes lobulaires
infiltrants (CLI).

clavicule / / ﬁ.
N o N )
S
) X

muscle pectoral

Cancer canalaire
In situ

tissu conjonctif

tissu graisseux
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aréole
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infiltrant
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1okl

peau
Figure 5 : A gauche : Anatomie mammaire. A droite : Schéma simplifié de la localisation des tumeurs mammaires.

Les causes du cancer du sein peuvent étre multiples mais I'impact est différent. Severi et Baglietto ont
réalisé une revue recensant les facteurs de risques et les facteurs protecteurs impactant le développement
du cancer du sein (6). Parmi les facteurs de risques liés & la patiente, nous pouvons citer :

L’age : 3 cancers du sein sur 4 se déclarent apres 50 ans. Ce cancer s’avere rare chez les femmes de moins
de 35 ans et exceptionnel avant I’Age de 20 ans. Ces données ont permis de définir que le dépistage
systématique était indispensable chez les femmes de plus de 50 ans (concerne environ 1 femme sur 10 aprés
60 ans).

Les antécédents familiaux : 20 & 30% des cancers du sein se produisent chez des femmes (moins de 60
ans) ayant des antécédents familiaux (mere, sceur...).

La prédisposition génétique : 5 & 10% des cancers sont liés & une mutation génétique d’un ou de deux
des genes BRCA1 (Breast Cancer 1) et BRCA2 (Breast Cancer 2). Ils constituent 65% des formes
héréditaires du cancer du sein. D’autres mutations sur ATM et p53 sont également rapportées. Dans les
cas de mutation, un dépistage d’oncogénétique permet d’identifier, de suivre, et de conseiller les femmes
présentant un fort risque.

Les antécédents personnels : Une femme qui a eu un cancer du sein présente 4 a 5 fois plus de risques
d’en déclarer un second. Par ailleurs, les seins présentant une densité mammaire importante, une
hyperplasie mammaire atypique ou une pathologie mammaire bénigne proliférante sont plus sujets au
développement d’un cancer.

Les facteurs externes ou environnementaux ont également un impact sur le développement possible
du cancer du sein. Le recours a une contraception orale ou un traitement hormonal substitutif semblerait
étre un facteur aggravant (7). Les expositions aux radiations ionisantes (avant 20 ans) et au
diethylstilbestrol (in wutero) influencent l’apparition d’un cancer. Enfin les consommations de tabac et

d’alcool ont été identifiées comme deux autres facteurs aggravants.
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Les poumons font partie intégrante de I'appareil respiratoire (avec les voies aériennes supérieures et la
trachée). Situés au sein de la cage thoracique et séparés par le médiastin, chaque poumon se divise en
lobes ; trois lobes (supérieur, moyen, inférieur) pour le poumon droit et deux lobes (supérieur et inférieur)
pour le poumon gauche. Les lobes sont séparés par une scissure et chaque lobe est divisé en plusieurs
segments. Un lobe constitue une unité anatomique tandis qu’un segment constitue une unité fonctionnelle
(Figure 6).

Histologiquement la muqueuse bronchique est divisée en plusieurs couches. On distingue d’une part
I’épithélium respiratoire reposant sur un chorion fibro-élastique (structure riche en fibre d’élastine), le
chorion, visible en coloration orcéine sépare la muqueuse de la sous-muqueuse. Cette derniere est composée
de cellules glandulaires. Au niveau des bronches on retrouve des structures comparables. Une structure

simplifiée de I’épithélium bronchique est également présentée (Figure 6).
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Figure 6 : A gauche : Photographie mettant en évidence des fibres élastiques au sein de la muqueuse bronchique -
grossissement x40 (source : Atlas d'histologie humaine et animale - Université de Namur). Au centre : Schéma
simplifié de l'épithélium bronchique. Cercle vert : localisation des cellules neuroendocrine au sein de Uépithélium
bronchique. (source : Université de Montréal). A droite : Représentation de Uarbre trachéo-bronchique et des lobes
pulmonaires. Cercle bleu : localisation des carcinomes épidermoides. Cercle rouge : localisation des

adénocarcinomes.

L’expression « cancer du poumon » constitue, comme pour le sein, un abus de langage car il existe aussi
plusieurs cancers du poumon. On parlera également plus facilement de cancer broncho-pulmonaire car le
point de départ des tumeurs primitives pulmonaires est souvent d’origine bronchique.

La classification retenue par ’'OMS est basée sur les critéres histologiques de la tumeur. Deux groupes se
distinguent :

e Les cancers bronchiques & petites cellules (CBPC) représentant environ 15% des cancers
bronchiques. Ces cancers sont de type neuroendocrine, c¢’est a dire qu’ils se développent a partir des cellules
neuroendocrines de ’épithélium pulmonaire (Figure 6).

e Les cancers bronchiques non a petites cellules (CBNPC) représentant environ 80% des cancers
bronchiques. Les CBNPC sont subdivisés en trois sous catégories. Les adénocarcinomes (ADK) (45%), les
carcinomes épidermoides (CE) (30-35%) et les carcinomes a grandes cellules (5-10%). Ces cancers trouvent
leur origine au niveau de 1’épithélium pulmonaire avec une localisation plutét périphérique pour les ADK
alors que les CE se retrouvent au niveau des bronches lobaires ou segmentaires (Figure 6).

11 existe également des formes de cancer plus rares comme les carcinoides, les sarcomes et les formes non

caractérisées.
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L’étiologie de ces cancers fait apparaitre le role prépondérant du tabagisme (actif ou passif). Pres de 90%
des cancers pulmonaires lui sont imputés. Le risque de développer une telle pathologie est fonction de la
précocité du début du tabagisme mais aussi de la quantité consommée. L’arrét du tabac permet de réduire
le risque mais ne permet pas de revenir au risque encouru par un non-fumeur (8).

Les facteurs externes ou environnementaux comme les expositions professionnelles & Pamiante (5x
plus de risque de développer un cancer), aux radiations ionisantes (radiologie, industrie nucléaire), charbons
et composés de I'industrie chimique (arsenic, chrome, silice..) sont reconnues comme des facteurs de risque
du cancer du poumon. D’autres expositions a des produits chimiques de I’environnement comme le radon
(présent dans Dair et le sol) ou la pollution atmosphérique (ozone, dioxyde d’azote), sont aussi des facteurs

a prendre en considération.

1.2.2 Dépistage du cancer du sein et du poumon

Suite & une expérimentation dans les années 1980, le dépistage du cancer du sein s’est généralisé en 2003-
2004. 11 affichait en 2015, en France, un taux de participation, chez les femmes de 50 & 74 ans, d’'un peu
plus de 50% (2,5 millions de femme dépistées) (2) auquel s’ajoute 10 & 15% des femmes (notamment les
femmes jeunes) qui au titre d’une démarche individuelle demandent ce dépistage (9). Les femmes
présentant un risque (trés) élevé ne participent pas & ce programme et bénéficient d’un suivi plus
personnalisé (suivi gynécologique, examen spécifique, oncogénétique).

Pour la période 2013-2014, ce programme a permis de détecter environ 60% des nouveaux cas de cancer
du sein (~37.000 cas). Plusieurs essais internationaux (menées depuis les années 60), méta-analyses et
revues s’accordent et estiment une réduction de la mortalité de 15 & 20% (10) grace au dépistage du cancer
du sein. Cependant, il existe des controverses sur 1'utilité de ce dépistage organisé. La principale critique
se cristallise autour des risques de surdiagnostic. Selon les études, le surdiagnostic est estimé entre 1 a 10%
(1 déces évité pour 3 cas de surdiagnostic)(10). Le risque de cancer radio-induit par la mammographie est
avéré mais faible ; 1 a 10 pour 100.000 patientes ayant suivi le programme pendant 10 ans. Celui-ci est
controlé par le délai de deux ans recommandé entre deux mammographies. Le taux de cancers de
« lintervalle », c’est-a-dire les cancers développés entre deux mammographies, est estimé a moins de 2

pour 1000. Cependant, aucune étude récente n’existe pour confirmer ce taux.

Preés de 75% des cancers broncho-pulmonaires sont détectés a un stade avancé ou métastasique. En effet,
les symptémes ne sont généralement pas spécifiques et n’apparaissent qu’a un stade avancé du
développement de la tumeur. Ces symptémes englobent la toux, I’hémoptysie, la dyspnée ou encore les
douleurs thoraciques pour le versant respiratoire, mais peuvent également rassembler des symptomes extra-
thoraciques (dégradation de I’état général notamment).

A ce jour il n’existe pas de dépistage organisé du cancer du poumon comme il en existe dans le cas du sein.
Cependant la généralisation de la radiographie dans la recherche de la tuberculose (médecine du travail)
a permis d’augmenter la détection de ces lésions pulmonaires. L’étude menée par la National Lung
Screening Trial en 2013 a posé les premieres bases pour la mise en place d'un dépistage du cancer du
poumon par scanner basse dose (voir ci-aprés pour la définition de I'examen) en comparaison de la
radiographie pulmonaire (11). En effet, cette étude d’envergure (prés de 54000 participants) a démontré
une diminution de pres de 20% de la mortalité spécifique. En France, les conclusions d’un groupe de travail

préconisent la mise en place de ce type de dépistage mais sur une population particuliére regroupant les



Introduction

hommes et femmes de 50 & 74 ans fumant au moins 30 paquet-année (1 paquet de cigarettes par jour

depuis au moins 30 ans) (12).

1.2.3 L’imagerie par rayons X et ses dérivés

Physiquement, le principe repose sur ’atténuation d’un faisceau de rayon X par les structures a analyser.
L’ensemble permet une impression sur un film photographique ou 'on distingue les zones en contraste.
Dans le cas de 'imagerie par rayons du sein on parlera de mammographie. Aujourd’hui, celle-ci est dite
numérique (numérisation des clichés radiographiques) et a tendance & remplacer la mammographie
conventionnelle (photographique). C’est un examen rapide (temps d’acquisition d’une image de 'ordre de
0,02 a 3 secondes suivant la zone) avec une résolution spatiale d’environ 1 mm (examen 2D).

Le scanner repose sur le méme principe physique mais permet, par reconstruction d’images en coupes,
d’imager en 3D avec une résolution d’environ IxIxlmm mais avec un temps d’acquisition par image plus
long (20-30 secondes). Les rayons X sont environ 100 fois plus énergétiques que les UV (10 eV vs 100-1000
eV)(annexe Figure 36).Ces deux examens présentent le désavantage d’émettre des radiations ionisantes,
ainsi la répétition des examens peut s’avérer néfaste aussi bien pour les patients que pour les radiologues

avec notamment des effets déléteres possibles sur I’ADN (cancers radio-induits) méme & basse dose (13).

La mammographie est apparue des 1913 avec les premieres radiographies de piece de mastectomie par le
chirurgien allemand Salomon. La premiére mammographie de patiente a quant a elle eu lieu en 1927 (14),
et le premier appareil (appelé & I’époque sénographe) ne sera commercialisé en France qu’en 1967 par la

Compagnie générale de radiologie (Figure 7).

Figure 7 : A gauche : Premier cliché mammographique (14). A droite : Sénographe de la Compagnie Générale de

Radiologie (Collection muséologique Universcience).

La technique de mammographie constitue essentiellement une méthode de dépistage plutét que de
diagnostic. En effet, elle permet une détection précoce de la lésion mammaire mais ne préjuge pas toujours
de son caractére bénin ou malin. L’étude randomisée J-Start conduite par Ohuchi et al. (15) a démontré
une sensibilité de la mammographie seule d’environ 80% (Intervalle de confiance a 95% : 70-83%).

Aujourd’hui, la tomosynthese se démocratise et peut s’apparenter & une mammographie en 3D. L’appareil
peut s’orienter de 15 a 45° autour de la patiente afin d’offrir au radiologue des clichés de meilleure
résolution. L’angiomammographie est également une technique en plein essor. Par le biais d’un produit de

contraste iodé, cette derniere permet & la fois une visualisation plein champ du sein (imagerie
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morphologique) et d’autre part la néoangiogenése des cancers du sein (imagerie fonctionnelle). Les études
récentes, réalisés a linstitut Gustave Roussy, montrent que l'utilisation de l’angiomammographie
présentait une sensibilité et une spécificité plus importantes dans le dépistage des tumeurs (78% vs 71%).
Certaines lésions mammaires présentent des microcalcifications, fruits de la dégradation des cellules. Ces
microcalcifications ne sont visibles qu’en mammographie, ce qui en fait donc la technique de choix pour le
diagnostic de ce type de lésions (CCIS notamment). Ainsi la radiographie pourra servir de guide & une

biopsie dans ces cas précis de cancers avec microcalcifications, on parlera alors de biopsie sous stéréotaxie.

En cas de suspicion de cancer broncho-pulmonaire, la premieére étape consiste en une radiographie
pulmonaire. En pratique, lors de la radiographie pulmonaire, deux clichés sont réalisés afin de déterminer
la présence ou non d’une (ou plusieurs) opacité(s) anormale(s). Toutefois, cet examen ne renseigne pas sur
le caractere bénin ou malin de la lésion observée. Par ailleurs, il est possible que la lésion n’apparaisse par
sur le cliché radiologique en fonction de son emplacement ou de sa taille au sein du poumon. Ainsi, par la
suite, il peut étre demandé un scanner thoracique (aussi appelé tomodensitométrie — TDM) qui permet de
repérer la taille et la localisation des nodules, méme de tres petite taille (inférieure ou égale & 3 millimetres).
Les scanner dits « basse dose » permet de généraliser 'utilisation de cet examen car ils diminuent
fortement la dose de rayons regue par le patient.

Pour poursuivre I'exploration de ses nodules pulmonaires, un TEP scanner (tomographie par émission de
positons couplée a un scanner) pourra étre demandé. Cet examen correspond & une scintigraphie effectuée
aprés avoir injecté un traceur faiblement radioactif: le fluorodéoxyglucose (en abrégé [18F]-FDG). Ce
traceur, semblable au sucre, va se fixer au niveau des cellules cancéreuses et émettre, de fagon temporaire,
des rayonnements que ’on peut suivre dans I'organisme du patient grace a une caméra TEP. Un TEP-
scanner est réalisé lorsqu’une intervention chirurgicale est envisagée afin de fournir des informations
supplémentaires, sur le métabolisme de la lésion notamment, et ainsi confirmer ou infirmer la nécessité du
geste. Le TEP-scanner a démontré des performances diagnostic importantes avec pres de 95% de sensibilité
et 80% de spécificité. Cependant plusieurs limites existent dans la généralisation de cette démarche, au
premier rang duquel le cott du dispositif. Il faut aussi considérer les faux négatifs de la technique
essentiellement dus aux lésions de faible métabolisme comme les tumeurs carcinoides et les faux positifs
sont dus a I’hyperfixation du glucose par des pathologies autres que tumorales (hyperfixations musculaires,

gastriques, digestives, pathologies infectieuses) (16).

Figure 8 : Clichés d’un nodule suspect par les techniques de radiographie, de scanner, de PET et de PET-Scan. A
gauche, cliché d'une radiographie du thorax faisant apparaitre une tache blanchdtre suspecte (zone entourée). A
droite, le cliché A correspond a une image scannographique de cette masse. Le cliché B illustre le méme nodule en

vue PET. Le cliché C correspond d un cliché de PET-Scan. (source : Ligue pulmonaire suisse)
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1.2.4 L’échographie et ses dérivés

e TEchographie

L’échographie fait suite a 'invention du sonar par Paul Langevin (1915). L’utilisation des ultrasons en
médecine, a commencé en 1952, lorsque le Britannique J.J. Wild et I’Américain J.M. Reid présentent les
premiéres images de sections 2D d’un sein obtenues a I’aide d’ultrasons (17).

Le principe de I’échographie repose sur la propagation des ondes ultrasonores (1-15 MHz) au sein des tissus
et est donc directement corrélée aux propriétés mécaniques de ces dernieres, comme la densité ou I’élasticité
qui vont influer sur la vitesse de propagation de I'onde ultrasonore (faible dans I’air, moyenne dans la
graisse, forte dans I'os par exemple). La sonde échographique agit comme émetteur et récepteur de ces
ondes ultrasonores. Généralement, la résolution spatiale des systemes échographique est de l'ordre du
millimetre. La technique permet ainsi la détection d’anomalies morphologiques, anomalies qui apparaissent

sous forme de masses noires ou grises (Figure 9).

A=1.63CH

B=1. 13CM

Figure 9 : Image d'un nodule suspect a l'échographic (d'aprés (13))

I’échographie est tres couramment utilisée en sénologie mais présente également des limites. Etant moins
standardisée dans la pratique que la mammographie, celle-ci reste donc « opérateur dépendant » aussi
bien en termes de réalisation que d’interprétation (18,19). Par ailleurs, les microcalcifications mammaires
ne sont pas toujours visibles en échographie, ce qui constitue une limite de la méthode dans la détection
(20). Enfin le diagnostic par échographie sur des seins volumineux, adipeux ou denses peut étre difficile
(21,22). L’examen échographique se pose donc comme un examen treés sensible mais assez peu spécifique
(45-93%) (23). La combinaison mammographie-échographie permet, en partie, de pallier les limites des
deux méthodes. L’étude d’Ohuchi et al. montre une sensibilité combinée significativement supérieure a la
mammographie seule (91,1% vs 77%) cependant la spécificité reste inférieure (87,7% vs 91,4%) (15) causant
une augmentation du nombre de faux positifs.

L’échographie est une technique de choix pour le guidage des microbiopsies et/ou macrobiopsies (voir
§1.2.8)

L’utilisation de I’échographie au niveau de la sphere pulmonaire est limitée. En effet, ’air pulmonaire est

une limite physique pour la diffusion des ondes ultrasonores. Les premieres indications ont été dirigées vers

les pathologies pleurales (épanchements...). Elle peut également servir de guide lors de certaines biopsies.
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e Elastographie

Cette technique permet une approche fonctionnelle de ’échographie en analysant la déformation et
I’élasticité des lésions par des ondes ultrasonores. En regle générale, les 1ésions malignes sont peu élastiques
et peu déformables, par comparaison avec les lésions bénignes comme les adénofibromes. L’élastographie
du sein parait surtout intéressante pour les lésions classées ACR4a et ACR3 (voir §1.2.7), pour diminuer
le nombre de biopsies/cytoponctions souvent inutiles. Il existe plusieurs méthodes d’élastographie. D’une
part, I’élastographie statique qui applique une contrainte en continue au milieu, on parle alors de strain
élastographie/free hand (méthode qualitative) par opposition a 1’élastographie impulsionnelle (shear wave)
qui va appliquer une onde ultrasonore focalisée a différentes profondeurs. Pour cette derniere, la
compression du tissu génére des ondes de cisaillement. La propagation des ondes de cisaillement est mesurée
en temps réel et ’élasticité est déduite de la vitesse des ondes de cisaillement. Il s’agit ici d’'une analyse
quantitative. L’entreprise Echosens™ fut la premiére a développer un élastographe, le FibroScan, pour le
diagnostic non-invasif des maladies hépatiques chroniques, la fibrose et la stéatose hépatiques.

Il existe actuellement plusieurs élastographes sur le marché permettant d’explorer plusieurs régions du
corps et développés par les entreprises : Siemens™, Toshiba™, Hitachi™, Philips™, General Electrics
Healthcare™!.

Supersonic Imaging™ est la premiere a avoir développé un élastographe spécifique a la sénologie,
I’Aixplorer®, avec une qualité d’image supérieure. L’Aixplorer® propose aujourd’hui différentes
applications cliniques en plus du sein : thyroide, abdomen, foie, musculo-tendineux, prostate, gynécologie
et obstétrique.

Malgré des avantages certains, il apparalt aussi quelques limites a la méthode se rapprochant de celles de
I’échographie tels que la densité mammaire ou la profondeur de la 1ésion. Une autre limite est que ’examen
élastographique reste opérateur-dépendant du fait de la pression plus ou moins faible appliquée par le

praticien lors de sa mesure. Le coflit de I’équipement quant & lui reste élevé.

e Photoaccoustique

Le principe est basé sur ’absorption d’une onde électromagnétique, principalement par des molécules
comme [’hémoglobine ou la mélanine, et son énergie est convertie en chaleur. Il en résulte une dilatation
thermique transitoire des tissus environnants par l'augmentation locale de la température, ce qui génere
une onde acoustique par le tissu concerné. La survenue d’une tumeur s’accompagne, du fait de la
néoangiogenese, d’une concentration en hémoglobine plus importante et donc des signaux également plus
important. Couplée a la tomographie, cette technique se positionne comme une amélioration de I'imagerie
échographique. De récents travaux ont également démontré ’'intérét de la technique de la photoaccoustique
dans I’évaluation des marges d’exérese lors des chirurgies mammaires (24).

A notre connaissance il n’existe pas d’application de la photoaccoustique au niveau pulmonaire.

1.2.5 L’imagerie par résonance magnétique

Les développements conjoints de E.M Purcell et F. Bloch (tous deux prix Nobel) sur la résonance
magnétique nucléaire (RMN) ont conduit au développement de 'TRM. La technique se base sur I'analyse
des signaux de RMN des protons de I'eau au sein de I'organisme. Ceux-ci sous l'action d’un champ
magnétique (exprimé en Tesla) vont émettre une réponse directement proportionnelle & leur concentration.

La différence de répartition de I'eau entre les tumeurs et le tissu normal permet 1'utilisation de cette
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technique pour le diagnostic. L’ajout d’agent de contraste (comme le gadolinium) permet d’augmenter
significativement l'intensité et la sensibilité des signaux, en modifiant les temps de relaxation des molécules
d’eau, et donc d’augmenter le contraste des images (Figure 10). Compte tenu du fait que 'IRM soit
dépourvue d’irradiation, il peut permettre des examens répétés. La possibilité de s’affranchir de produit de
contraste peut s’avérer utile dans le cas des femmes enceintes, enfants et insuffisants rénaux par exemple.
I’IRM mammaire est indiquée notamment pour la caractérisation des tumeurs des femmes a haut risque
de cancer, 1 ) pour compléter la mammographie et/ou ’échographie si celles-ci n’ont pas été concluantes,
2) dans le bilan d’extension de la tumeur et 3) pour évaluer la réponse aux thérapies néoadjuvantes

(chimiothérapie réalisée avant une opération chirurgicale).

‘ Avant Gd-DTPA 1 min post Gd-DTPA 5 min post Gd-DTPA

Figure 10 : Clichés IRM montrant l'évolution de la détection avant et aprés injection de gadolinium. D’aprés (20)

De la méme maniere que 1’échographie, I'TRM ne possede que peu d’indications en pathologie thoracique
car elle ne permet pas d’imager de fagon fiable le parenchyme pulmonaire. Cependant elle revét un intérét

particulier dans les pathologies pleurales, médiastinales et vasculaires thoracique (25).

L’ensemble des méthodes que nous venons de documenter (rayons X, échographie, IRM) sont
complémentaires et permettent de dresser d’une part le bilan diagnostique (révéler et identifier la lésion et
sa localisation), le bilan d’extension (étendue et stade du cancer) et élaborer un plan de traitement. En
complément de ces méthodes de diagnostic est apparue plus récemment I’imagerie optique encore souvent

au stade du développement mais prometteuse pour le futur
1.2.6 L’imagerie optique

e Optical coherent tomography (OCT)

I’OCT se rapproche aussi de I’échographie, cependant a I'inverse de celle-ci qui utilise plutot les ultrasons,
I’OCT se base sur la réflexion de la lumiére au sein d’'un matériel opaque comme la surface d’une tumeur.
Il n’est pas rare d’entendre parler «d’échographie optique». La profondeur de pénétration est assez faible
du fait de I’absorption et de la diffusion de cette lumiere. L’utilisation optimale de cette technique réside
dans les premiers millimétres de la lésion a investiguer avec une bonne résolution micrométrique (10-
20pm)(26).

Comme 'imagerie photoaccoustique, 'OCT a démontré son intérét dans 1’aide au diagnostic, ’évaluation
des marges d’exérese (26,27) ou I'aide au guidage des biopsies mammaires (28,29) et pulmonaires (ez vivo
(30))

La société francaise LLtech fait partie des sociétés ayant développé un dispositif d’OCT plein champ dans

ses applications (27,31).
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Plusieurs variantes de ’OCT sont en développement pour apporter des informations supplémentaires a
I'image déja obtenue : 'optical coherent elastography (élasticité) ou loptical coherent angiography

(vascularisation) par exemple.

e Endoscopie

I’endoscopie consiste a I'introduction dans ’organisme d’une sonde, couplant une source lumineuse et une
caméra, afin de pouvoir explorer, par réflexion de la lumiere, la surface des organes internes. Les endoscopes
peuvent étre soit rigides pour I'exploration de la vessie par exemple, soit souples (et donc constitués de
fibres optiques) et permettent ’exploration des organes creux comme le poumon, on parlera alors de
bronchoscopie. Cependant, 'utilisation d’un bronchoscope, du fait de son diametre (3-5mm), se limite & la
visualisation de la trachée et des bronches principales. Des technologies couplant endoscopie et échographie
(échoendoscopie bronchique ou EBUS) ont été développées et permettent notamment le bilan d’extension
ganglionnaire des cancers broncho-pulmonaires ou le guidage des biopsies. Afin de permettre une
exploration plus en profondeur (au niveau alvéolaire), les endomicroscopes ont été développés. Ceux-ci
utilisent une diode laser comme source lumineuse et focalise le signal dans une fibre optique de faible
calibre (300 pm). L’endomicroscope confocal développé par Mauna Kea Technologie a montré une
sensibilité de détection augmentée (prés de 95%). Cependant, le champ d’investigation (600pmx500pum)
ainsi que la profondeur de visualisation permise par le mode confocal (0 & 50pm) limitent I'investigation
de la lésion dans sa totalité (32-34). De plus ces systémes nécessitent ’apport d’un produit de contraste.
Pour améliorer la visualisation des lésions en profondeur, des systéemes multiphotons sont en développement
et permettent une exploration jusqu’a 300 pm de profondeur (35).

Des études ont démontré I'intérét de coupler bronchoscopie et fluorescence (Tableau 1) pour améliorer la

sensibilité de détection des lésions cancéreuses pulmonaires.

Tableau 1 : Méta-analyse des études cliniques présentant les techniques de bronchoscopie de fluorescence dans la

détection des cancers pulmonaires.

Study Method Sensitivity Specificity
Condition

Chen et al. (2011) detection of lung cancer AFB 90% 56%

and preneoplastic lesions (36) / 14 studies WLB 66% 69%

Sun et al. (2011) Detection of AFB 4+ WLB 85% 61%

intraepithelial neoplasia and invasive

cancer (37) / 21 studies

Chiyo et al. (2005) Detecting preinvasive LIFE 97% 3%
lesions AFI 80% 83%
(n=32 with 62 lesions) (38)

Lee et al. (2007) Detection of AFB imaging with 86% 94%

preneoplastic lesions (n=48 with 126 SAFE 3000
endobronchial biopsies) (39)
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Lee et al. (2009) Detection of high-grade Autofluorescence 85% 80 to 88%
and moderate dysplasia (n=738 with imaging using ONCO- specificity
3,362 biopsies) (40) life colour fluorescence

ratio
Zeng et al. (2008) Clinical lung cancer Combined imaging >80% >80%
detection (n=22). (41) using AFB + WLB
Barchuk et al. (2011) Detection of central AFB + spectroscopy 95% 80%

lung cancer (n=171) (42)
AFB : Autofluorescence bronchoscopy ; WLB : White light bronchoscopy ; TBLB : Transbronchial lung biopsy ; LIFE : Light

induced fluorescence endoscopy — ()

Une méta analyse conduite par (36) nous montre que la détection des lésions néoplasiques est plus efficace
par la technique d’autofluorescence en comparaison d’une technique classique en lumiere blanche. Une
autre méta analyse réalisée entre 1990 et 2010 par (37) propose la combinaison entre la lumiére blanche et
I’autofluorescence pour la détection des lésions pulmonaires intraépithéliales. Cette association augmente
significativement la sensibilité de la détection mais pas la spécificité.

Les autres études présentées dans ce tableau prouvent la puissance d'un systéme combinant
I’autofluorescence et la lumiere blanche mais toujours avec un déficit de spécificité du systeme.

Il serait donc intéressant de développer de nouvelle approches, notamment spectrales, afin de contourner

ces limites.

e La biopsie optique

Lors d’un processus cancéreux, les tumeurs qui se développent vont induire, de par leurs propriétés
intrinseques, plusieurs modifications biologiques (annexe) impactant des molécules endogenes fluorescentes
(fluorophores endogenes).

Controéler la fluorescence de ces molécules exr vivo puis in wvivo pourrait informer sur la nature des
modifications biologiques qui surviennent lors du développement d’un cancer (43,44)

L’apport de la spectroscopie d’autofluorescence en oncologie a, de ce fait, été largement étudié démontrant
principalement un intérét dans le diagnostic du cancer mais également dans l'identification des limites

d’exérese lors d’une chirurgie.

Afin de pouvoir recueillir ces spectres de fluorescence, la « biopsie optique » est apparue depuis une
vingtaine d’années et se définit comme une méthode d’analyse par spectroscopie (fluorescence, Raman).
L’objectif des études menées est de pouvoir développer, a termes, des dispositifs in vivo avec des avantages
revendiqués non négligeables: pas de tissu prélevé, minimalement invasive, rapide et reproductible.

Les premiers travaux concernant ont été réalisés par Alfano et al en 1984 qui a pu mesurer la fluorescence

endogene de reins et de vessies chez le rat ex vivo (45).

Dans le cas du cancer du sein certains travaux ont montré que la spectroscopie de fluorescence et
particulierement 1’évaluation du ratio NADH/FAD pourrait étre une méthodologie efficace pour classer les
cancers du sein en fonction de I’expression des récepteurs hormonaux a la membrane des cellules tumorales

et aider ainsi & la surveillance de la réponse des patients aux traitements (46,47).
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Le développement du cancer a été identifié comme une cause de la modification de la matrice extracellulaire
dont fait partie I’élastine (48,49). Les travaux réalisés par (50) ont mis en évidence que les structures
élastiques étaient modifiées dans le cas de pathologies pulmonaires comme la bronchopneumopathie
chronique obstructive (BPCO), I'emphyséme ou le cancer. L’autofluorescence de ’élastine serait due aux
liaisons formées par la desmosine et lisodesmosine qui permettent un pontage entre les molécules de
tropoélastine (51). De par ces modifications en terme de structure et de concentration I’élastine apparait
étre un bon marqueur du cancer broncho-pulmonaire (51).

I’addition de la spectroscopie permet de pallier la faiblesse en termes de spécificité des systemes
endoscopiques couplant lumiére blanche et autofluorescence. Ainsi, (42) et (52) ont montré qu’en utilisant
la spectroscopie de fluorescence la sensibilité était supérieure a 90% et la spécificité de 80% et 91%
respectivement.

La spectroscopie d’autofluorescence n’est pas la seule technique existante. En effet, il existe d’autres
approches spectrales pour 1’aide au diagnostic. La technique utilisant le déplacement de Stokes, ou Stokes
Shift Spectra (S3), permet de mesurer de maniére simple la contribution d’une ou plusieurs biomolécules
d’intérét dans un tissu, en combinant ’absorption et I’émission de ces biomolécules. Cette approche a déja
montré un intérét dans la détection des tumeurs mammaires (53,54). La spectroscopie de diffusion, quant
a elle, permet de détecter les altérations architecturales des cellules et notamment de leurs noyaux. Des le
stade précancéreux, cette technique a démontré son intérét dans le cancer de la prostate (55) ou dans celui
du col de I'utérus (56). La spectroscopie Raman permet d’apprécier les modifications vibrationnelles des
molécules d’intérét, et ainsi de discriminer les différents états physiologiques induits par les tumeurs
bénignes ou malignes. L’application dans le cancer du sein a également été démontrée dans I'aide au
diagnostic (57) et pour I’évaluation des marges d’exérese (58). (59,60) ont démontré que la spectroscopie
Raman permettait de faire la distinction entre le tissu pulmonaire sain et le tissu pulmonaire tumoral.
I’étude montre une différence significative entre les spectres du tissu bronchique normal et les spectres
obtenus dans des adénocarcinomes. (61) quant & eux ont identifié la spectroscopie de fluorescence comme
outil de différenciation entre tissu sain et nécrotique. Enfin la spectroscopie de fluorescence résolue en
temps permettant analyse des propriétés de diffusion des biomolécules d’intérét a l'intérieur du tissu a

été étudié dans le cas des tumeurs mammaires (62).

1.2.7 Classification des lésions cancéreuses mammaires et pulmonaires

Dans le cas des cancers mammaires, l'utilisation de ces méthodes d’imagerie mammographique et
échographique permet de classer les lésions selon les recommandations BI-RADS (Breast Imaging-
Reporting And Data System) de I’American College of Radiology (ACR). La classification BI-RADS se
détermine en fonction de plusieurs criteres de forme, d’échogénicité, de présence ou non de

microcalcifications (Tableau 2). La conduite a tenir est prise en fonction de ce classement.

Tableau 2 : Classification BI-RADS de I'American College of Radiology (adapté de (19))

Probabilité de

Classification ACR Imagerie Conduite a tenir
cancer
0 Imagerie incomplete Complément d’examen
Normal 0% Retour au dépistage
2 Anomalie bénigne 0% Retour au dépistage
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Anomalie
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applicable)

Malgré des techniques d’imagerie de plus en plus fiables, ’analyse histopathologique de la 1ésion suspecte

N

(réalisée

d’infirmer le caracteére cancéreux de la lésion.

Le diagramme ci-dessous résume la classification et la conduite a tenir (Figure 11):
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Figure 11: Prise en charge d'une lésion suspecte a la mammographic (source : Oncologik)

Dans le cas des cancers broncho-pulmonaires, 1’analyse des images scanner apporte le plus d’informations.
Le radiologue s’attardera dans un premier temps sur les criteres de taille, car la taille d’'un nodule
pulmonaire est corrélée & sa probabilité de malignité (1% de malignité pour des nodules dont la taille est
inférieure & 5 mm alors que ce taux passe & 15% pour des nodules de taille supérieure & 10 mm)(63). Par
la suite, I'analyse du nodule comprendra 1’étude de sa densité, dite en « verre dépoli », semi solide ou
solide (voir définition ci-apres), ces deux premiers types présentant de plus forts risques de malignité (64).

18



Introduction

Pour les nodules de taille supérieure a 5 mm, la suite de la prise en charge prendra en compte le volume
estimé du nodule, son temps de doublement volumique (problématique s’il est inférieur & 400 jours)(63).
Malgré ces criteres, il restera des nodules dits indéterminés dont la prise en charge sera discutée en réunion
de comité pluridisciplinaire. Ces réunions regroupent I’ensemble des praticiens (radiologues, oncologues,
chirurgiens...) autours de cas cliniques. La suite des examens/traitements, et notamment la réalisation de

biopsies, est décidée lors de ces réunions.

Tableau 3 : Prise en charge d'un nodule pulmonaire. D’apreés (65).

<5mm 5-10 mm > 10 mm
Pas de surveillance TDM & 3 mois (+ aprés ATB) :
Verre dépoli pur
(sauf si nodules multiples : | TDM / an - si stable a 3 mois : 1 TDM / an pendant 3-5 ans
pendant 2-4 ans) - si croissance > 2mm ou apparition d’'une composante solide : RCP*

TDM a 3 mois (+ aprés ATB) :
Semi-solide
(mesurer le diamétre de la

composante solide) - si stable 4 3 mois et composante solide <5 mm : 1 TDM / an pendant 3-5 ans
- si croissance = 2mm ou composante solide > 5 mm : RCP

- si taille < 3mm ou pas de FDR" : Contréle a 3 mois et mesure de
Solide arrét de la surveillance volume® i Jo et Joo : RCP
(sans critére de hénignité” ) L _ . . - R .
- si taille = 3-5 mm et FDR" : -si TDD = 400j: TDM a1 an
TDM a1 an -51 TDD < 400§ : RCP

Comme pour le sein le diagnostic définitif de cancer sera apporté par un examen anatomopathologique.

1.2.8 Biopsie et analyse histopathologique

Une biopsie consiste a prélever un fragment de tissu au niveau de la zone suspecte.

Concernant le sein, il existe deux types de biopsie : la microbiopsie (dans le cas de masse suspecte) et la
macrobiopsie (en cas de foyers de microcalcifications) toutes deux guidées par 'imagerie (mammographie
ou stéréotaxie, échographie, IRM). Au moyen d’une aiguille creuse de calibre 14 Gauge pour la microbiopsie
et de 8 a 10 Gauge en cas de macrobiopsie, le radiologue va pouvoir réaliser le plus souvent trois
prélevements dans la lésion.

Pour les cancers broncho-pulmonaires, les biopsies pourront étre réalisées via une fibroscopie pulmonaire,
une biopsie transpariétale (a travers les cotes) via un guidage sous scanner ou encore une chirurgie a visée
diagnostique (biopsie extemporanée).

Cet examen histologique est basé principalement sur la coloration trichromatique HES permettant la
coloration des noyaux cellulaires (hématoxyline), le cytoplasme (éosine) et les fibres de collagene (safran).
I’examen histopathologique de la biopsie va permettre I'infirmation ou la confirmation du diagnostic avec
I’étiologie du cancer en cas de malignité. L’histologie permet dans le cas de résections chirurgicales d’évaluer
les marges d’exérese. Lorsqu’il est réalisé immédiatement (extemporanée), le temps de l’examen

anatomopathologique est d’environ 15 minutes. Ce temps relativement court de 1’étude histologique
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extemporanée ne doit pas faire oublier que, le plus souvent, le diagnostic définitif d’'un cancer peut prendre
plusieurs semaines (suivant les centres) générant de l'anxiété et du stress chez les patients.

Dans le cancer du sein, certains centres experts ont démontré I'efficacité du modele de diagnostic en un
jour (one stop breast clinic) en tant que méthode précise, rapide et moins couteuse (66).

Cet examen histopathologique pourra étre complété par d’autres examens (immunohistochimie
notamment) afin d’affiner le diagnostic et dans un second temps, une évaluation pronostique de réponse a

certains traitements (typage moléculaire de la tumeur).

Si lobjectif du dépistage est de détecter les lésions malignes de fagon précoce, le dépistage
mammographique reste a ce jour associé a un taux assez élevé de biopsies, voire chirurgies, inutiles pour
lésions bénignes initialement classées BI-RADS 4 ou 5 (67). Les patientes BI-RADS 3 sont plus
généralement surveillées échographiquement pendant deux ans puisque seules 2% auront un cancer (19).
Ainsi dans le cas du cancer du sein, un test simple, effectué en temps réel, et qui pourrait optimiser le
recourt & la biopsie (dans le cas des BILRADS 4 et 5) serait d’un grand intérét.

Dans le cas des cancers broncho-pulmonaire I'intérét de la biopsie est de pouvoir typer et évaluer le stade
d’évolution de la tumeur (et a fortiori des pronostics de survie). Celui est caractérisé par la classification
TNM (Tumor-Node-Metastasis) (Tableau 4). La lettre « T » désigne la taille de la tumeur, le « N »

renseigne sur l’envahissement des ganglions lymphatiques et le « M » signale la présence ou ’absence de

métastases.
Tableau 4 : Classification TNM pulmonaire
Stades Description Survie a 5 ans
Stade la T1 NO MO > 0%
Stade 1b T2 NO MO 60%
Stade 2a T1 N1 MO ou 50%
Stade 2b T2 N1 MO (pas d’atteinte médiastinale) 30-40%
Stade 2b T3, NO-N1,M0 30-40%

Atteinte extra-pulmonaire (T3 NO MO ou T3 N1
Stade 3a 10-30%
MO, T3 N2 M0, T2 N2 M0)

Stade 3b T1-4 N3 MO, T4 et N1-3 MO < 10%

Stade 4 Atteinte métastatique < 5%

L’une des difficultés rencontrées par les radiologues, au moment de la réalisation d’une biopsie pulmonaire,

fait référence a des lésions dites en « verre dépoli » (Figure 12)
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Figure 12 : Image scanner d'une lésion en "verre dépoli”. La fleche désigne la zone gris clair qui correspond a la

lésion. (source : Imagerie médical sud 77)

Non seulement ces lésions sont difficilement décelables a 'imagerie, mais leur ponction s’avére complexe
du fait de leur nature et de leur structure tissulaire (68).

Les effets indésirables de la biopsie pulmonaire ne sont pas rares. Une étude de 2013 menée par (69) dresse
une liste des effets indésirables et du taux de mortalité engendré par les différentes techniques de biopsie.

Les données sont regroupées dans le tableau suivant (Tableau 5).

Tableau 5 : Effets indésirables des différentes techniques de biopsie pulmonaire. D’aprés (69)

Procédure Mortalité  Pneumothorax
Biopsie transpariétale - 15 to 44%
Biopsie extemporanée 0.5t053% -

Biopsie par fibroscopie - 1.2 to 6%

Il apparait clairement que I'un des risques majeurs lors d’une biopsie est le pneumothorax mettant en
communication la plevre et le milieu extérieur. La conséquence directe est l'affaissement du poumon
causant des problémes respiratoires et hémodynamiques graves pouvant entrainer la mort (surtout en cas
de pneumothorax bilatéral). Le pneumothorax est visible sur les clichés radiologiques, comme le montre la
Figure 13. Il apparait au niveau du cliché sous forme d’une zone noire (désignée par la fleche blanche) qui
correspond a I’entrée de I'air entre le poumon et la plevre. Cette photographie montre que le poumon droit

est compressé en comparaison du poumon gauche.

Figure 13 : Radiographic thoracique d'un pneumothorax du poumon droit (cercle blanc).

21



Introduction

22



Vers le développement d’un dispositif clinique de mesure et d’analyse spectrale in situ de la fluorescence

tissulaire

Vers le développement d’un dispositif
clinique de mesure et d’analyse
spectrale in situ de la tluorescence

tissulaire

Comme nous I’avons expliqué au préalable, I'imagerie par rayons X, ’échographie et la biopsie présentent
des limites incitant au développement de techniques complémentaires pour aider au diagnostic des lésions
suspectes a l'imagerie. C’est pourquoi, en concertation avec le corps médical et en particulier les
radiologues, il a été décidé de développer, techniquement et cliniquement, une aiguille fibrée permettant
I’analyse in situ et en temps réel des spectres de la fluorescence endogene des tumeurs. Les premiers
développements de ce dispositif ont été détaillés dans la theése de Lama Alchab (70) et seront rappelés au
début de ce chapitre puis nous détaillerons I’évolution de ce dispositif pour passer du prototype au dispositif
pour les essais cliniques.

Nous devions répondre aux contraintes suivantes : Concevoir un dispositif ambulatoire minimalement
invasif pouvant fonctionner sans aucun réglage tant optique qu’électronique pour une facilité et une

rapidité d’utilisation et d’un cofit raisonnable en vue d’une future commercialisation.

2.1 Le premier prototype

e Schéma de principe

Le dispositif était constitué d’un faisceau laser bleu (405 nm) émis d’une diode laser collimatée sur un
objectif de microscope (x10) via un cube séparateur (Figure 14). Le faisceau était ensuite injecté dans
une fibre optique dont 'extrémité était insérée dans le canal d’une aiguille tranchante de faible diametre
(23G) qui constitue « laiguille fibrée » (Figure 15). La face de sortie de la fibre est biseautée de fagon
a épouser le biseau de 'aiguille. L’angle de la pointe est typiquement de 15°. Le tissu biologique est
excité a 405 nm et le signal de fluorescence est collecté dans la méme fibre par rétrodiffusion. Ce signal
est séparé du faisceau incident (405 nm), filtré (filtre passe-haut 480 nm-700 nm) puis réinjecté via un

objectif de microscope dans une seconde fibre couplée & un spectrometre.
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Figure 14 : Vue d’ensemble du prototype. D’aprés (71).

Les fibres optiques utilisées étaient des fibres multimodes silice/silice de 365 pm de diamétre de coeur et
une ouverture numérique proche de 0,22. La colle utilisée pour tenir la fibre dans Daiguille était
biocompatible.

Le spectrometre utilisé était le modele QE65000 d’Ocean Optics ayant une haute résolution spectrale.
L’originalité du dispositif résidait essentiellement dans le développement et la conception de laiguille
fibrée. Cette aiguille a d’ailleurs fait 1'objet d’un dépét de brevet (72).

e

Figure 15 : Premier prototype d'aiguille fibrée

Le volume d’interaction aiguille/tissu a été estimé & environ 2 mm?®, mais peut varier en fonction de la

nature du tissu.

e Choix de la diode laser a 405 nm

Différents points ont guidés le choix de la longueur d’onde d’émission de la diode laser (405 nm) (70).
En tout premier lieu il n’était pas question d’envisager une excitation en dessous de 360 nm, celle-ci
étant potentiellement mutagene. Le second critére a reposé sur les données expérimentales qui ont

montré que la fluorescence tissulaire excitée a 405 nm était plus importante qu’avec une excitation a
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375 nm ou 458 nm. Enfin nous nous sommes positionnés dans un contexte d’industrialisation; il existait

des diodes lasers émettant & 405 nm peu encombrantes et peu couteuses (diode utilisée dans les blueray).

e Test sur fantdomes / biopsies congelées

Des mesures sur des « fantémes » (milieu denses) et sur des biopsies mammaires congelées ont montré
une bonne concordance entre les spectres de fluorescence mesurés avec notre dispositif et ceux obtenus par

un microscope confocal de fluorescence dans la bande 480 nm-700 nm.

2.2 Evolutions techniques : Vers le passage au dispositif clinique

2.2.1 Montage optique tout-fibré

Le prototype avait deux inconvénients rédhibitoires, son poids (plus de 30 kg avec les platines optiques)
et surtout la nécessité, apres chaque déplacement de ’appareil, de devoir le régler de nouveau, chose
irréalisable par le personnel médical; il y avait trés souvent besoin de repositionner des fibres par rapport
aux objectifs de microscopes.

La solution a ce double probleme a été le montage dit « tout fibré » tel qu’illustré Figure 16. L’ensemble
cube séparateur, filtres, objectifs de microscope a été remplacé par un multiplexeur (n°2-Figure 16). Cet
élément est depuis plusieurs années d’utilisation courante dans le domaine des télécommunications a 1,5
pm. Actuellement, il est possible d’avoir recours a ce type de solution pour des longueurs d’ondes dans le
domaine du visible a des cofits raisonnables et méme inférieurs a celui des platines optiques et des
composants externes. Le multiplexeur est tout fibré, scellé dans un bloc de résine et il permet une stabilité
mécanique du montage. Il présente en revanche un inconvénient dii a des substances fluorescentes le
constituant, provoquant un artefact dans I’émission de fluorescence vers 460 nm (Figure 17).

Le montage est le suivant:

2 Traitement de surface optique ©
o~ Fonction de filtre
< Brorcsiicats subsrate
Inténeur boitier
Bouchon B vers Ve z
e _— - ters sonde
‘s0x 10 Fawe HCG200 1 Fluorescence R Source |
: 4 Goe s s >410am Ny A= 408 nm
S50 005 s —‘ S5
1 |
Vers laser

405 nm
Laser diode

* m --,(:%:-..-»—-‘\-; ——

*
«>
Control
loop

Electronic card
with
Embedded
software

450-650 nm

Optical fiber Spectrometer

Photodiode

Laser excitation
|

Biological tissue
Figure 16 : Schéma du set-up "clinique”
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L’évolution du dispositif comprend l’ajout d’un coupleur (n°l-Figure 16) qui permet d’assurer une
puissance laser constante dans la fibre indépendamment des fluctuations de puissance de la diode laser au
cours du temps (phase de chauffage, vieillissement du composant etc.). Une fraction de la puissance du
laser est prélevée par le coupleur (environ 10%), cette fraction est mesurée par une photodiode et le signal
de la photodiode est injecté dans une boucle d’asservissement. Celle-ci est calibrée lors de la fabrication

du dispositif a ’aide d’un puissance-metre en sortie de faisceau a la fabrication du dispositif.
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Figure 17 : Artefact du au multiplexeur visible sur la prise de fond du dispositif (cercle rouge).

Ce multiplexeur présente aussi 'avantage de transmettre un signal plus important que le systeme de
multiplexage externe mis en place sur le premier prototype (moins de perte de signal).

Ce gain en flux sur le signal a permis de remplacer le spectrometre QE65000 par le modele USB 2000+,
beaucoup moins couteux (ce qui est favorable pour un dispositif commercial). Cependant, ce spectromeétre
génere plus de bruit et surtout présente une moins bonne sensibilité pour les signaux inférieurs a 500 nm
comme le montrent les sensibilités relatives des barrettes CCD des deux spectrometres présentées dans la

figure suivante.
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Figure 18 : Sensibilité relative des deux spectrométres USB2000 (a gauche) et QE65000 (é droite)

Relative sensitivity

Le gain en flux apporté par le systéme a été mis a profit pour réduire le diametre de aiguille & 25G et
d’utiliser des fibres de diamétre de coeur de 200 pm.

Autre avancée majeure, le poids est passé de quelques dizaines de kg a quelques centaines de grammes.
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2.2.2 Travail de la structure du faisceau en sortie d’aiguille

L’aiguille était initialement polie avec une granulométrie inférieure au micrometre. Dans cette
configuration, il y a une succession de réflexions totales du faisceau lumineux sur la face de sortie de la
fibre comme montré sur la Figure 19. Ainsi, au bout de quelques réflexions le faisceau s’éloignera des
conditions de réflexion totale et sortira tangentiellement a la face de sortie de la fibre de la fibre au niveau
de la pointe de l'aiguille Ce type de sortie du faisceau n’est pas idéal car, dans un soucis de calibration,
nous nous devons de pouvoir assurer une distance reproductible entre la zone de sortie du faisceau et le
matériel de calibration qui sera utilisé (voir paragraphe suivant). Or la longueur de I'aiguille n’est pas un
parametre parfaitement maitrisé en série ce qui occasionnerait un nombre de réflexions différent entre les
aiguilles et donc des potentiels défauts de calibration.

Un inconvénient supplémentaire des aiguilles fortement polies est 1'adhérence des cellules sur la face de

sortie de la fibre par effet ventouse, ce qui pollue I'aiguille dés son entrée dans le tissu.

NN

e

[~ ~
[~

Figure 19 : Schéma de la caustique du faisceau sortant de l'aiguille a une granulométrie inférieure au micron (en

haut) et a 5 microns (en bas).

La solution retenue pour s’assurer en priorité de la reproductibilité des aiguilles a été de polir 'aiguille a
une granulométrie de 5 pm, ce qui rend la surface diffusante et permet un éclairement réparti sur toute la
surface de 'aiguille (Figure 19). La sortie latérale de la lumiere va permettre une calibration individuelle

des aiguilles comme nous allons le voir au paragraphe suivant.

2.2.3 Fabrication et Calibration de 1’aiguille fibrée et du montage optique

e Fabrication de 'aiguille fibrée

La fabrication de 'aiguille en « série » a été pensée afin de répondre a plusieurs exigences a la fois
réglementaires (dans l'optique d’une utilisation en situation clinique) et pratiques :
o Reglementaires :
] NF EN ISO 10993-1 : Evaluation biologique des dispositifs médicaux — Partie 1

: évaluation et essais au sein d'un processus de gestion du risque.
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] NF EN ISO 11135-1 2007 : Stérilisation des produits de santé — Oxyde d’éthylene
— Partie 1 : exigences de développement, de validation et de contréle de routine
d’un processus de stérilisation pour des dispositifs médicaux.

o Pratiques :

= Connectique

= Diametre réduit

=  Matériau malléable

*  Biocompatibilité / stérilisation

= Pénétration tissulaire / biseau

=  (Calibration

L’aiguille fibrée est composée de plusieurs éléments permettant chacun de répondre aux exigences citées
ci-dessus. Afin que I'aiguille soit connectée & la piéce & main (piéce que saisira le radiologue), un connecteur
SMA & usage unique a été ajouté a la fin d’'une canule de 25G/23G contenant la fibre optique. A la suite
de ce connecteur, nous trouvons un petit tube en silicone monté sur cette canule. Ce dernier a un double
role, d’une part il assure la protection du sertissage du connecteur SMA sur la canule, d’autre part il offre
une sécurité afin que l'aiguille ne soit pas introduite trop en profondeur chez le patient. La canule est
composée d’inox 316L de qualité médicale et biocompatible. Comme nous ’avons indiqué, cette canule est
biseautée a 15° afin d’assurer un tranchant de ’aiguille et donc une meilleure pénétration tissulaire. Le

process de fabrication de I'aiguille peut étre résumé de la fagon suivante (Figure 20).

» Coupage et dénudage de la fibre

« Collage de la fibre dans la canule

» Usinage du la canule

« Connectorisation aiguille /SMA

e Pose du tube silicone

« Usinage des biseaux latéraux

« Emballage

Figure 20 : Process simplifi¢ de fabrication de l'aiguille fibrée

Pour satisfaire aux exigences de stérilité 1’ensemble a subi une stérilisation a 'oxyde d’éthyléne qui n’a
d’ailleurs engendré aucune modification de la fluorescence.

L’aiguille utilisée lors des essais précliniques et cliniques est schématisée de la fagon suivante (Figure 21):
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Figure 21 : A gauche : schéma technique de l'aiguille. Au centre : biseau de l'aiguille. A droite : Vue

d’ensemble de laiguille.

e (Calibration des aiguilles

11 était nécessaire de calibrer chaque aiguille (lors de la fabrication en usine) et de les contréler par la suite
(en amont des examens) afin d’assurer des résultats reproductibles en terme de sensibilité de recueil des
spectres de fluorescence.

Afin de maintenir la stérilité de D'aiguille, il n’était pas possible de calibrer les aiguilles en utilisant un
liquide (d’indice proche des tissus). En effet en amont de ’examen il aurait fallu contréler la calibration
dans ce méme liquide, affectant ainsi la stérilité. Nous avons donc dii mettre en place un systéeme de
calibration spécifique pouvant étre stérilisé avec 'aiguille et pouvant étre utilisé dans 'air. Le principe
utilisé a été le suivant: laiguille a été centrée dans un capuchon fluorescent de calibration dont la
fluorescence est reproductible et proche de I’émission maximale de la fluorescéine (~ 530 nm). Le centrage
de Paiguille dans ce systéme de calibration a été assuré par un capuchon de centrage et ’ensemble était

soutenu par un capuchon de plus grande taille.

Capuchon noir

Aiguille

Capuchon de centrage

Capuchon de calibration

Figure 22 : Représentation du systéme utilisé lors de la calibration de l'aiguille. A gauche : Visualisation de la
direction du faisceau lumineux éclairant le capuchon de calibration en sortie de Uaiguille fibrée. A droite : Vue

d’ensemble du systéme de calibration.

L’exactitude de la mesure de fluorescence du capuchon de calibration est un élément essentiel dans la
précision des résultats du dispositif et pourra étre influencé par:

1. La position du biseau au niveau du capuchon jaune (taille de I'aiguille) (§ 2.2.2)

2. La reproductibilité de la caustique de I'aiguille (§ 2.2.2)

4. Le centrage de I'aiguille dans le capuchon transparent (Figure 22).
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La valeur nominale de la fluorescence de ce capuchon de calibration & une puissance donnée (5mW en
sortie de diode laser - défini par une consigne) est fixée & 15000 u.a de fluorescence & 530 nm dans Dair.
Cette valeur a été prise sur un lot d’aiguilles étalons. Bien entendu cette valeur est conditionnée au fait
que I'ensemble des dispositifs soit équivalent « optiquement », c’est-a-dire de sensibilité égale, ce point
sera abordé ci-apres.

Il convenait, en amont, de montrer que le comportement de ces aiguilles dans ’air était corrélable a son
comportement dans I’eau (pour se rapprocher des conditions tissulaires). En d’autres termes, si la valeur
nominale du capuchon de calibration varie a la hausse dans ’air pour une aiguille varie-t-il de la méme

fagon dans I’eau (~ tissu) et inversement.

18000
16000
14000

12000

10000

R?=0,8466
8000

6000

Valeur capucheaudans l'air

4000

2000

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000 50000

valeur capuchon dans I'eau

Figure 23 : Corrélation air/eau pour la calibration

Nous remarquons ici qu’il existe une relation quasiment linéaire entre la valeur de la fluorescence du
capuchon dans I’eau et dans ’air. Ainsi nous pouvons sérieusement supposer que des mesures de calibration
dans Dair sont suffisantes pour détecter d’éventuelles aiguilles défectueuses. Ces mesures de fluorescence
du capuchon de calibration dans I’air ont ensuite été intégrées au numéro de série de chacune des aiguilles.
C’est a 'aide de ce numéro de série, signant la fluorescence au moment de la fabrication en usine, et la
mesure de controle en amont de ’examen que nous pouvons évaluer une éventuelle « déviation » de
laiguille dans le temps. Une variation de +20% a cette valeur nominale est jugée acceptable et un
coefficient était appliqué directement via le logiciel afin de « corriger » I’aiguille. Toute aiguille présentant

une dispersion de la fluorescence supérieure a 20% est directement rejetée.

e (Calibration des montages optiques en sensibilité

L’objectif de cette calibration est d’assurer une reproductibilité en sensibilité des montages optiques utilisés
(essentiellement en « clinique »). En effet, les différents éléments du systéme optique ont des

caractéristiques qui peuvent varier d’'un composant & l'autre. Cette calibration permet donc une
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uniformisation des résultats donnés par le dispositif. Cette calibration, comme dans le cas des aiguilles, a
été effectuée en comparaison d’'un montage optique étalon et consiste a générer un ratio qui ramene

I’ensemble de nos signaux a ceux obtenus sur le montage étalon selon la formule suivante.

Spectre Etalon (1) (Eq. 1)

Ratio (A) =
atio (1) Spectre dispositif a étalonner (1)

Les spectres sont générés par une lampe de calibration permettant d’obtenir un spectre d’intensité non
nulle dans notre gamme de longueur d’onde d’intérét (420 nm-750 nm). Afin de prendre en compte I'usure
des outils de calibration (lampes, fibres...), deux spectromeétres « clones » de ’étalon ont été mis en place.
Gréce a ce ratio, ils présentent la méme sensibilité que I’étalon et il est désormais possible d’observer la

variation de I’étalon au cours du temps.

Spectre Etalon (1) (Eq. 2)
Spectre Clone (1)

Variation (1) =

Au final, on en déduit :

Ratio (1) = Spectre Etalon (1) (Eq. 3)

Variation(4) x Dispositif a étalonner(A)

()
‘I. | I ! I |
Etalon de production Clones1 &2 Parc de dispositifs
Sauvegarde spectre de Contréle de la variation Génération du ratio de
référence du banc de calibration calibration en sensibilité

des dispositifs

Figure 24 : Principe du clonage des dispositifs

La troisieme composante importante du dispositif est le logiciel de recueil de la fluorescence. Celui-ci a été
congu afin de permettre un recueil et une analyse des spectres de fluorescence tissulaire en temps réel. Au
cours des différentes études ce logiciel a évolué et permet définir le nombre de spectres recueillis par mesure
(temps d’intégration) ainsi que le pas de longueur d’onde. Ces parametres sont décrits plus spécifiquement

dans le « Matériel et Méthode » des articles présentés dans cette these.
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e Correction des variations intrinseques de fluorescence

Les poussieres et les résidus de colle issus de la fabrication de 'aiguille fibrée peuvent engendrer une
fluorescence parasite. Comme le montre la Figure 25, cette fluorescence parasite a tendance a diminuer
dans un premier temps, car ces résidus sont photo-détruits, puis se stabiliser. Nous avons voulu prendre
en compte ce phénomene et induire une correction de ce signal parasite.

Il a donc fallu évaluer cette décroissance de fluorescence qui peut étre décrite par la formule suivant.

I(t) =A.e 5O + K (Eq. 4)

Chaque aiguille possede le méme type de variation aux coefficients A et B pres.

L’idée est de venir calculer A et B grace a une mesure a deux instants t1 = 10 s et t2 = 30 s. afin de
prédire la variation par la résolution d’un systéeme d’équation a deux inconnues.

Sur la figure ci-dessus, on remarque que le photoblanchiment a chuté de 250 u.a au bout de 4 minutes
(vert) contre 1600 u.a lorsqu’il n’est pas corrigé (rouge). La correction permet de gagner un facteur 6 sur
la précision de la mesure. Une chute de 250 u.a ou méme 300 u.a est acceptable. En effet, une telle variation
n’est pas considérée comme significative devant le bruit du spectrometre qui est de 150 u.a. De plus, le
laser reste allumé au maximum 2 minutes (cumulées) pendant un examen, ce qui diminue l'erreur de

correction.

Temps (1 échantillion / 100ms)

Counts
Counts

04

7]
0

[}
] 76
Temps (1 échantllicn / 100ms) Ternps (1 échantillion / 1ms)

Figure 25 : En haut : Courbe caractéristique de la décroissance exponenticlle. En bas gauche : signal corrigée. En

bas droite : signal non corrigé.
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. . . . . . / .
Utilisation du dispositif expérimental
"aid di ic des t
dans l'aide au diagnostic des tumeurs
mamimaires et pulmonaires ex vivo et
m VIV
Les travaux fondateurs de Lama Alchab (70,73) ont permis d’obtenir des résultats prometteurs dans
I'utilisation du dispositif d’aiguille fibrée pour discriminer par spectroscopie de fluorescence des lésions
bénignes et malignes provenant de biopsies mammaires congelées.
Les étapes suivantes, du cahier des charges, pour valider notre dispositif et notre méthode d’analyse
spectrale in situ de tumeurs étaient :
- de faire évoluer le design du dispositif pour le rendre compatible avec une utilisation aupres des patients,
conviviale pour les praticiens et d’un cout raisonnable tel que décrit dans le chapitre 2,
- de poursuivre les travaux initiaux sur des piéces opératoires mammaires non congelées (étude préclinique),
- d’étendre la démarche & une étude clinique multicentres,

- de valider notre approche d’aide au diagnostic des tumeurs mammaires a d’autres tumeurs telles celles

du poumon ou du foie.

L’étude préclinique a pu étre développée grace a une collaboration, avec l'institut Gustave Roussy et
I'institut Mutualiste Montsouris de Paris, qui nous a permis d’avoir acces a de nombreuses pieces
opératoires issues des chirurgies mammaires (tumorectomies ou mastectomies). Dans le cadre de cette
premiere utilisation de notre dispositif d’aiguille fibrée sur des pieces opératoires directement en sortie de
bloc opératoire, nous n’avons sélectionné que des pathologies nodulaires (bénignes et malignes) afin de
pouvoir les observer plus facilement macroscopiquement.

Cette étude dite préclinique ex vivo a permis de mettre en évidence une différence de fluorescence entre les
nodules bénins de type fibroadénome ou tumeur phyllode de grade 1 et les nodules malins de type CCI
(carcinome canalaire infiltrant) et CLI (carcinome lobulaire infiltrant). Ce travail a fait 'objet d’un premier

article (article 1) publié dans la revue European Radiology.

Sur la base de ces résultats, I’étude clinique multicentres (10 centres) a pu étre engagée.
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11 s’agissait alors d’utiliser le dispositif clinique non plus sur des piéces opératoires, mais dans les conditions
visées, c’est-a-dire directement dans le sein des femmes, sous guidage échographique. La réalisation de
cette étude in wvivo a conduit & des modifications du dispositif clinique (chapitre 2) telles que le
remplacement du spectrophotometre, I’'amélioration de 1'acquisition des mesures en termes de résolution
spectrale (un point tous les 5 nm au lieu de 20 nm), la définition du nombre de mesure & effectuer mais
aussi la modification de la taille des aiguilles dans certains cas. Le recrutement en termes de pathologies a
aussi été élargi par rapport a I’étude préclinique conduisant a poser des limites d’utilisation de notre
dispositif clinique.

Si I'on se limite aux lésions de type papillomes et aux carcinomes lobulaires invasifs rapportés dans 'article
2 (Proceeding of SPIE), nous pouvons confirmer que notre dispositif expérimental permet de discriminer
in vivo les lésions bénignes et malignes. Au contraire, si 'on s’intéresse a I’ensemble des cas de notre étude
clinique (200), les performances du dispositif clinique ne sont plus aussi tranchées.

Une partie de ce chapitre est consacré (i) & une étude critique de I’algorithme de traitement des données
développé par la société Nodea Medical et (ii) a une démonstration & travers 'analyse de deux pathologies
mammaires les plus répandues (les fibroadénomes pour les lésions bénignes et les carcinomes canalaires

infiltrants pour les 1ésions malignes) des limites d’utilisation du dispositif clinique.

Parallelement aux études préclinique et clinique réalisées sur le sein, nous avons répondu au dernier point
de notre cahier des charges en nous intéressant aux lésions pulmonaires. Nous avons relevé dans le chapitre
1 introductif que I’aide au diagnostic des tumeurs broncho-pulmonaires est un véritable besoin pour les
radiologues et les chirurgiens. En effet, les procédures mises en jeu a I’heure actuelle pour ce diagnostic
peuvent ne pas étre sans risque (pneumothorax lors de la biopsie transpariétale par exemple), longues
(attente de I’histologie finale lors d’une biopsie extemporanée) ou encore couteuses (TEP scanner). Dans
le cadre d'une collaboration avec le service de chirurgie thoracique de 1’h6opital Nord de Marseille, nous
avons pu tester notre dispositif clinique au sein de lésions broncho-pulmonaires bénignes et malignes
directement au bloc opératoire apres la résection chirurgicale. Cette étude a fait I'objet de I’article publié
dans PlosOne (article 3) et a permis d’estimer une premiére performance diagnostic de la technique dans

le cas de lésions broncho-pulmonaires.
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Article

Preclinical ex vivo evaluation of the diagnostic performance of a
new device for in situ label-free fluorescence spectral analysis of

breast masses

European Radiology — 2018
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Abstract

Objectives To assess the dingmostic parformmes of a new device for in situ label-free fuorsicence spectral analysis of breast
masses in freshly removed surgical specimens, in preparation for its clinical development.

Methods Sidy-four breast masses fom consenting patients who had undenzone ather a lumpectomy or 2 mastectomy were
inchided Label-free fluomescence spectral acquisitions were obtained with a 256 fibrecontainng nesdle inserted into the mass.
Data from benign and malignant masses were comparsd to estblish the most discrimimating thresholds and measurement
algorithms. Accuracy was verified using the bootstrap method.

Results The final histologeal examimation revealed 44 mvasive caranomas and 20 benign lesions. The maximum intensity of
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indicated that choosing five mndom measumements par mass was the best compromise to obtain high sensitivity and high nemtive
predictive value with the fewest measurements. Thus, malignant tumours wene identified with a mean sensitivity, specificity,
negative and positive predictive value of 98 8%, B5.4%, 97.2% and 93.5%, respectively.

Condusion This new in situ tissue autofluorescence evaluation device allows accumte discrimination betwesn benign and
malignant breast masses and deserves clincal development.

Key Points

* A new device allows in situ lahe-free fluorescence analysis of ex vivo breast masses

» Maxiruem fliorescence intensity discriminates benign from malignant masses (p< 0004 )

* Five random measurements allow a high negative pradictive value (97 2%)

Keywords Fresh breast mass - Optical imaging - Real-time diagnosis - Endogenous fluorescence - Minimally invasive device

Marie-Clristine Mathieu and Alextis Toullec contributed equalby to this
work

Flectronie supplement ary mater il The online version of this article
(hatps: Vdod org 10 1007500330401 T-5228-7) contains supplementary
maierial, which i available to awhorized users

] Ware-Christine Mathieu 4 Institut Mutualiste Montsouris, 42 Boulevard Joustan,
Marie-Chrigtine MATHIEL @ pustaverowssy. fr 75014 Paris, France

*  Hipital Privé d'Antony, | Rue Velpeaw 92160 Antony, France

' Gusave Roussy, 114 rue Edowsd Vaillnt, 9805 Villguif Frnce  *  Laborawire Aimé Cotion, Universith Pari-Sud, ENS Cachan, CNRS,

* Inaitut des Sciences Moléculalres d"Orsay (ISMO), CNRS, Univ, Université Paris-Saclay, 91403 Orsay Cedex, France
Paris-Sud, Universiié Paris-Saclay, F-91405 Osay, Fane

T Nodea Medical, | mail du Pr Georges Mathe, 94800 Villejuif, France

Published onlime: 05 Jameary 2008 £ Springer

37



vivo et in vivo

Utilisation du dispositif expérimental dans I’aide au diagnostic des tumeurs mammaires et pulmonaires ex

Eur Radicl

Introduction

Breast imaging identifies suspicdous breast masses, classified
w5 BI-RADS 4 or 5, which nomally require image-puidad
biopsy and histologeal diagnosis. However, mammogmphic
sereeming is associated with high false-positive findings, with
up to 706 of identified suspidous masses being ultimatel v
benign (1, 2] Alternative techmigues need to be developad
to help the reclassification of theses lesions,

Tissue autofluorescence is the natural emission of light by
endogenous fluorophores in cells (NADPIH, flavins, ete.) or
stroma (elastin and collagen), which is observable without
injecting exogenows products [3]. In onecology, the differential
expressim between endogenous fluomphores m cancerous
and non-cancerous lesions reflects in situ metabolic md/or
structural changes.

Seveml applications of a fluoresenee svstem included in
an endosoopic device were reported for the surfice screening
of different orgms such as lung, cervix, colon or oesophagms
[4-7). Alfano and co-workers wene the fist to investigate
spectral label-fres fluomscence on ex vivo breast surgical
specimens showing significnt differences between benign
and malignant masses [E—10]. Other studies conducted by
Gupta et al. [11], Mygumder et al. [12], Palmer et al. [13] or
maore recenty Chowdary et al. [14] confirmed these results,
Another technique called diffise reflectance spectroscopy
(DR3) (quantification of reflected light under ultraviolet!
vigible excitation) used alone or in combination with fuomes-
cence permits also to differentiate malinant fom benigm
masses on breast biopsies ex vivo [15]. To our knowledg:
nime of these technigues have been used in vivo,

In this context, a minimally mvasive medical devics,
named Probea®, was developed with the aim of evaluat-
ing intranodular fluorescence signal, in order to discrimi-
nate benign and malignant lesions of both superficial and
in-depth orgns. Probea® consists of a 405-nm laser di-
ode transmitting light through a fibrecontaining needle to
excite tissues surmunding the needle tip and provide real-
time autofluorescence spectral analvsis of lesions fom

460 mm to 650 nm. A preliminary qualitative study was
performed on frozen breast biopsy samples from seven
patients [16]. it was reported that
Probea® was able to distmguish ex vivo non-small cell
lung cancers from non-tumorous lesions to Geilitate the
diagnosis of lung cancer [17].

The purpose of this preclinical study was to assess the
diagnostic perfomanece of Probea® on fresh ex vivo sur-
geal specimens bearing breast masses, in order to deter-
mine relevant parameters to best discriminate between be-
nign and malignant breast masses,

More recently,

Materials and methods

Materials

This prospective study was approved by our imstitutional -
view board. All patients gave a written informed consent
allowing the use of their removed tissue for this research.
This study was performed on fresh surgical specimens be-
tween November 2012 and June 2004 in six centres or hospi-
tals (Tuble 51). Inclusion critenia were untreated occult or
palpable masses of any size (585 mm in the study) requiring
exncisional surgery. A senies of 79 consscutive masses in 78
patients were considered. However, 15 masses were excluded
because of prototype technical issues (n =7) oruncertain mass
location (n = §). Finally, 64 masses from 63 patients (one
patient with two lesions) were evaluated.

For the purpose of the smdy all histological analvses of
surgical specimens wene made by a senior expenenced pathal-
ogist (MUC.M.), in accordance with the World Health
Omgamzation classiheation [18].

Instrumentation and experimental protocol
The Probea® experimental devics has been extensively de-

seribed [ 16]. For this study, a minaturzed model more suited
to climical application was designed. Brieflv, light excitation

_*+_

Ag.1 Probesxd. a 25-Game fibre-containing needle. b Preclinical device. ¢ Experimental set-up. Adapted from [16]
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Table 1 Patient and lesion

characteristies Benign lesions Malignant lesions
Nb of lesions 20 Mb of lesions A4
Nb of autofuwomscence 146 Nb of autoflworescence 345
MEAsIE nenls Mmeasremens

N of patients 20 Nb of patients 43

Age range (mean) 1665 (38) Age range (mean) 36-BR (600

EMI range (mean) (MA) 158-34.6 (23.3) BMI range (mean) 175395 (253)

N of potmenopausal patients _’111:]?] Nb of postmenopausal patients 28(1)

NA) (NA)

BI-RADS clasification " BI-RADS clasifcation n

BI-RLAINS 2 1{5%) BI-RALNS 2 1]

BI-RAINS 3 4 (206 BI-RATS 3 1{23%)

BI-RAINS 4 10 {504%) BI-RADSE 4 17 (38.6%)

BI-RAINS 5 0 BI-RADS 5 21 (47T

MNaA 5(25%) MNA S{11.4%)

Preoperative diamosis " Proope rative dis mosis n

Mone 210 MNaone 1{23%)

Fine neadle aspiration biopsy 1{5%) Fine neadle aspiration biopsy 11 (25%:)

Core bopsy 16 (BO0E) Cone bopsy A2(TLTE)

MNaA 1 (5% MA 0

Type of surgery " Type of surgery L

Lumipec iy 200 {100 Larmpec iy 26 (59%)

Mastecky 1] Masieciomy 18 (41%:)

Lesion size Lesion size

Paange | mean) { median ) 18-85 (35)(30) Riange {mean) (median) S0 2201

] ]

Histological nype " Hislogical type n

Filroadenama 15(7T5%) Invasive ductal cas inods IR (BRI%)

Grrade 1 phyllode tumiowr 3(15%) Invasive lobular carcinoma A09.1%)

Cyat 1{5%) Adenoid cystic carcinoma 1{23%)

Raadial scar 1{5%) Mucinous caneinoma 1{23%)
Girade n
1 10 (22 74%:)
2 21 (47T
3 920 5%)
MA 4(%0.1%)
Mitsis activity n
1 20 {45.5%)
2 9(20.5%)
3 13 (29.5%)
MNA 2{4.5%)
Ki6 T expression % range (mean) T {23)
MNA n
Receplor staius:
ER positive AT (R4.1%)
PR positive A2(TLTE)
HER2 pasitive 4(%0.1%)

EMT body mass index, ER oesirogen recepior, HER2 human epidermal gowih facior 2 recepior, NA not available,
FR progesienas e oepins
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Fluorescence intensily Imax (a.u.)

Ag.2 Imax swofleonescence inensity displayed by lesions, acconding o
lesion type. Bach bar indicates Imax sutoflunrescence inemity of a
lesion. Symbols within bars comespond 1o sutofluorescence inensity
obtained for each messurement performed in tee leson Bendgn masses
{green bars): fibroadenoma: a = 105 meamrements in 1 § mases, benig
phyllode tumour: n = 31 measurements in 3 masses, RS n = 6

and capture of the autofluomesenee signak from tissue wens
achieved by the same optical fibre (HCP 200 multi-mode fi
bre, SEDI-ATI, France) inserted in a 25-muge needle and
separated through a multiplexer (SEDI-ATI, France)
(Fig 1) Fluomescence signal was then directed to a spectrom-
eter equipped with a charge-coupled device detector (QE
65000, Oeem Optics). The custom-made ProbeaSo ft® sofi
ware processed the autofluomescence spectml analysis n neal
time from 460 nm to 650 nm and allowed 20 spectm to be
recorded per second. This enable a precise quanti fication of

-

'

=
i

&
o

Ll L] L)
500 600 To0
wavelength {nmj)

FAg.3 Exampl of nomalized swiofluprescence spectra obained from a
filroadenods and an invasive cancinoma. Fibroadenoma (green line),
lesion size 28 mm, and 8 moderately differentisted invasive ductal
carcinoma (red line), lesion sze 14 mm, wene removed from a 33-year-
okl and a 49-year-okd woman, respectively

normalized autofluorescence intensity
=
n
E L

&) springer
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g 1
o [T |uc
ACE

measuremenis in 1 mass, cyst: o = 4 measurements in 1 mass,
Malignant rasses (rod bars): IDC: o = 38 measurements in 38 masses,
[LC: n= 28 messurements in 4 mases, ACC: n=§ measurements in 1
mass, MC! o = 6 measurements in 1 mass. ACC adenodd cystic
carcinoma, IDC invasive ductal carcinoma, ILC invasive lobular
carcinoma, MO mucinous carcinoama, RS radial scar

mutofluorescence intensities at the expemse of the spectral res-
olution (20 nm increments), by comparison to the prototype
previously desenibed [16]. The 405-mm excitation wavelength
was chosen as the best compromise for (1) excitation of both
cellular (NADH, FAD) and tissubr (collagen, shsting endog-
enous fluorophores and (2) patient safety considerations,
Indeed, the needle laser output power was st at | mW (ver
ified before each experiment), thus fulfilling the laser specifi-
cations mequired for a class 2 laser [19].

Before any experiment on breast masses, the Pobea®
device was calibrated using reference materials. Onee the
laser was heated ensunng a stable signal over time, the
hackground signal was recorded and subtracted from each
spectral acquisition. All experiments were performed
wsing the same device. Intranodular measurements with
Probea® were performed as soon as possible after sur-
pery. A measurement consisted in insetting the needle
inside the mass and recording fluorescence for at least
5 5 after the needle was positioned to collect 100 fluones-
cenee spectra. Measurement areas were identified by the
senior pathologist in order to have mepresentative data for
each lesion. To optimize future clinical pmetice, the num-
ber of measurements per mass varied. Thus, 1-6 measure-
ments wene performed in 16 masses (about | min exami-
nation time), 7-10 measurements mn 36 masses (about
1.5-2 min examination time) and more than 10 measure-
ments in 12 masses (about 2-2.5 min examination time)
regardless of tumour siee. For each measurement, the
spectrum exhibiting the maximum intensity (Imax) in ar-
bitrary units (a.un.) was selected for statistical analvsis.
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Fig. 4 Median, mean and i s “ane e
maximal Imax values in benign §3 s
and malignant nodules. Benign gi 8000 - £ 5 6000
masses (green bars). n = 20 x s
ﬂ'bmademma;n:libmign E 4000 § 4000
phyllode tumour: n =3, radial E =
scarn =1, cyst:n = 1). Malignant 2 g
masses (red bars): n =44 gg %01 g 2000
(mnvasive ductal carcinoma: n= §
38, invasive lobular carcinoma: n < 04 v < 0
=4, sdencid eystic carcinoma: n = Sanign W S esar; o s
1, mucinous carcinoma: n = 1)

> 20000

.

=

§,'_', 15000

83

gE 10000-

E

g8 W

§ E

< 0-

Malignant

P

Statistical analyses

To identify the most relevant parameter(s) to discriminate be-
tween benign and malignant masses, a Fisher test was per-
formed on the 64 masses, using mmimal, median, mean and
maximal values of Imax among the different measurements
performed per mass. The results are presented as means and a
p < .05 was considered signi ficant.

A receiver operating characteristic (ROC) curve was
then used to determine the optimum autofluorescence in-
tensity thresholds for identification of carcinomas with the
highest possible sensitivity and negative predictive values
(NPV). The bootstrap method was also performed to
check the accuracy of the chosen Imax threshold. The
method was applied to 1000 bootstrap samples. In order
to determine the optimal number of measurements, -6

measurements were randomly chosen from all those per-
formed per mass and this random selection was repeated
50 times. The corresponding sensitivity, specificity, posi-
tive predictive values (PPV) and NPV were calculated
using the fluorescence intensity thresholds defined above.

Sttistical analyses were performed using SAS V9.4 sof-
ware (2013, SAS).

Results
Autofluorescence analysis

Histological analysis revealed that masses were benign lesions
in 20 cases and invasive carcinomas in 44 cases (Table 1).

FAg. 5 Distibution of maximum S 60246 4 Benign masses . Malignant masses
Imax vahues in benign and o 50000+
malignant masses. Benign masses "g‘ $ete A
(ween dot): fibroadenoma: n= 30000 1 '::-‘
15, benign phyllode tumow: n= 16000 oo’ o
3 radislscarin =1, cystin=1. = 15000+ .
Malignant masses (red dots): v,
IDC: n= 38, [LC: n = 4, adencid 2 ¥ o .
cystic carcinoma: n = |, mucinows 100204 . e
carcinoma: n = 1. [DC invasive 3 200 .
ductal carcinoma, [LC invasive : .
lobular carcinoma sod '._
et
ssgegescscas geeessssssssssnr s P o~ A pp———. - 4
i 0 " .
Fibro- Benign Radial Cyst oc ILc Adenold Mucinous
adenoma phyllode scar cystic  carcinoma
tumar sarsmema
&) Springer
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Table 2 Diagnoaic performance
hased on meximum inensity pvalue
vahwes for the absence of
autoflsorescence and the 1300- Absence of autofluonescence TP= 44 TH =10 FF=10 FM=0 < W1
aun. thresholkd Se = 100% Sp=50% NPV = 100% PPV = 81.5%
Threshold of 1300 au. TP = 44 THN=17 FFP=3 FN=0 < (]
Se = 100% Sp=85% NPV = 100% PPV = 9.6%

ahwes werne calculated from e mainmem Imax obtained per mass considering the whole range of measuremenis.
An absence of suinfluwrescence indicated that de maximum inensity measured in de mass was equal o O

TPirwe positive, TV trwe negative, FIP fale positive, FIV false negative, Se sensitivity, Sp speci ficity, NPV negative
predictive value, PPV positive predictive value

The autofluomsscence intensity signals appeared different
between benign and malignant masses (Fig. 2). Benign lesions
exhibited no or very low fluorescence signal, whereas for
malignant ones, at least one Imax measurement was higher
than 1300 a.u. It is noteworthy that both benign and malignant
cases displaved intra- and intermass heterogeneous Tmax
(Fig. 2). With the spectral resolution of this prototype
(20 nm increments), the emission wavelength associated with
the Imax value was similar for both benign and malignant
masses (~500 nm, p= 1) (Fig. 33

Relevant parameters to identify benign
and malignant masses

To determing the most relevant parameters to distinguish be-
tween benign and malignant lesions, median, mean and max-
imum Imax values per mass were analyvsad (Fig. 4). These
three values were significantby lower for benign masses com-
pared to carcinomas (p < 0001). However, the most relevant
parameter to discrimmate benign from malignant tumous was
the maximum Imax value, Ttwas constantly higher than 1300
au. for all cardnomas (44 cases) and less than 1100 a.w for
17720 cases (e 14 fibmadenomas and 3 benign phyllode
turnors) of benign masses including 10 non-fluorescent cases

100

g

Sensitivityds

0

0 50 100

100% - Specificity®o
Rg. & ROC curve performance for the maimum e
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(Fig. 5). Only one fibroadenoma and two specific benign le-
sions, mespectively a radial scar and a cvst, displaved high
autofluorescence imtensities,

The maximum threshold of 1300 a0 alowed us toidentife
benign and malignant tumours with sensitivity, specificity,
WPV and PPV of 1009, 85%, 1005 and 93.6% respectively
{Table 2), and with an AUC of 092 (Fig. 6). This threshold
wis thus retained for further analvses and was validated with
the bootstrap method indicating its rdevance in 99% of the
1000 samples generated.

Diagnostic performance of Probea®

To be suitable for clinical practics, the device must be able to
discriminate between benign and malignant masses with the
fewest measurements possible. Optimization of this parameter
was performed using both experimental and statistical ap-
proaches. The number of measurements performed per mass
did not signifiantly modify the maximal nax value observed
in benign lesions (p= 43) and carcinomas (p = .82; data not
shown). The diagnostic performance of Probea® was evalu-
ated after selacting 50 mndom Inax samples of 1-6 measum-
ments per mass. When the number of measurements was in-
cremed, sensitivity and NPV increased, while specificity and
PPV slightly decrsased (Table 3). Five measurements ap-
preared to be optimal, providing a mean sensitivity of 98.8%
and a mean NPV of97.2%, associated with a mean specificity
of B5.4% and a mean PPV of 93.5%.

Discussion

In this preclinical study, we have damonstrated that ex vive
autofluorescence analysis of breast masses using the Probea®
device allows the discimination of benign fom malignant
omnzs. The best parameter was the maximum fluorescence in-
tensity. Furthemmore, we showed that five measurements per
miss were necessary but also sufficient to reach 98.8% sensi-
tivity and an NPV of 97 2%,

The substantial difference in autofluorescence intensities
between benign and malignant masses supports previous
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Table 3 Diagnoaic performance

based on metimum Imax vales 50 random N Se Sp NFY FFY P

per mass for the 1300-a.u. sampling Mean (min— Mean {min— Mean (min— Mean (min— value

threshald ) ) M) )
| measumement 53 T9eT-89) REA (20 67 (547 T (RO < i1
2 mesumments 53 TRO(e02) BE (20 o8 (54-H3) 93 (RO < i1
3 mesumments 53 956 (B0-10d) RS (-8 Gl T (70— 1060 QT (9205 < i1
4 mesumments 530 OR2(92-10d) BS8 (-8 Q5.9 (B3-100) QT (9205 < i1
5 memumments 48 ORB (D410 BS54 (-8 U722 (BE-10) 95 (9205 < i1
6 messuements 6 YRS 0T-100) B1.9 (M-86) GRT (9210 @04 < W

50 random samples of one o six measmements were drawn. The diagnodtic perfomance was calculsted using the
1300-au. threshold. Only masses from which at least five measurements (n = 53) wene initially made wene
included in the random sample of one to four meamements, whereas mases from which at least six (n = 48)
and seven messumments wene made (o = 36) wene retained for the random sample of five and six measuremenis,

regpactively

e sensitivity, Sp specificity, NPV negative predictive value, PPV positive predictive value

results obtained on froeen breast samples [16], indicating that
carcinomas emit a stronger antofluorescence signal than
healthy tissues. The fluorescence vanations may be explained
by changes in stromal and/or cellular fluorophore expression.
In the case of collagen, non-fluorescent types constitute the
stromal fibres of bemgn breast masses [20], which 15 1n agree-
ment with the absence or low antofluorescence signal ob-
servedd for most of the benign masses. By comparison, the
main stromal fluorophore expressed in malignant lesions is
tvpe I collagen, which is highly fluorescent and
oversxpressed, especially in invasive ductal carcinomas [21].
Besides collagen, elastm is also reporied to accumulate around
breast ducts in invasive carcinomas inducing streaks [20] and
mivst likely contributes to the high fluomesenes emission mea-
sured in malignant lesions. Cellular fluomphores may also be
considensd, especially nicotinamide adenine dinue leotide
(MNAD, maximum emission wavelength 470 nm) and flavin
adening dinucleotide (FAD, maximum emission wavekngth
530 rm), as porphyring from blood do not have to be consid-
ered in this ex vivo study, However, the maximum emission
ohserved at 500 nm for all the spectm as well as the absence or
lowe signals detected in benign lesions preclude, or at least
minimizg, the contribution of both NAD and FAD to the high
mutofluorescence intensity signals observed in carcinomas
with Probea®. Nevertheless, their invol vement cimnot be ex-
cluded, as previous studies have described increased NAD
and FAD mtio in breast tumours [20, 22, 23] A greater spec-
trul sensitivity of the Probea® device will be required to con-
firm this hypothesis.

Meverthdess, atvpical mses of strong fluomesscence signals
were found in thres benign lesions: ong fbroadenoma, one ra-
dial scor and one cvst. In the case of Gbroadenoma, it has been
shown that such benign tumours cn evolve over time and ex-
press n increased fibrosis density composed of tvpe T collagen
[20]. As for the mdial scar, ehstin fluomscencs emision may
eplain the high fuorescence signal, as a high concentration of
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this fluorophore is found at its centre The high fluorescence
sigral emitted by a ovst has not vet been reported. Tt contrined
a thick gresn material consisting of seaetons md degeneraied
cells whose fluomscence amission specificitiss are not known,

This study highlighted several benefits of the Probea® sys-
tem by comparison to previous reports [15, 24, 25]. First, we
ohserved discrimmation of the fluorescence spectra betwesn
benign and malignant breast lesions as for an ultraviolet exci-
tation from 280 nm to 360 nm: undoubtingly, the 405-nm
excitation light used with the Probea® system is less damag-
ing for both patients and mdiologists [16]. The other great
advance concems the design of the medical devics that can
b directly tmnsposed to in vivo measurements. It was devel-
oped, on the basis of the same technique as fine needle aspi-
ration, by inserting a unique optical fibre in a thin needls
(25G) to allow the penstration of full organ nodules for a
specific real-time autofluorescence assessment. This is a
promising method in the perspective of using the Probea®
medical device for in vive discrimination between benign
and malignint masses.

However a number of issues must be taken into account for
the device's future clmical development. The version of the
ProbenSoft® software used in this study offered a fing empoml
resolution with the aoquisition of 20 spectm per second that was
prefemed to ahigh spectml resolution. This allowed us to accu-
rately quantify mitofluorescence intensities, which appeared to
be a strong parameter to disciminate betwesn benipn masses
and ciranomas [16]. However, a better spectml resolution, to
improve spectrum accuracy, might increase the discrimination
batween these lesions [16] and give additional pammeters to
reclassify benign fuorescent tumours, Morsover, dunng dinical
practics, the fuorescence memsuremeant from brenst masses may
be modified by m absothing component (haemoglobin) or nes-
dle contumination durmg breast penetmtion. The ProbeaS oft@
softwane is cumently underpong mprovement to take thess ar-
tefacts into considemtion without diminishing the temporal

&1 Springer



vivo et in vivo

Utilisation du dispositif expérimental dans I'aide au diagnostic des tumeurs mammaires et pulmonaires ex

performance of the system. Another point concems the pamme-
aers defined to dsaiminas benign from malignant masses that
are established on the basis of the results of histological analysis
on the whole tumour, which may constitute a bias, This issue
will be addrassed m a two-arm dimical study, In the dinical
study, only ong puncture thmough the skin will be performed
mnd the nesdle will be moved in different dirsctions in e mass
under ubtrsound control to make the mesuranents, which is
mire suitable for dinical practics

Another point concems the gold stndard wsed to compans
our echmique. Our iechnique has besn compared to the histo-
ogical malyss of the whole tumour. Considening a future din-
il study, the sensitivity and specifiaty of hbel-free fluores-
cenes have to be compared with those of core needle biopsy.

Patient recruitment also must be improved in the future In
this preclimical study, sampling of both benign and mal gnant
lssions was limited and concemed only lssions mequiring sur-
pery. Extending our study to a wider mnpge of lesions will be
necessary in the clinical tral to confirm the present mesults,
Another weak point of this study concerns the mam age and
menopausal status, different betwesn patients presenting be-
nign and malignant masses. This is in relation to the diffsrent
incidence of benign and malignant lesions in women [26]. A
largersenes ofpatients will be needed to analyse the mean ape
effect of the fuomscence response of bremst tissuss,

In summary, with a fibrecontaining nesdle thimer than
those used for fine-needle aspimtion biopsy, Probea® is an
ensy-to-use, minmally invasive device that delivers in neal
time rehable autofluorescence spectral measurements using
quantifiable parameters, regandless of the person perfomming
the procedure. The high NPV of the procedure is a promising
result that will enable meal-time identification of benignity
malignity of breast masses,
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ABSTRACT

Breast lesions diagnosis and characterization need additional cost-effective techmiques to avold unnecessary mvasive
procedures, such as core needls biopsies, m the case of benign tumors. Endogenous flucrescence 15 an effective method
to lnghlight in site metabolic and/or structural changes between cancerous and non-cancerous lesions. In this context, we
developed an onginal set-up, consisting of a 405 nm laser diode transmitting light through a 25 Gauge (045 mm x
50mm) 14" sharp fibered needle to excite intranodular flucrophores around the needle tip and providing real-tme label-
free fluorescence spectrzl analv=is of lesions from 450 om to 650 nm. The objective was to help radiclogists to classify
suspicious masses in vive and in real-time withm the lesion. We reported the results of spectral differences between 14
invasive lobular carcinomas and 6 infraductal papilloma enrolled in a climical study.

1. INTRODUCTION

Breast cancer 15 the most frequent women cancer with about 1,67 mullion cases per year and the second in terms of
cancer death in developed regions'. Recent studies showed that mammographic breast cancer screening programs permit
about 20% reducton in breast cancer mmnlity:‘!. However it can increase the rate of false posifives leading to
unnecessary blopsies and anxiety for women waiting for final histological examination (few days to few weeks).
Alternatives methods or work organization are required. Some studies showed that one-stop breast clinic could provide a
fast, accurate and cost effective diagnosis* in one day. Additional techniques were developed to reduce the false positive
rate such as elastography” coupled with nltrzsound (US) for example. Endogenous flucrescence of tumors, first explored
by Alfanc et afl, is now a well known approach for cancer diag:n.as'ﬁ, especially for organs that can be mwvestigated
through endoscopy such as lung, cervix, colon or esophagus . The purpose of this study is to present the use of a
mummzlly invasive sef-up m ncrder to evaluate in vivo miranodular label-free fluorescence and particularly its use m
breast cancer. Froof uf{::-ncept ! and preclinical studies 1 rere already performed revealing a sigmificant endogenous
flucrescence difference between benign and malignant masses. We have now enough knowledge for an im vive
application.

2. MATERIALS AND METHODS

1.1 Instrumentation
As previoushy described'™" the main part of our device was the sterile and disposable fibered needle closely designed
with radiclogists. In order to ensure a good penetration of biological tissues, commereial stainless steel biocompatible

Oiptical Fibers and Sensors for Medical Diagnostics and Treatment lications XV, edited by Israel Gannot
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25 Gauge canoula (0.45mm diameter, 50mm length) was processed m order to create a sharped and 14° beveled peedle
(figure 1). A multtmode opfical fiber (200pm core, 0.37 MA, non-toxic, biocompatible, SEDI-ATI, France) was then
inzerted in the needle and adhesively bonded with a biocompatible glue. The whole was polished at a specific gram zize.
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Figure I : Beveled 15 Gauge needle Figure 1 : Optical set-up

The optical set-up was schematically represented m fizure 2 and optimuzed in terms of expenmentzal simplicity and cost-
effectiveness as deseribed in """, The fluorescence excitation was achieved using a 405om laser diode (maximal
available power: SmW): 90% of this laser beam was conducted through the optical fiber. Label-free fluorescence signal
was captured by the same optical fiber and separated from the meident beam through a mulaplexer (SEDI-ATI, France)
including a dichroic mirror for the Light separation of excitation and emission. This “zll fibered optical multiplexer™ had
a high optical efficiency necessary to collect low levels of fluorescence, but miroduced an artefact due to internal
flucrescence at 475 nm as observed in fizure 10in the case of low fluorescence signal The flucrescence emission was
directed to a spectrometer (UJSB2000+, Ocean Optics, USA) eqgupped with 2 25 pm-wide shit and CCD detector
({IL¥511, Seny) and analyzed by an homemade software. Compared to previous version", the software was improved,
allowing each 30 ms the recording of 800 spectrzl values for one spectum rangmg from 430 nm to 650 nm. Depending
on the operator, 200 to 250 spectra were acquired for each measurement as 1llustrated in figure 3. To ensure a constant
output power of the laser diode a control loop couplmg a photodiode and an electromic card was implemented, using the
10%e branch (figure 2). The disposable needle and the optical set-up were connected using a SMA connector adjusted at
the end of the cannula. Chatput power at the end of the fibered probe was evaluated at | mW and considered as safe for
patients and radiologists' ™.
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Figure 3 : Typical zet af spectra caprured during @ measuremant
1.1 Patients
To assess the in wive ability of this set-up to accurately predict the malignancy of breast nodules, a multicenter, national,

prospective and non-randomized clinical tnal, has been launched. The stady was approved by the regulatory and ethical
French authomfies. All participants accrued mto the clinical frial have given a written informed consent.
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To be enrolled in the study, patients must be adult women capable of reading, wnting and understanding the French
language and be registered m a health care system. They also have to present one or several suspicious breast nodules
never mvestigated and requirmg a biopsy (the gold standard to have access to the final diagnosis), because classified BI-
RADS 4 or 5 according to breast US".

Women having a chemotherapy treatment and/or underwent ipsilateral surgical intervention, ongomng anticoagulant
therapy. pregnancy or breast feeding cannot be enrolled into the study.

Among the whole population of investigated nodules, we chose to present the study of 20 cases selected after
histological diagnosis: 14 malignant tumors that are invasive lobular carcinomas (ILC) (10% of maliznant masses)' and
6 benign papilloma (10% of benign masses)'*.

2.3 Protocol

Local lidocame patches and/or nitrous oxide were proposed to patients before the penetrance of the needle through the
skin Intradermal local anesthesia was not permitted.

The procedure was designed to charactenze the tissue endogenous fluorescence by performinz intranodular
measurements in order to sample the whole mass after a unique skin passage. For nodules from 5 to 10 mm. two
trajectonies (T1 and T2) distant from about 3 mm were realized. For each trajectory. one or two measurements were
performed: M1, M2, respectively in nodule center and m its inner edge (fizure 4). For nodules s1zing more than 10 mm. a
third trajectory includmg 2 measurements was realized using the same protocol as T1 and T2 (fizure 4). To confum the
intranodular location of the needle, both orthogonal and axial ultrasound 1mages were acquured (fizure 5).

Fod c Tamg
TIM2
-
TimMl T2M1
Tim2 M2
§ ovm o Winjor ek nodela 219
s Nalos sls naauis = 18 e

Figure 4 : Measurements protocol for intranodular endogenous fluorescence assessment. Left: nodule with a mgjor axis comprized
berween 5 and 10 mm. Right: nodule strictly sizing more than 10 mm.

Axial Orthogonal

Figure 5 : Needie (red line) imserted in a fypical mralobular carcinoma in axial and orthogonal pians during ultrasound examination
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Afrer performing these label-free fluorescence measurements, an US-gmded core needle biopsy of the mvestzated
nodule was also performed. Histological exammation of biopsies samples was the gold standard and was realized by

sxperimented pathologists.
3. RESULTS

3.1 Set-up characterization

Cary Eclipse spectrophotometer (Agilent, USA) was used as a “gold standard™ to validate the fluorescence signal
obtained with the Ocean Optics spectrometer associated with our fiber-optic probe on a set of reference dves diluted in
ethanol (flucrescein, coumanne 480, thodamine 590 and rhodamime 640) (Exciton, USA) (fizure 6). Simular specira and
detection threshold were obtained with the two systems for flucrophores used in the visible spectral range (300-650 nm)
which constibutes a first validation of our set-up.

Bv contrast, the maxmmum emussion of coumarine 480 appeared red shifted of 20 nm using the fiber-optic probe as
compared to the Cary spectrometer. This was explamed by an advanced charactenzation of the Ocean optic spectrometer
that revealed a drastic decrease of itz sensifivity (more than the manufacturer’'s data) for wavelength under 500 nm.
Applymg pumencal compensation would miroduce noise and non-reproducible measwements and was not apphed m the
context of this stdy.

Figure 6 -
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Figure 7 : Calibration with the needle lighting the
yellow cap

To minimize varability in the measurements, each single-use needle were cahbrated using a calibration vellow cap
(fizure 7). This cap have a fixed fluorescence intensity of = 15,000 arbitrary units (aw) at 530 nm under a 5mW laser
diode cutput power. This wavelength was chosen considenng the optimal sensitivity of the CCD array (ILXE511, Sonv)
of the spectrometer between 300 nm and 600 nm. Needles presenting less of 20% deviation of this value were accepted
whereas needles presenfing up to 20% deviation were rejected. This control was made twice, before stemhization and
before fm-vive measurements. A comecton coefficient were apphed before use to all accepted needles to reach the

targeted value of 15,000 au at 530 mom.

Each medical enter mmplicated in the study were equpped with a device that’s why good reproducibibity of the
spectrometers were assessed using a control deutermmihalogen lamp (Ocean Optics, USA) and compared to a standard
spectrometer. To reach the same sensitivity a ratio could be apphed if necessary.

3.1 In vive measurements

All the 20 cases of breast tumors were techmeally exploitable. The 14 cases of ILC were analyzed comespondmmg to 58
measurements (one high-sizing nodule) but 4 measurements were excluded due to too low signals with a high signal to
nolse ratio or a procedure 1ssue. For the papilloma (all of zmall size), the 24 comesponding measurements were all
analyzed.

Proc. of SPIE Vol. 10488 10433104
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Figure & presents averaged normalized fluorescence emission spectra for ILC (two groups of spectrz) and papilloma
respectively. We can observed an overall fluorescence infensity of the malipnant tumers (ILC) approximately ten fimes
higher than the one of the non-tumor samples (papilloma).

ILC vs Papilloma

15000 = LT Group 1 (10 cas)
. — ILE Eroup 2 |3 cases)

3000 T Papiloma | cases)
/)
230001

‘ISI'II]-/

Nuorescence inlensily (a.u.)

460 480 SO0 G20 540 560 580 ED) 620 640
wavelength (nm}

Figure § ; dveraged fluorescence specira for ILC (twe groups) and papilloma

We must keap in mind that these values were averaged but in each case, a dependence of the signal intensity with the
position of the optical probe 1n the sample was observed (figure 8). This signal heterogeneity inter and intramasses was
revealed by the hugh standard deviafion much meore pronounced for ILC cases than for papilloma (figure 9). However,
more than half of the indridual measurements in 12/14 ILC showed overall flucrescence intensities above 10 000 au;
whereas no measurement showed such a fluorescence mn the papilloma population. Higher fluorescence intensity of
malignant tumeors constitute an optical signature of malignancy so far. Besides inter-patients vanabity for ILC tumors,
two distinet spectra populations were observed (fizure 8). In 10 cases, a single band centered at 505 nm was observed
while m 3 cases the maximm emission was blue shift to 490 nm with a shoulder at 510 nm and can be attnbuted to the
heterogeneity of breast tissue. Such a vanability was not observed for the bemign tumors.
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Figure 9 : Mean fluorescence intensiyy and the corresponding daviation i ILC and papilloma
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Dunng a measurement, the flucrescence is not constant and decreases along time as for a photobleaching effect. This
drop of flucrescence was evaluated 1n each case of ILC and papilloma; 1t was less than 25% of the first spectra for the 14
ILC whereas all papilloma display a lugher photobleaching (=25%) (fizure 107
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Figure 10 : Photobleaching amplitude in ILC and papilloma

4. DISCUSSION

We reported here the first in vive application of our fiber-ophics probe set-up to mduce label free fluorescence of breast
tissues and provide a techmque of discromination between malignant and benign masses by studyving in real-fime their
smizsion spectra. For this purpose, and compared to the pre-climieal study anzlyzmg label-free fluorescence of ex vive
breast masses'"", several updates were applied. First, the laser diode and the spectrometer were replaced in order to
reach a cost effective device. Then new features were implemented {electromie card with embedded zoftware) to reach a
constant power of the device. A new software was developed and thus the spectral resclution during acquisiion was
significantly 1mproved. Finally, the ergonomics of the device and especially the handpiece beanng the fibered-needle
was designed to ensure an easy-to-use device. Moreover, the manufactunng and calibration of the fibered-peedle were
updated and standardized. To conclude all regulatory requirements concerning stenhzation and safety were reached.

Supporting previous results obtained on frozen breast samples'' and on ex vive fresh breast masses", the present study
undoubtedly and guantitztively demonstrated that in vive acqusiton of fluorescence spectra acquired in maligmant
nodules are both more intense (factor ~ 8-10) and less photobleached by companson with spectra benign omes. For both
ILC and papilloma. the spectra display emmssion maxmma rangmg between 420-520 nm and cover every fime ~ 90-nm-
wide bandwidth. Such spectra m terms of maximum emission and broad half bandwidth, were m agreement with the
confribution of several endogenous stromal (collagen, elastin) and/or cellular (mcotinanude adenine dinuclectide (MAD]),
and flavin adenine dmucleotide (FAD)) fluorophores. Thewr quantitative comfribution 15 now under investigation using
combination of second harmome generztion (SHG) and confocal spectral imagzing. However, considenng that ILC are
composed of an abundant, fibrous and thick stroma, it can be reasonably hypothesized that collagen and elastin
{overexpressed in carcinoma)'™'®, most likely contribute to the high fluorescence emission. The cellular fluorophores
may also be considered. However, the low photobleaching effect detected in ILC minimize the contmbution of the highly
photosensitive NAD and FAD to the fluorescence infensity sigmals observed in such carcinomas. By contrast, they
contribute much to the fluorescence signal measured in papilloma (higher photobleaching) n agreement with the less
content of stromal flucrophores (collagen, elastin) in these benign tumers'®. This result highlights the benefit of the new
software developed to obtain a thinner spectrzl acqgmisition, now able to quantify the signal drop during measurements
that could constitute a new signature for pathology identfication.

However a oumber of 155ues mmst be faken info account to optinuze the fiuture clmical development. First, the sensiovity
of the spectrometer 15 not optimal for near ultraviolet wavelength so the device was considered as not suited for
quanttative fluorescence analysis for wavelength below 480 nm. A better near-UV spectral resclubion, might mmprove
spectum accuracy m this spectral range and increase the discrimmation between malignant and bemign lesions, that may
lead to addibonal parameters identification for a better nodule diagnosis.

A second important 1ssue concems the standardization of the procedure. In the present study, one case of ILC (ILC9,
figure ¥) appears Like a papilloma m terms of maxmmum fluorescence miensity. The procedure for the acquisihon of the
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corresponding zxial and orthogonal ultrasound 1mages (figure 11) does not allow to validate the intranodular location of
the needle and thus the accuracy of fluorescence measurements.

Axial Orthogonal

Figure 11 : Axial and orthogonal ultrasound examination with a non-visible needie. Typical case qf ILC 9 exhibiting an abnormal low
Sluorescence signal.

A standardized protocol will be needed m order to avoid measurement failure and to ensure an optimal patient care. In
the perspective of a future commercialization of the device. these 135ues will have to be fixed.

In conclusion these first in vivo results with our fiber-optic probe set up- are very promising in term of optical signature
of breast cancer. We have evidenced higher fluorezcence intensity and systematic less photobleachmg for fumoral tissue
compared with benign one, which constitutes a double signature. These data have been obtained from the analysis of 14
cases of ILC and 6 cases of papilloma that constitute an essential background that of course will have to be confirmed on
a larger number of samples and other breast patholozies. This 15 the puwipose of the clinical study under investization to
update each eritenia distinguishing maliznant from benign pathologies.
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Discrimination du caractére bénin / malin par analyse des signaux de fluorescence in vivo

dans les nodules mammaires : Limites de 1’étude clinique

e FEvaluation des performances de I’examen mis en ccuvre utilisant le dispositif d’aiguille fibrée

La société Nodea Médical s’était engagée pour I'aide au diagnostic des tumeurs mammaires, & développer
un examen pour une utilisation in vivo tel que décrit dans 'article de (74). Celui-ci devait se positionner
apres ’échographie et en amont de la microbiopsie. L’objectif était d’obtenir au minimum 95% de
sensibilité et 80% de spécificité, correspondant pour la sensibilité aux performances diagnostiques de la
microbiopsie et de son analyse histopathologique considérée comme le « gold standard » pour cette étude.
Leur revendication était, a terme, d’éviter une grande partie des biopsies inutiles. L’objectif est de ne pas
avoir plus de faux négatifs que la biopsie en tolérant de 1’ordre de 20% de faux positifs. L’examen proposé
au moyen d’une aiguille de 25G était moins invasif que la microbiopsie (14G) et avait 'avantage de pouvoir
donner un résultat en temps réel.

La sensibilité de la microbiopsie est de 95% et sa spécificité varie entre 95% et 99% selon les études. Les
faux positifs et les faux négatifs de cet examen considéré comme référence vont affecter les résultats de
I’étude, et I'obtention de 95% de sensibilité est un objectif en soi techniquement délicat, méme pour un
examen quasi parfait. Nous n’aurons pas besoin de rediscuter ce point dans la mesure ou les performances
obtenues sont restés éloignées de celles de la biopsie.

Dans un premier temps, les performances de I’examen avec le dispositif d’aiguille fibrée ont été déterminées
en considérant que cet examen se suffisait & lui-méme pour discriminer le caractére bénin / malin d’une
lésion, et donc sans faire appel aux criteres échographiques ou mammographiques. Pour ce faire les données
cumulées de 260 patientes recrutées dans une étude clinique ont été prises en compte.

En se basant sur les résultats de 1’étude préclinique (détermination d’un seuil d’intensité maximale de
fluorescence pour discriminer les nodules malins et les nodules bénins (75)) et en utilisant les 60 premiers
cas de I'étude clinique, un algorithme de traitement des données a été développé par la société Nodea
Medical et mis & I’épreuve par une société d’Assistance a la Recherche Clinique (CRO) en I'appliquant en
aveugle sur les 200 autres cas.

Rappelons qu’il s’agissait d’une étude clinique et qu’ainsi les pathologies rencontrées étaient beaucoup plus
diversifiées que celles de I’étude préclinique qui se limitaient & des nodules opérés. Ainsi, de multiples
tentatives de construction de cet algorithme ont été déployées, jusqu’a faire appel au « deep-learning »
pour le mettre au point mais malgré tous ces efforts, les meilleures performances obtenues pour ’examen
utilisant le dispositif d’aiguille fibrée, ont été une sensibilité de 80% et une spécificité de 60%. On était
loin de I'objectif souhaité (celui de la sensibilité de I’histologie & partir de biopsies), ce qui a contraint la
société Nodea Medical a interrompre la poursuite de son activité, cet objectif étant le principal intérét des

investisseurs en termes de marché.

e Analyse des raisons de I’échec de I’algorithme d’analyse des données cliniques

Il convient a posteriori de comprendre les raisons de cet échec. Notre approche sera de considérer quelques
pathologies qui suffiront & expliquer les mauvais résultats des algorithmes développés.
Parmi les pathologies rencontrées dans 1’étude clinique, nous avons rapporté dans I'article 2, les cas des

carcinomes lobulaires (pathologie maligne) versus papillome (pathologie bénigne), que nous avons pu
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différencier grace aux mesures spectrales de fluorescence utilisant le dispositif clinique (amplitude des
signaux et taux de photoblanchiement).

Cependant, il ne s’agit pas des pathologies les plus courantes. En effet, dans les cas malins, le Carcinome
Canalaire Infiltrant (CCI) est la pathologie la plus courante (dans notre étude clinique, il s’agit de 101 cas
sur 200) alors que le fibroadénome est le principal représentant des pathologies bénignes (60 sur 200 cas
dans notre étude). Ces chiffres montrent bien la prévalence de ces deux pathologies et ce sont elles qui ont
provoqué la majeure partie des cas de confusion lors de ’analyse des données de 1’étude clinique.

Nous nous limiterons ici a ’étude des mesures de la fluorescence de ces deux pathologies, suffisante pour
expliquer I’échec de la discrimination du caractére « bénin-malin » par analyse des signaux de fluorescence
in vivo des nodules mammaires.

Nous n’avons pas retrouvé in wvivo les différences franches et reproductibles entre les CCI et les
fibroadénomes comme lors de I’étude préclinique (75): ainsi des CCI présentaient une fluorescence faible
comparable a ce que 1’'on attendait dans les fibroadénomes et inversement des fibroadénomes montraient
des zones de forte fluorescence. La Figure 26 illustre quelques données représentatives : pour deux cas de
CCI, le signal de fluorescence le plus intense des 6 mesures faites est de 900-1000 u.a et 2500 u.a.
respectivement (patientes 1 et 2). Concernant les fibroadénomes (patientes 3 et 4) de tailles variables
(9mm et 17 mm) nous mesurons dans chaque cas une fluorescence élevée (~ 14000) et aussi dans un cas

isolé (patiente 3) une déformation du spectre (maxima & 500nm et 515 nm).

Patiente 1 Patiente 2
|
1200 2200
1000 2000
800
1500
600
cCl
200 1000
200 500
o A - =
450 470 490 510 530 550 570 590 610 630 650 0
450 470 490 510 530 550 570 590 610 630 650
Patiente 3 Patiente 4
16000 16000
14000 14000
12000 12000
10000 10000
8000 8000
Fad
6000 6000
4000 4000
2000 2000
o 0
450470490510530550570590 610 630650
450 470 490510 530 550 570 590 610 630 650

Figure 26 : Exemples de spectres représentatifs des cas de confusion dans l'analyse des données par l'algorithme

développé par la société Nodea Medical.
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Face a cette disparité des mesures de fluorescence, nous avons considéré tous les cas de CCI et de

fibroadénomes de notre étude clinique et classé I'intensité de fluorescence en 6 niveaux:

Le

n

Tres fort : supérieur a 20 000 u.a.
Fort : entre 10000 u.a. et 20000 u.a.
Moyen fort : entre 5000 et 10 000 u.a.
Moyen faible : entre 2500 et 5000 u.a.
Faible : entre 1000 et 2500 u.a.

Tres faible : inférieur a 1000 u.a.

résultats selon ce classement sont rassemblés dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Répartition des fibroadénomes et des CCI en fonction de leurs intensités de fluorescence

Pathologie Tres fort Fort Moyen fort Moyen faible | Faible Tres faible

Nombre de cas

CCI 16 23 22 20 19 1
Fibroadénome 5 14 13 16 8 4
% des cas

CCI 16% 22.5% 21,5% 20% 19% 1%
Fibroadénome 8% 23% 21% 27% 14% %

Nous voyons que le probleme majeur est I’hétérogénéité des mesures en termes d’intensité de fluorescence.

A partir des données « patientes » mises & notre disposition, données échographiques (taille du nodule,

forme, aspect des contours, échogénicité etc.), histologie, 4ge de la patiente etc. nous avons regardé s’il

n’était pas possible d’appliquer des criteres supplémentaires a l'intensité de fluorescence pour classer les

pathologies et si nos difficultés ne touchaient par exemple que des cas non ambigus a I’échographie (classé

ACRS5). Il s’est trouvé que nos difficultés étaient réparties indépendamment du classement ACR.

Nous avons également regardé si les fibroadénomes ne pouvaient pas avoir des comportements différents

suivant leur description histopathologique.

Ainsi 23 cas de fibroadénomes ont été identifiés de fagon plus descriptive dans les rapports

histopathologiques :

Adénofibrome intracanaliculaire (12 cas)

Adénofibrome ancien hyalinisé (3 cas)

Fibroadénome tubuleux (1 cas)

Adénofibrome adénosique (4 cas)

Adénofibrome et hyperplasie canalaire sans atypie (2 cas)

Adénofibrome involutif collagénique (1 cas)

Nous avons alors reclassés les intensités de fluorescence en fonction des sous types histologiques des

fibroadénomes (Tableau 7).
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Tableau 7 : Répartition des intensités de fluorescence des sous-types histologiques de fibroadénomes

Pathologie détaillée du | Tres fort | Fort Moyen | Moyen Faible | Tres faible
fibroadénome fort faible
Nombre de cas

Intracanaliculaire 1 2 3 4 2 0
hyalinisé 2 1 0 0 0 0
Tubuleux 0 1 0 0 0 0
adénosique 1 0 0 2 1 0

Avec hyperplasie sans atypie 0 2 0 0 0 0
Involutif collagénique 0 1 0 0 0 0

Il apparait que méme a l'intérieur de la sous-pathologie « Adénofibrome Intracaniculaire » identifiée pour
12 cas, on ne trouve pas une intensité de fluorescence stable. Pour les fibroadénomes hyalinisés la

fluorescence est toujours forte, mais le nombre de cas reste restreint.

La question que ’on se pose alors est : pourquoi cette contradiction entre les résultats des études clinique
et préclinique ? Méme si la sensibilité du spectrophotometre du dispositif clinique est moins bonne, cela
ne ferait que modifier le seuil de fluorescence, et n’aurai pas d’incidence sur la discrimination entre 1ésions
bénignes et malignes. Par ailleurs il n’est jamais a exclure qu'une mesure soit réalisée en dehors de la
tumeur (défaut de guidage sous échographie par exemple), ou également qu’aucune zone maligne
fluorescente n’ait été rencontrée sur le trajet de I'aiguille fibrée. Ces défauts de mesure sont possibles dans
une routine d’examens et font partie des limites globales de la technique.
Les conditions qui different entre les études précliniques et cliniques sont :
1. le passage du ez vivo au in vivo
2. le passage d’un seul centre (Institut Gustave Roussy) a plusieurs centres
3. le fait que les tumeurs bénignes analysée pendant I'étude préclinique ’étaient a l'issue d’une
opération chirurgicale, contrairement a I’étude clinique ou les lésions bénignes sont toutes
« biopsiées » mais ne seront pas toute opérées

4. la statistique du nombre de cas par pathologies

L’absence de fluorescence dans un CCI peut s’expliquer par un stade avancé de nécrose de la tumeur. Si
I’on considere la classification du Tableau 6 et que ’on rassemble les « intensités faibles et tres faibles »,
au maximum 20% des CCI seraient dans ce cas. Il aurait été possible d’analyser des CCI nécrosés lors de
I’étude préclinique mais la statistique de cas plus faible et le fait que cette étude soit monocentrique
peuvent étre évoqués.

Les variations d’intensité de fluorescence des fibroadénomes ont été mesurées entre différents cas mais il
est aussi fréquent sur plusieurs mesures, a des positions différentes dans un méme nodule, de trouver des
disparités avec des mesures de forte fluorescence juxtaposées a des mesures de faible fluorescence. Or
I’aiguille fibrée n’explore pas tout le nodule, mais seulement 4 ou 6 points de mesures selon sa taille et sa

structure. La structure d’un fibroadénome est trés hétérogeéne. Ainsi sonder des zones non fluorescente (la
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graisse par exemple) & coté de zones plus fluorescentes (microcalcifications comme nous le verrons au

chapitre suivant) n’est pas surprenant.
Ce qui l'est est plutot la faiblesse générale de la fluorescence des fibroadénomes de I’étude préclinique.
Nous avons réalisé une étude de la fluorescence des fibroadénomes en fonction de leurs tailles et toujours

selon la classification précédente (Tableau 8).

Tableau 8 : Répartition des intensités de fluorescence des fibroadénomes en fonction de leur taille

Intensité de | Tres Fort Moyen fort Moyen faible faible Tres
fluorescence fort faible
Nombre de Fad | 5 14 13 16 8 4
Taille de | 13 ; 8 ; 16 ;| 18 ;20 ;13 ;9 ; 30 ;17 ;8 ;22 ;|55 ; 25 ;|40 ;
chaque Fad | 7 ; 25, 6 ;10 ;10 ;11 ;9 ; 10 ;7:;20;10;(9; 17 ;]31;
(mm) 15 ; 9:; 11 ;|14 :26 ;23 ;2012 |25 ;6 ;33 ;8;[10; 5;]10 ;8
12,7 |16 ; 18 ; 20 ;18 ;12 ;21 | 16 ;13

9 10 ;

125 11

17 ;23

Nous pouvons observer que seuls les fibroadénomes avec une taille supérieure a 30 mm présentent une
faible ou tres faible fluorescence. Nous pouvons poser comme hypothése que les fibroadénomes opérés sont
en général ceux de grande taille pour des raisons de géne (douleurs, esthétique). A contrario, les
fibroadénomes de tres forte fluorescence n’ont pas de taille supérieure & 15mm. Cela peut provenir du fait

que ce sont des fibroadénomes anciens dont la taille se résorbe et qui se hyalinisent.

Des tests de mesures de la fluorescence directement sur des microbiopsies nous auraient permis d’éviter le
biais de sélection induit par des mesures réalisées directement apres la chirurgie. Ceci a été envisagé mais
rapidement abandonné du fait du volume de matiere trop faible des microbiopsies pour positionner
correctement l’aiguille. De plus, nous n’avions pas techniquement la possibilité d’examiner toutes les
microbiopsies d’une patiente, et n’avions pas le moyen de tracer la microbiopsie ayant servie a poser le

diagnostic.

e Discussion
Ces éléments montrent clairement que dans le cadre des nodules mammaires, la fluorescence n’est pas apte
a elle seule & faire une distinction bénin/malin qui soit pertinente au vu des performances des techniques
actuellement en cours. Elle n’a donc pas sa place dans un examen en amont de la biopsie.
D’autres facteurs vont également a l’encontre de son utilisation. Le chemin pris par les aiguilles pour
atteindre les tumeurs (qui pour des raisons de sécurité ne peut aller en direction des poumons) est long
méme si la tumeur est pres de la surface. L’aiguille de 25G est fine et & tendance a plier surtout si la

tumeur est résistante a la pénétration. Dans le cadre de 1’étude clinique multicentrique, de nombreuses
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aiguilles de 25G ont été remplacées par des aiguilles de 23G, certains radiologues souhaitaient méme du
21G. A partir du moment ou le diametre de ’aiguille se rapproche de celui de ’aiguille servant a pratiquer
I’anesthésie préliminaire a la microbiopsie, I'intérét minimal invasif de notre technique et de réduction de

la douleur s’estompe.
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Pulmonary endogenous fluorescence allows the distinction of

primary lung cancer from perilesional lung parenchyma
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Abstract

Background

Pre-therapeutic patholegical diagnosis is a crucial step of the management of pulmonary
nodules suspected of being non small cell lung cancer (NSCLC), espedially in the frame of
currently implemented lung cancer screening programs in high-risk patients. Based ona
human ax vive model, we hypothesized that an embedded device measuring endogenous
fluorescence would be able to distinguish pulmonary malignant lesions from the perilesional
lung tisswe.

Methods

Consecutive patients who underwent sungical resection of pulmenary lesions wene included
in this prospective and cbservational sudy over an 8-month peiod. Measurements wars
performed back table on sungical specimens in the operative room, both on suspicious
lesicns and the perlesicnal healthy parenchyma. Endogencus flucrescence signal was
characterized acconding to three crteria: maximal intensity (Imax), wavelength, and shape
of the signal (missing, stable, instable, photobleaching).

Results

Minety-six patients with 111 suspicious lesions were incleded. Final pathological diagnoses
wearne: primary lung cancers (n =60), lung metastases of extra-thoracic malignancies (n=
27) and non-tuma ral lesions (n = 24). Mean Imax was significantly higher in NSCLC tar-
geted lesions when compansd to the perilesicnal lung parenchyma (p<0,0001) or non-
tumoral lesicns (p<0,0001). Similady, photobleaching was mone frequently found in NSCLC
than in pedlesional lung (p<0,0001), orin nontumoral lesions (p<0,001). Respective
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associated wavelengths were not statistically different between perlesional lung and either
primary lung cancers or non-tumoral lesions. Considering lung metastases, both mean
Imax and wavelength of the targeted lesions were not different from those of the perilesional
lung tissue. In contrast, photobleaching was significantly more frequently observed in the
targeted lesions than in the perilesional lung (p=<0,01).

Conclusion

Cur results demonstrate that endogenous fluorescence applied to the diagnosis of lung
nodules allows dstinguishing NSCLC from the sumounding healthy parenchyma and from
non-tumaoral lesions. Inconclusive results were found for lung metastases due to the hetero-
geneity of this population.

Introduction

For early stages non small cell lung cancer (WSCLC) or solitary pulmonary metastasis, surgical
resection is usnally recommended, though stereotactic radiotherapy or radiofrequency ablation
can be seen as valid alter native treatment options [1.2]. In all cases, however, pre-treatment his-
tology is mandatory. Depending on the size and lo@tion of the targeted lesion, tissue diagnosis
can be achieved through various minimally invasive investigations such as echo-guided trans-
brondhial and CT san-guided needle biopsies, or thoracos copic wedge resections. Each proce-
dure, however, encompasses several technical difficulties and limitations. Moreover, those
procedures are time-consuming, have an economic impact and more importantly, can lead
to substantial morbidity and even mortality [3]. As a result, innovative methods aiming at
improving ther accuracy still need to be developed. In particular, a precise in vivo localization
ofthe targeted lesion remains critical. The clinical relevance of this statement is all the more
obwious that the number of small lung opacities is expected to increase dramatically as the
result of the worldwide implementation oflow-dose CT-s@n lung cancer screening programs
for high-risk patients [4,5].

Auto-fluorescence is the property of specific endogenous molecules, such as elasting, to send
a fluorescent signal after being exdted with another luminous signal of lesser wavelength [6].
To the best of our knowledge, such strategy has never been assessed in the setting of lung
malignandes.

In this prospective and observational trial, we hy pothesized that assessment of endogenous
fluorescence in lung tissue with a simple embedded system would be able to distinguish malig-
nant lesions from the surrounding healthy ung parenchyma.

Methods

The experimental protocol was approved by the ethic committer of the French Society of Tho-
racic and Cardiovascular Surgery (CERC-SFCTV-2014-1-17-19-9-42-DJXa).
A written informed consent was obtained in all enrolled patients.

Study design

Owver an 8-month period, all consecutive patients referred to our department for surgical man-
agement of suspected or known primary or secondary pulmonary malignancies were prospec-
tively included. Exclusion criteria were lesions less than Smm wide, previous chemotherapy
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and @rdnoid tumours. Technical problems during the experiment also led to exclusion from
the trial.

Measurements were done by the same observer in the operating room, back table, immedi-
ately after lung resection, respecting asepsis requirements. Spectroscopic measurements were
performed on the surgical s pecimen before sending it to the Pathology department for exami-
nation. Measures were performed on both atypical (wedge) and on anatomicl lung resections
(lobectomy or pneumonectomy). The information obtained with these measurements did not
alter the patients’ management.

On each sample, five spectroscopic measurements were performed on the targeted lesions,
five on deflated perilesional ung tissue, and, when possible, 5 more on perilesional ventilated
lung tissue, in order to mimic the usual state of the lung during bronchoscopic or CT-scan
guided procedures. Nodule location was assessed through surgical spedmen palpation. When
possible, a tissue sample of the targeted lesion was removed, with a biopsy punch wrapping the
needle, at the site of the fifth measurement, for further pathological examination.

Description of the device

The main goal was to characterize the endogenous fluorescence of pulmonary cancerous
lesions, whether primary or secondary. In order to achieve it, the Probea prototype (patent n
“Wi02011010063), previously described by Alchab et al [7], was used. The prototype is com-
posed of two disting parts. The disposable part is a 25-Gauge needle containing an optical
fiber connected to a fixed fluorescence data processing system. A laser diode in the fixed part
of the device produces a 405nm-blue light that is broaght into contact with cdls through the
fibered needle Once excited, endogenous fluorophores contained in the cells emit luorescence
that is gathered by the fibered necdle and analyzed with a specific software (ProbeaSoft ). This
software allowed the recording of 25 fluorescence intensities second with an acquisition time of
4ms for each measurement. The laser light was set at 405nm, which corresponds to the best
compromise between an innocuous stimulation of the tissue for patient safety (wavelength
above 360 nm) and the optimal one to excite most endogenous fluorophores.

Meedles were disinfected with the same protocol between each surgical sped men. Four
consecutive one minute-baths were applied: 1) RBS (2%, Carl Roth, Germany); 2) RBS 2%; 3)
ethanol; 4) water. Finally, to eliminate all remaining particles potentially compromising the
following measurements, the laser remained activated through the needle during fifteen
munutes,

Before each series of measurements on surgical samples, Probea was calibrated with the fol-
lowing process: control of the laser beam output power, assessment of the fuorescence of refer-
ence colored materials, and record of background signal measured in a dark chamber in order
to subtract it from the fluor escence measurements.

Spectroscopic measurements
Analysis of the flnorescent signals were based on three criteria’s:

1. Maximal fluorescence intensity measured (Imaxg, arbitrary unit, an) corresponding to the
highest intensity value for each measurement.

=

Emission wavelength (nm) at which this maximal intensity was emitted.
3, Shapes of signals: instable, no fluorescence, stable and photobleaching (Fig 13.
Based on these characteristics we evaluated the signal emitted by lung tissue on:

PLOS ONE | DOI:10. 137 1foumal pone. 0134550 AugustS, 2015 3/14

69



Utilisation du dispositif expérimental dans I’aide au diagnostic des tumeurs mammaires et pulmonaires ex

vivo et in vivo

G PLOS |oe

Ceagnoais of Primary Lung Cancer with Endogenous Flucrescan o

Photobleaching

Mo Fluorescence

Stable

Fig 1. Shape of fluorescent signals.

Instable

dei-101.157 4 fioumal pone (1134558 g0

- The mean maximal fluorescence intensity or Imax (Mean value of the Imax of the five
measurements performed on each sample)

- The mean emission wavdength associated with maximal intensity
- The shape of the signals.

Two investigators, including the observer performing the measurements, reviewed all spec-
tra independently. When agreement was not reached concerning the shape of the signal, a
third investigator acted as an arbitrataor.

Statistical Analysis

Data were analyzed using the P55 17.0 padeage (SPS5, Chicago, IL). The results were
expressed as the mean + standard deviation (5D} or median (range) for quantitative variables
and as percentage for qualitative variables. The Mann-Whitney test was used for non- paramet-
ric variables. The Pearson §2 or Fischer exact test were applied for qualitative variables.

Results
Patients

We performed measurements on 129 patients who presented 146 lung lesions, Thirty-three
patients were excluded: 8 for documented technical problems with the device, 6 who had @ard-
noid tumours, 14 who received previous chemotherapy and 5 who had lesions less than Smm
wide

Fluorescence was measured on 96 patients who presented 111 lesions. Measurements on the
targeted nodule were obtained in all patients. Measurements on peripheral lung tissue were
unavailable for 2 patients. Measurements on inflated peripheral lung tissue could be performed
for 41 patients (205 measurements), 5 of them associated with a benign lesion, 32 with a pri-
mary lung cancer and 4 with metastases.

Pathological reports of the 96 patients are summarized in Fig 2 (and 51 Fig). Eighty-four
lesions were pre-operatively suspected of NSCLC. The diagnosis was confirmed for 60 of them
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129 patients

146 lesions

Exclusion 33 patients/35 lesions
8 technical problems
& carcinoid tumours
o7 lesions leis than Smm wide
=14 Previous chemotherapy

¥

96 Patients included/111 lesions
+555 measurements on targeted lesions
+545 on collapsed perilesional lung
=205 on inflated p:ril:.‘uiﬂl‘hﬂ lung

] |

| 84 suspected primary lung cancer |

I
¥ ¥

27 metastases
'7 SArTomas
*10 adenocarcinomas
*10 ather histologies

60 confirmed NSCLC 24 non tumoral lesions
"33 adenscarcinomas *13 Inflammatary kesions
=18 squameous cell carcinomas =5 infectious lesions
=4 others +2 hamartochondroma

Fig 2. Flowchart.
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(38 adenocarcinoma, 18 squamous cd]l @rcinoma, 3 undifferentiated cancer and one large aell
neuroendocrine @ranoma). Concerning the 24 non-malignant lesions, histologies were mis-
cdlaneous induding infectious and inflammatory lesions or benign tumours. Twenty-seven
lesions were diagnosed as metastases on final pathological examination.

Suspectad or known primary lung cancer.  There was no statistical difference on clinical
data between patients with a non-malignant lesion when compared to patients presenting with
aMSCLC (Table 1).

In ultimately proven NSCLC patients, mean Imax was of 4485 + 2477 (range 45-17755) in
the targeted lesion, whereas it was of 2228 27 41896 (range 45-10255] in the perilesional lung
parenchyma. For the 32 samples for which inflation of perilesional lung was possible, mean
Imax was of 1721,7 + 1455 (range 0-5313). In non malignant lesions, mean Imax was of
1691 + 1143 (range 211-4835) in the targeted lesion, whereas it was of 2191,25 +20224 (range
0-7538) inthe collapsed perilesional lung, and of 890 + 755 (range 174-1785) in the inflated
perilesional lung, when avalable (Table 2 and Fig 3). Mean Imax of the perilesional lung was
not statistically different whether it was associated with non-malignant lesion or a NSCLC
(Eig 9.

Mean Imax of NSCLC was significantly higher than Imax of the perilesional ung
(p-=0,0001) (Table ). Mean Imax of NSCLC was significantly higher than Imax of non-malig-
nant lesions as well (p-<0,0001) (Fig 4).

Mo statistical difference was found between the respective mean Imax values of non-malig-
nant lesions and their perilesional lung parenchyma (Table 2).
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Table 1. Patients' characteristics.

Non-umoral lesions NSCLC Statistical analysis®  Lung Metastases  Sttistical analysis®
Number of patients 2 57 17
Mean Age &5 63 o7 & 06
Sexe
Female B (33%) 17 (2T5%) o7 9 (53%) 0,08
Male 14 (67%) 40 (T3%) 08 8 (4T%) 0,08
BMI 257 252 o7 24,5 08
Smoke rs 18 (B2%) 51 (B0G) 08 8 (47T9%5) =0,001
Non-Smokers 4 (18%) 6 (11%) 05 8 (4T50) =0,001
Smoking status Unknown 1] 1] 1 (&%)
Number of Lesions 24 60 ko)
Number of surgical resections 23 58 26
MNon anatomical 18 (78,3%) 2 (34%) <0,0001 15 (58%) <0,0001
Open surgery T 1 ]
Video assisted surgery 11 1 T
Anatomical resection 5 £1,7%) 48 (B14%)  <0,0001 11 (42%) <0,001
Open surgery 1 17 4
Video assisted surgery 4 3 7
Preunomectomy or enlarged resection 0 B (153%) 01 0 0,06
PTNM status
Stage | MNA 36 (63%) A MNA MNA
[ 20
B 16
Stage Il MNA 12 (21%) A MNA MNA
A 4
e 8
Stage A MNA B (14%5) A MNA MNA
Unavailable 1
Post-operative treatment No 19 (33%) 4 (24%)
Mean time of follow-up (days) 45 T a1

*, Companson of NSCLC with non-tumoral lesions using the Pearson 3* or e Fischer exact test when necessary. Statistical significance p<0, 05,
. Comparnison of NSCLC with lung metestases using the Pearson ¢ or the Fischer exact test whan necessary. Statistical significance p<0, 05,
MA: Mot applicable. NSCLC: Mon Small Cell Cancer.

ol 10,1371 foumal pone 01345525001

Table 2. Comparison of imax of perilesional lung and their associated lesions.

Perilesional lung tissue Associated lesion

statistical anaiysis”

Non tumoral lesions n = 24 B2191,25 [+ 1706:21) 1691 [+ 114363)
MNSCLC n =60 B2008 27 (+ 2022.4) “1721,7 (£1455) 4485 [+ 2477 20)
Lung Metastases n = 27 Ea160,8 [+ 1806,46) 196226 (+2118,46)

p=0,7
0, 0001 p< 0,0001
p=03

=, Mann-Whitney test, SPSS 170 package (SPSS, Chicago, IL). Statatcal signficance defined as p<0, 05.
" Deflated Penlesional tasus.

“, Inflated Perilesional tasue, 32 samples availshle.

NSCLC: Mon Small Cedl Lung Cancer.

doiz 10137 foumal pone 01345580002
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Fig 3. Difference of Mean Imax in absolute value of non-tumoural lesions and non small cell lung cancer with the associated perilesional lung
parenchyma. Each dot was calculated with e mean Imax of the five messurements performed on e non-tumou sl kesions (0= 24) and NSCLE (n=60).
The black barcomesponds to the median value of each subgroup. NSCLC: Non Small Cell Lung Cancer. NT: Mom tumoural.

doi=101.1371 foumal pone (1134550.9003

Regarding the shape of signals, photobleaching was the main signal in WSCLC. It was signif-
icantly more frequent in MSCLC (43,7%), than in perilesional lung tissues (17,2%, p<0,0001)
(Table 3}. On the other hand, all other types of signals were significantly less frequent in
WSCLC than n the perilesional lung (Fg 5). Regarding signal shapes, no difference was found
between non-malignant lesions and the perilesional lung (Table 3 and Fig 5).

Patients with
Man tumoural lesions Primitive lung cancer Metastasis
M5
[ i, 000 0,001 ]
Targeted lasion + + b
1601 4485 1962,26
(8D 1143,863) (80 2477 29) B0 2118 46}
ME
Peripheral lung tissue [ [ Ll - MS ' ]
219,25 2228.27 21608
(SO 2022.4) (50 1895.46) (50 1708.21)

Fig4. (A) Comparison of mean Imax of the targeted lesions. (B) Comparison of mean Imax of perile sional lung in the different populations. Maan

Imiax wias calculated with the mean Imax of ezch lesion 60 NSCLC, n= 24 non-tumaoral lesions, 27 metasteses. Mean Imax of penlesonal lung was

calculaied separately for esch population. Statatcal anahysis were realised with the Mann-Whitney test, SPSS 17 .0 package (SPSS, Chicago, IL). Statistical
sgnificance defined a3 p<0,05. NSCLC: Non Small Cell Lung Cancer. S0: Standard Dervaton.

oi-101.157 fioumial pone 1 34558.004
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Table 3. Shape of Fluorescent signals in the perilesional lung and the associated targeted lesions. NSCLC: Mon Small Cell Lung Cancer. PB:

Phoiobles ching.
Perilesional lung® n = 545 Non tumoral lesions n = 120 NSCLE® n = 300 Lung Metastases n = 135
FB o4 (17,2%) 27 (22 5oyt 131 (43.790)% += 41 (30,4505 s
Mo fluores cence 116 (21,3%) 31 (25 gt 45 (159)% 28 (20,79%)
Stable 116 (21,3%) 24 (20%F 34 (11,39 24 (17, 8%)
Instable 219 (40.2%) 38 (31,7%) 0 (309 42 (41,1%)

* Comparison of the percentage of each shape between perlesional lung parenchyma and targeied lesions. Statstical analysis using the Pearson 3=
statsteal significance defined as * p=0,01, *% pai, 001, %94 pad, 0001,

B Comparison of the percentage of each shape between NSLEC and non-tumoral lesions and lung metastases. Statistical analysis using the Pearson 3*.
Statistical significance defined as *p =0,02, ¥p<0,01, **p<0,001.

doi= 1011371 foumeal pone (113 4550.50033

Fhotobleaching was statistically more frequent in WSCLC than in non-malignant lesions
(p=0,001). Though signals with either a stable shape or no fluorescence were significantly less
frequent in NSCLC than in non-malignant lesions (p = 0,02 and p=0 01, respectively), no sta-
tistical difference was found for instable signals.

Mean wavelength was of 506 + 8 nm in NSCLC, (range 498-543), 506 +10 nm in non-
malignant lesions (range 496-535). Overall mean wavelength was of 506 +10 nm in perile-
sional lung (range 480-543 ). No difference was found between wavdength in targeted lesions
and corresponding the perilesional lung.

Er:mtggg af ghapes
50
555
4% 1 W
40
35
&6
It
1 - *
Bphatobleaching
25 - O Muarescence
O Stable
mn -
55 Instabile
-
15
k]
EX]
0 7
5
a
Perilesional lung parenchyma n=345  Mon bemoral lesions =120 Frimary lung cancer n= 300 Metastases n=l35

Fig 5. Percentage of shapes of Fluorescent Signals observed in perilesional lung parenchyma, NSCLC, non-tumoral lesions and lung metastases.
Comparnison of the pementage of each shape betwe enperilesional lung and targeted lesions. Statstcal analysis using the Pearson 3~ test Statetical
sgnificance defined a3 * p<0,01, ** p<0,001, ***p=0,0001. Comparnson of he percentage of each 3 between MSCLE and non-tumaoral lesions and
lung metastases. Statistical analysia using the Pearson 3. Statistical significance defined as % = 0,02, Fp<0,01, #¥p<0,001. NSCLC: Non Small Call Lung
Cancer.

ek A0L1374 ol pone (113 4558.9005
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Table 4. Sensitivity and specificity for primary lung cancer. The senatnaty and specticty were respec-
tvedy of T and 82%. The positve and negative predictve value s were B apectvely of 98 and 61%.
NSCLC: Mon Small Cell Lung Cancer. PB: Photobleaching.

Definitive Pathology Imax<350 0 and'or FB<T500 I = 3500 and/or PB > T500

Non-umaral 2 2 24

NSCLC 14 46 &0
36 48

doi: 10,1371 foumea Lpone. 0 134550 5004

Based on our results, we have drawn the following algorithm including both Imax and
shape of signals:
- When mean Imax was higher than 3800, and/or the sum of Imax of signals with photo-
bleaching was higher than 7500, targeted lesions were predicted as BSCLC

- When targeted lesions did not answer those requirements, the lesions were predicted to
be non-tumaoral lesions.

Based on this algorithm, among the 24 non-tumoral lesions, 22 were well classified. Among
the 60 WSCLC, 46 lesions respected the algorithm (Table 4). The sensitivity and specificity
were respectively of 77% and 92%, and the positive predictive and negative predictive values
were respectively of 96% and 61 %.

Regarding pathologicl findings, the state of the underlying tissue did not seem to influence
the Imax value. The main difference between non-tumoral lesions and primary hing cancer
seemed to be fibrosis and necrosis more often found in NSCLC (Table 5 and 51 Fig).

Metastases. There were 10 metastases of adenocarcinomas, 7 metastases of sarcomas and
10 metastases of various histologies. Statistical difference was not achieved when comparing
sex ratio between patients operated on for lung metastases versus patients operated on for a
WSCLC, though there were significantly more smokers in this last group when compared to
patients with lung metastases (p<0,001) (Table 1)

Mean Imax in metastases was of 1982,36 2118 (range 299-7539) whereas it was of
2160 + 1706 (range 210-76<44 ) in the perilesional lnng (Fig 6). No statistical difference was
found between metastases and either the perilesional lung, or non-malignant lesions (Eig 3).
Main statistical difference in Imax was found between metastases and NSCLC, with a higher
Imax in primary lung @ancer (Fig3).

Regarding signal shapes, photobleaching was statistially more frequent in metastases
(30 4%) than in the perilesional lung (17 2%, p<0,001). There was no statistical difference
between other shapes of signal (Table 3 and Fig 5). Photobleaching was significantly less fre-
quent in metastases than in NSCLC (p<0,01 ). Mo significant difference was found between

Table 5. Comparison of pathological findings between the non-tumoral lesions and NSCLE. NSCLC: Non Small Call Lung Cancer.

Non-tumoral lesion n = 24 NSCLC n= 60 Statistical analysis®

Targeted lesion Inflammation 13 35 0,077

Mecrosis 4 3 0015

Firosis & 40 e, 001
Surmounding tissue Emphysama 13 40 0,186
*. Comparison of pathological characienistic between non-umaral lesion and NSCLC using the Pearson 3° or the Figcher exact 1851 when necessary.
Siatistical ssgnficance p<d,05.
iz 101371 foumal pone 0134550 2005
PLOS ONE | DOI:10. 15371 fourmna L pone. 0134550 August5, 2015 9714

5



Utilisation du dispositif expérimental dans I’aide au diagnostic des tumeurs mammaires et pulmonaires ex

vivo et in vivo

@PLOS | ONE [kagnosis of Primary Lung Canoer with Endogenous Fluorescen ce

Imax value
okl

| Matastases
[ Perilesional hing

:

:

B al
L 2 % 4 % 6 7 ¥ % ¢ 11 1T 1% 14 IS 16 17 1B 1% 20 21 I 23 14 25 26 I7

{ J - }
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Fig&. Mean Imax of lung metastases and associated perilesional lung. Mean Imaxwas calculated using he Imax of the 5 messurements performed an
Metastases (n = 27) and perileaional lung parenchyma (n = 25).

dei10L.137 il pone 1 34559008

other shapes of signal, when metastases were compared to WSCLC. Neither photobleaching
nor other shapes of signal showed statistical difference between metastases and non-malignant
lesions.

The average wavdength was of 504 412 nm (range 498-547) in metastases and was not sig-
nificantly different from the wavdength in the perilesional lung (506 + § nm; range 497-525).

Discussion

Auto-fluorescenoe has been used for several years asa diagnostic tool in lung cancer [£5].
Tumoral bronchial epithdium is known to present with less fluorescence than normal bron-
chial epithelium, and those characteristics are used both in staging, follow-up and treatment of
bronchial lung @ncer [10]. Maoreover, though less widely studied and still bdonging to experi-
mental protocols, auto-fluorescence of body fAuids is an interesting field of research, whether it
is applied to lung cancer or other cancer types [11]. Furthermore other studies are ongoing
using the fluorescence properties of malignant lesions, but always after injection of an enhanc-
ing exogenous product [12-14]. In the iterature, numerous side effects are reported when fluo-
rescent tumour-specific contrast agents are used. If side effects of fluorescent contrast agent are
admitted during the treatment, they are not acceptable during the pre-therapeatic period when
a diagnosis must be obtained, which is the main goal of the Probea device. As an example, dur-
ing surgery, the use of fluorescent markers such as methylene blue can induce tissue necrosis
[15]. In photodynamic therapy, photosensitizing agents such as porphyrins or ALA are used,
and @n be involved in a major side effect, photosensitivity, lasting 4 to 6 weeks. If patients do
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not avoid sunlight during this period, they suffer from photosensitivity dermatitis, show local
redness, swelling and noticeable scurf [16]. Furthermore, the spedfidty of these luorescent
agents is reported as low, and do not encourage ther wse currently [17-19]. Auto-fluorescenoe
oflung tissue, normal or malignant, without adjunction of any product, has not been described
outside of the bronchial tree. Endogenous fluoresoence has its own limits, but also has the
enormous advantage of no toxicity for the patient, which fully justifies its use in a diagnostic
approach, asa supplementary tool of those currently used.

‘We chose not to study MSCLC with pre-operative chemotherapy because of the potential
modifications of structure in malignant lesions subsequent to this treatment. Moreover, those
lesions did not match the goal of our smdy from a clinical point of view. For similar reasons we
did not include carcinoid tumours. Those tumours are uncommaon, and usually have an indo-
lent evolution. The design of the study did not plan the inclusion of enough carcinoid tumours
to characterize spedfially their fluorescence signal.

Endogenous fluorophores, naturally present in tissues, could be the mirror of biological
modifiations mused by cancer development. Hanahan and Weinbergdescribed that cancer
causes changes in both structural proteins of the extracellular matrix and cellular metabolism
[20]. These phenomena may induce changes in WADFPH and FAD expression, invalved in ce-
lular metabolism, and in concentrations of structural proteins such as collagen and elastin,
leading to modified auto-fluorescence signals. The lung is an elastic organ composed of 28%
of dastin fibers that presents a maximal exdtation wavelength of 375nm (300-410 nm) and a
maximal emission wavelength of 520nm [21]. Richard and Muraka identified that bonds oe-
ated between desmosin and isodesmosinin tropoelastin fibers are responsible for elastin fluo-
rescence. The authors have shown that modifications on elastin concentration and structure
could be good markers to evaluate biological changes [22]. We hypothesized that modifica-
tions of elastin fibers, in ether structure or concentration, were responsible for the difference
of fluorescence seen between perilesional lung, non-malignant lesions, metastases and
NSCLC Furthermore, other studies have demonstrated that fluorescence was different
between necrotic and healthy tissue [23]. Thisis coherent with our results, where among our
samples of NSCLC, the most commaon histological finding associated with lack of fluorescence
was neaosis (51 Fig).

We found that spontaneous fluorescence of WSCLC, regardless of the histological subtype,
was higher than either perilesional lung or non-malignant lesions. Those results contrast with
what was reported in auto-fluorescence bronchos copy of malignant lesions [8,9]. Lade of fluo-
rescence compared to normal bronchial epithelium is, in part, a consequence of the absorption
of exdtation and fluorescence light by the cancerous lesion, secondary to the more important
thickness of its epithelinm [10]. Contrary to what was done in bronchoscopy studies, we did
not use probes to measure the fluorescence, but needles directly inserted in the tumoral stroma.
Thus the targets of our measurements were different, which could explain the difference in our
results,

For NSCLC, our results suggest that endogenous fluorescence differs according to the histo-
logicl sub-type. For squamous cell cardnomas, signals presented a higher Imax than adeno-
carcinomas, but the shape of signals seemed to be more instable. We hy pothesized that the
differences ohserved in the signal shapes were secondary to the maore frequent presence, and in
amaore abundant way, of necrosis in squamous cell cardnomas.

Regarding subclasses of adenocarcinoma, we had 7 ground-glass lesions on pre-operative
CT-s@n, with a total or partial aspect of ground- glass opacity. Five of these lesions were pre-
dicted to be primary lung cancer based on our algorithm and were finally confirmed as true
adenoa@rcinoma with alepidic contingent on pathological reports. The other two samples pre-
dicted as non-tumoral were confirmed as true non malignant lesions on the final pathologial
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report. Becuse the number of ground -glass opacities are expected to inaease with low dose
CT-s@mn lung cancer screening program, these findings represent a promising result for further
investigations, taking into account that 90% of these lesions remain benign.

Though not available for all samples, Imax in the inflated perilesional lung was lower than
in the collapsed perilesional lung. We specolate that when tested in conditions where the lung
is ventilated, for example during percutaneous biopsies, the difference in fluorescent signals
between primary lung tumours and the perilesional lung would increase.

We did not find any difference between signals inlung metastases and the perilesional lung,
except in the shapes of signals where photobleaching was more frequent in metastases, though
statistical signifiance was not achieved. Our population consisted of a huge range of several
types of metastases, and this heterogenety could explain why we were unable to show any dif-
ference in Imax with the perilesional lung parenchyma. When taken separately, metastases of
sarcoma and adenocardnoma (excluding metastases of colorectal cancer) seemed to have fluo-
rescence signals similar to those found in primary lung cancer, associating photobleaching and
high Imax. In contrast, metastases of colorectal cancer seemed to have a specific signal, associ-
ating low Imax and photobleaching (data not shown). Unfortunately, our sample size was not
suffident enough to allow statistical analysis for each subtype of metastases.

Our current results deserve several points of discussion. First, without injection of any prod-
uct, we were able to describe a fluorescence signal s pecific of NSCLC. After stimulation with
the laser beam, the returning signal was in favour of a primary ung cancer when a high Imax
and photobleaching were assodated. On the contrary, when a low Imax and another shape of
signal were associated a non-malignant lesion was suspected. Basically, these results constitute
abenchmark for other in vivo investigations in lung cancer detection. In this context using the
Probea device, which distinguishes NSCLC both from peripheral tissue and non-malignant
lesions, acawracy of percutaneous and bronchoscopic biopsies could be improved, resulting in
less useless surgical procedures. Furthermore, this device could be an asset in therapeutic man-
agement as wdl, when percutaneous radiofrequency pulmonary ablation is chosen, to control
the residual tumoral margin at the end of the procedure. The Probea device needs further test-
ing in in-wvo conditions, to evaluate its clinical relevance, and its benefit in association with
the current diagnostic procedures in lung cancer.

Secondly, in the current context of increasing isolated pulmonary nodules found at low-
dose CT-scan screening in patients with a high risk of lung cancer, improvement of diagnostic
tools is required Earlier detection of ung cancer allows better outcome while decreasing @an-
cer-related death [24]. But it also leads to an increase in potentially harmful pulmonary investi-
gations, such as CT-s@mn-guided biopsies, bronchoscopic biopsies and even surgery. For
example, during the study undergone by the US National Lung Screening Trial Research
Team, up to 25% of futile surgical procedures were performed [5]. This is particularly true for
ground-glass lesions, Currently, only dinical and imaging criteria (CT-scan and PET-scan) are
used to estimate the probability of a lung cancer [25]. Harders et al compared results of CT-
scan and PET-FDG in the character zation of pulmonary lesions [26]. They found that the
accuracy of both modalities were similar with a sensitivity and specificity of 97% and 47% for
the PET-scan, and a positive predictive value and negative predictive value of 89% and 7%%. In
their study PET-FDG had a false-positive rate of 53%. Thus, a high number of these pulmonary
nodules, after clinical and imaging evaluation, need further investigations induding biopsies
[3, 25]. In the present study, the device Probea has demonstrated a high predictive positive
value of 96%, and mild negative predictive value of 61%. The negative predictive value of Pro-
beea is less that the one found with PET-scan, though it was not the goal to oppose the two tech-
niques but merely to determine if Probea, after PET evaluation, may be an asset to confirm the
diagnostic of cancer. In the setting of mncer detection rather than a screening context, the high
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positive predictive value of the Probea device seems to be of interest to help the clinidan to
ohtaina pathological diagnosis mostly in association with others existing imaging exams.

The invasive procedures currently used to make the proof of a WSCLC are both time-con-
suming and expensive and carry a substantial risk of adverse events [35, 25]. Our current data
have to be confirmed onan in vivo model before its acceptance in what constitutes the current
tools for the diagnostic of lung cancer.

In conclusion, our results provide the first data available on the endogenous fluorescence of
pulmonary tissue in a human ex vive model. Cur results sugpest that endogenous fluorescence
applied to the diagnosis of lung nodules, allows differentiating NSCLC from the surrounding
healthy lung and from non-malignant lesions. Interesting results were found for metastases,
but the heterogeneity of this population requires further investigations. Potential clinical utili-
sations of this embedded detection are numerous in the fields of surgery, endoscopy and radiol-
ogy inassociation with the current invasive diagnostic techniques.

Supporting Information

51 Fig. Definitive pathological characteristics in the targeted lesions and their associated
perilesional lung. WSCLC: Non Small Cdl Lung Cancer. SCC: Squamous Cell Carcinoma.
(DOCX)
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Dans ce chapitre, le travail, présenté sous la forme d’un article en préparation, résume les résultats
préliminaires entrepris sur des tumeurs mammaires afin d'identifier les entités tissulaires majeures a
I'origine des signatures spectrales obtenues avec notre dispositif fibré. L'imagerie spectrale en microscopie
confocale et seconde harmonique (SHG) en multiphoton, ont été mises en ceuvre afin d’établir une
cartographie des biomarqueurs endogenes des tissus mammaires. Nous avons confronté ces résultats aux
données obtenues avec le dispositif d'aiguille fibrée afin de pouvoir positionner notre dispositif d’aiguille
fibrée non seulement comme une aide au diagnostic, mais aussi comme une méthode prometteuse pour

I’histopathologie in situ.
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Introduction

Les microcalcifications sont communes dans le sein et sont le résultat des sécrétions cellulaires ou de la
calcification de débris cellulaires. Leur présence peut aussi signer la présence d’'un cancer sous-jacent,
comme dans 90% des carcinomes canalaires in situ (CCIS). Usuellement elles sont repérables par
mammographie et leur aspect, leur nombre et leur distribution doivent étre pris en compte dans la
recherche d’un cancer du sein (76).

Dans l'article 1 (75), nous avons montré I'intérét de notre dispositif clinique pour discriminer, par mesure
spectrale de la fluorescence endogene, les lésions malignes des lésions bénignes nodulaires du sein
(fibroadénomes et carcinomes canalaires infiltrants).

Dans cette derniére partie du travail de these, nous décrivons ’analyse d’un autre type de tumeur maligne,
les carcinomes canalaires in situ (CCIS) issus de macrobiopsies (biopsies de calibre important). Les résultats
ont été comparés a la méme lésion bénigne qu’est le fibroadénome (Fad). Cependant un point spécifique a
été considéré concernant la présence ou pas de microcalcifications.

L’autre objectif complémentaire majeur de cette étude a été d’identifier les entités tissulaires/cellulaires a
’origine des signatures spectrales de fluorescence. Pour ce faire nous avons couplé I'imagerie de fluorescence
résolue spectralement avec la microscopie de génération de seconde harmonique (SHG pour second
harmonic generation). Les résultats obtenus ont été confrontés & ceux obtenus avec notre dispositif

d’aiguille fibrée.
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Matériels et Méthodes

e Le dispositif clinique

Le dispositif clinique et son aiguille fibrée ont été détaillés dans le Chapitre 2. Dans cette étude, le systeme
est équipé d’une aiguille fibrée de 25 Gauge a usage unique. Chaque mesure d’acquisition des données
spectrales de fluorescence dure ~ 5 secondes permettant ’acquisition de 250-300 spectres. Les données sont

analysées dans le domaine spectral 450 & 750nm avec un pas de mesure pour chaque spectre de 5nm.

e  Recueil des macrobiopsies et protocole d’étude

Cette étude prospective et observationnelle (sans modification de la prise en charge de la patiente) a été
approuvé par un comité d’éthique. Seules les femmes dont la prise en charge thérapeutique nécessitait la
réalisation d’une macrobiopsie ont été incluses dans I’étude. Les macrobiopsies ont été réalisées par un
radiologue & l'aide d’une aiguille de calibre 8-gauge (Mammotome, Devicor) (Figure 27A). Le nombre
variable de biopsies (3-12) a été décidé par le radiologue dans le but de recueillir suffisamment de tissu
pour retirer la lésion, effectuer les mesures de fluorescence et assurer une bonne évaluation histologique de
la lésion.

Apres la procédure de biopsie, chaque échantillon a été radiographié et les zones contenant des
microcalcifications ont été repérées afin d’identifier une potentielle pathologie mammaire sous-jacente
(Figure 27B). Les mesures de fluorescence ont ensuite été effectuées dans la lésion au moyen de notre
dispositif d’aiguille fibrée. Le biseau de ’aiguille est apposé par le radiologue au niveau des zones d’intéréts
des macrobiopsies (zone lésionnelle ou zone contenant des microcalcifications) (Figure 27C). Les
macrobiopsies ont ensuite été fixées au formol et adressés au service d’anatomopathologie pour la
préparation et la lecture de coupes histologiques (Figure 27D). L’une a été colorée (coloration HES) pour
assurer la présence de la lésion (fibroadénome, microcalcifications). Deux autres coupes, prélevées dans des
plans immédiatement sur et sous-jacents et non colorées, ont aussi été réalisées pour les mesures d’imagerie
de fluorescence pratiquées au niveau de la zone suspecte identifiée en radiologie.

Tous les échantillons ont été encrés et a ’aide des microcalcifications présentes, une corrélation parfaite

entre la radiographie, 1'histologie et la mesure de fluorescence est possible.

Tissu adipeux
D 7 e

Tissu glandulaire

Figure 27 : A) Macrobiopsies individualisées. B) Radiographie des prélévements. C) Analyse spectroscopique de
Vautofluorescence des prélévements via Uaiguille fibrée. D) Exemple de coupe histologique analysée par

l’anatomopathologiste. Corrélation parfaite des zones de mesures de chaque macrobiopsie quelques soit la méthode.

Nos explorations se sont concentrées sur les macrobiopsies de 7 patientes. Dans le cas des Fad, 2 lésions
avec microcalcifications (total n=7 mesures) et 1 lésion sans microcalcifications (n=5 mesures) ont été
considérées. Tous les CCIS de I’étude présentent des microcalcifications (4 CCIS pour un total de n=7

mesures).

86



Etude exploratoire de biomarqueurs endogeénes impliqués dans la fluorescence des lésions cancéreuses

mammaires

e FEtude en microscopie confocale de fluorescence et SHG

Les mesures de microscopie confocale de fluorescence et de SHG ont été réalisées avec le dispositif SP8
(Leica) installé sur la plateforme d’imagerie et cytométrie (PFIC) (Centre de recherche de l'institut
Gustave Roussy). Afin de se rapprocher des conditions expérimentales du dispositif clinique, nous avons
sélectionné (i) la diode laser & 405 nm pour ’excitation des échantillons, (ii) un objectif sec 10x (ouverture
numérique de 0,40) permettant d’acquérir des images de 512 x 512 pixels correspondant & une dimension
de 1,16 x 1,16 mm chacune, tres proche de la surface d’interaction du dispositif de 'aiguille fibrée avec
I’échantillon. Les images ont été acquises avec une résolution de 12 bits. Chaque représentation est la
moyenne de 3 mesures. Les spectres d’émission de fluorescence ont été mesurés dans le domaine spectral

415 nm & 650 nm avec un pas de mesure de 5 nm (comme avec le dispositif clinique).

e Les fluorophores endogénes

Afin de corréler les mesures spectrales de fluorescence de tumeurs mammaires réalisées avec le dispositif
clinique et le microscope confocal, une étude préalable a été menée avec les fluorophores endogenes isolés.
Le NADH (Nicotinamide adénine dinucléotide, Sigma) et le FAD (Flavine adénine dinucléotide, Sigma)
(Sigma) ont été mis en solution dans du tampon PBS. L’élastine (Sigma) a été utilisée sous forme de
poudre. Le collagene de type I a été extrait d’'un tendon de queue de rat afin de garder sa structuration in

vivo.

Résultats

e  Spectroscopie de fluorescence des fluorophores endogénes

La Figure 28 illustre les spectres de fluorescence des composés FAD, NADH, Elastine, et collagéne de type
I mesurée avec notre dispositif clinique et avec le microscope confocal SP8 considéré comme mesure de

référence.

— MNADH

Type | Collagen
Elastin

FAD

intensité de fluorescence norm alisée {(u.a)

u'-o' T -”-r‘- rfTtTrrrrfrrrrr o
450 500 550 600 650
longueur donde (nm)

Figure 28 : Comparaison des spectres d’émission de fluorescence réalisés avec le microscope confocal (trait

pointillé) et avec le dispositif clinique (trait plein).

Nous pouvons remarquer une bonne superposition des spectres du FAD mesurés avec les deux systémes.

Concernant le NADH, le collagene et 1'élastine, on observe un déplacement systématique ~20 nm vers les
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plus grandes longueurs d’onde lorsque les spectres sont mesurée avec le dispositif clinique par rapport au
microscope confocal. Plus précisément, les maxima d’émission du NADH et de I’élastine subissent un
déplacement batochrome de 470 nm & 490 nm ; Concernant le collagene le maximum d’émission est déplacé
de 490 nm a 510 nm.

Ces résultats sont a mettre en relation avec la sensibilité du spectrometre USB 2000 qui équipe le dispositif
clinique et dont la sensibilité diminue fortement pour les longueurs d’ondes inférieures & 500 nm (§ 2.2.1).
Ainsi les maxima d’émission de fluorescence ne sont pas exacts dans ce domaine spectrale mais les

différences entres fluorophores restent conservées.

e  Mesures avec le dispositif expérimental clinique.

La Figure 29 illustre d’une part les spectres normalisés au sein des Fad et des CCIS et d’autre part les

intensités de fluorescence moyenne par pathologie + écart type.
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Figure 29 : Figure de gauche : Comparaison des spectres de fluorescence moyennés et normalisés, sur ’ensemble
des mesures, par pathologie (Fad MC+, Fad MC-, CCIS) : CCIS : trait plein ; Fad : pointillés. Insert :
Comparaison des aires sous la courbe moyennes en fonction des pathologies. Fiqure de droite : Comparaison des
intensités moyenne mesurées au mazimum d’émission de fluorescence en fonction de la pathologie. MC :

microcalcifications

Spectralement il n’existe pas de différences significatives des maxima d’émission entre les Fad (avec ou
sans microcalcifications) et les CCIS. L’aire sous la courbe des différentes pathologies indique qu’il y a peu
de dispersion dans les mesures effectuées. Au contraire 'intensité de fluorescence moyenne des Fad sans

MC est significativement différente des Fad avec microcalcifications et des CCIS.

e Mesures par microscopie confocale et génération de seconde harmonique

Les résultats ont été regroupés par pathologie dans la Figure 30.
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Images d'intensité de fluorescence P g RETR
Pathologie fluorescence fluorescence

Fad sans MC

Fad avec MC
CCIS avec MC

Figure 30 : Images représentatives de coupes histologiques de Fad sans et avec microcalcifications et de CCILS

obtenues en microscopic confocale de fluorescence et SHG. Les zones de microcalcifications sont repérées par des

cercles. Toutes les images ont été réalisées dans les mémes conditions d’excitation (puissance de la diode laser a 405

nm) et de détection (tension du photomultiplicateur) afin de pouvoir étre comparées qualitativement et

quantitativement. Les spectres correspondent d une mesure de l’ensemble du plan focal.

L’observation des images d’intensité des spectres de fluorescence confirme les données obtenues avec le

dispositif clinique,

a

savoir

une intensité du signal

fortement augmenté pour les Fad avec

microcalcifications et les CCIS par rapport aux Fad sans microcalcifications. Par ailleurs, les

microcalcifications (repérés par des cercles) ne générent pas ponctuellement une intensité de fluorescence

plus élevée mais c’est leur environnement tissulaire étendu qui est beaucoup plus fluorescent. De méme
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pour chacune des images SHG, on n’observe pas de signal spécifiquement localisé au niveau de

microcalcifications.

Les mesures spectrales, ont été moyennées par pathologie et les spectres résultants (Figure 31) permettent
de révéler que ceux correspondants aux Fad avec microcalcifications et aux CCIS sont similaires tant en
intensité qu’en position du maximum d’émission (480 nm). Le maximum d’émission des Fad sans
microcalcifications est quant a lui centré a 470 nm et le signal global de fluorescence ~2,5 fois plus faible
que pour les deux autres pathologies Il est intéressant de souligner que la résolution spectrale du microscope
confocal permet de mettre en évidence un déplacement spectral d’une dizaine de nanomeétres entre Fad
sans et avec microcalcifications qui n’avait pas été identifié avec le dispositif clinique. Par ailleurs, on

retrouve la différence ~20 nm entre les maxima d’émission mesurés avec les deux dispositifs.
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Figure 31 : Spectres d’émission de fluorescence moyennés sur l'ensemble des mesures pour chacune des pathologies.

Ces données d’imagerie ont été complétées par une quantification du collagene (Figure 32). Il apparait que
les zones tissulaires au voisinage des microcalcifications (délimitées par les traits bleus) sont trés riches en

collagene.
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Figure 32 : Quantification du collagéne sur des lames colorées de Fad et CCILS avec microcalcifications

Discussion

L’objectif de cette partie du travail de these était d’une part, de mener une étude comparative des spectres
d’émission de fluorescence endogeéne de préléevements mammaires correspondant a des Fad avec et sans
microcalcifications et des lésions malignes non nodulaires que sont les CCIS et d’autre part, d’identifier les
signatures spectrales obtenues.

En premier lieu, a partir des spectres de fluorescence des composés isolés NADH, FAD, élastine et collagene
nous avons pu confirmer le manque de sensibilité du spectrometre USB 2000 du dispositif clinique dans le
domaine spectral en dessous de 500 nm. Il s’ensuit un décalage bathochrome des maxima d’émission ~20
nm mais aussi 'impossibilité de révéler le déplacement spectral d’une dizaine de nanometres révélé par
microscopie confocale (Figure 31). Il s’agit d’un effet certes peu important mais corrélé aux variations de
la concentration en collagéne mesurées par ailleurs : plus celle-ci sera importante plus le maximum du
spectre de fluorescence sera décalé vers les plus grandes longueurs d’onde (Figure 28).

Si I'on considere dans leur ensemble les résultats portant sur la quantification du collagene a partir de
coupes histologiques, les images d’intensité et les spectres de fluorescence, il est incontestable que le
collagene contribue significativement a l’augmentation du signal de fluorescence observée pour les
pathologies Fad avec microcalcifications et les CCIS. Par ailleurs si I’on considere les données des mesures
en SHG, qui ne révelent aucune différence significative selon les pathologies étudiées, ce collagene
« surproduit » n’est donc pas de structure fibrillaire et non centrosymétrique comme le collagéne de type
L.

Le collagéne est un composant majeur de la matrice extracellulaire (MEC) des tissus mammaires et
constitue avec les cellules, le tissu conjonctif. Dans des contextes pathologiques comme les CCIS, le
microenvironnement des lésions est un site d’inflammation importante connue pour favoriser la synthese
de collagene et diminuer sa dégradation. Il y a ainsi apparition d’une fibrose importante en bon accord
avec une augmentation du signal de fluorescence. Dans le cas des fibroadénomes, nous pouvons émettre
I’hypothese que les microcalcifications déclenchent aussi un processus d’inflammation en obstruant les

canaux galactophores.
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D’autres facteurs sont aussi a considérer pour expliquer 'augmentation du signal de fluorescence dans le
cas des CCIS et en présence de microcalcifications. Le processus d’inflammation mentionné ci-dessus va
induire le recrutement de cellules immunitaires sur le site de la lésion. Le métabolisme de ces cellules va
étre activé ce qui peut conduire a une augmentation de la concentration des entités cellulaires NADH
et/ou FAD (77). Cependant les spectres de fluorescence des coupes histologiques incluent les contributions
de plusieurs fluorophores endogenes et seule leur déconvolution peut permettre d’étre plus spécifique dans
I’identification des signatures spectrales ; ces déconvolutions spectrales sont en cours actuellement.

D’un point de vue plus médical, on pourra regretter que le nombre de cas analysés dans cette étude soit
trop limité quel que soit la pathologie. Poursuivre le travail sur un nombre plus important de cas est
nécessaire pour confirmer ces résultats préliminaires. Si tel était le cas, la fluorescence élevée des lésions

bénignes avec microcalcifications, feraient apparaitre des « faux positifs » dans le diagnostic des l1ésions.
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Face aux enjeux du cancer et de son dépistage/diagnostic, de nouvelles méthodes sont nécessaires pour
surmonter les écueils existants. Dans le cas du cancer du sein, de trop nombreuses biopsies sont encore
réalisées sur des lésions bénignes, alors que les enjeux dans le cas du cancer du poumon concernent 1’aide
a la biopsie pré (guidage) et peropératoire (temps de la biopsie extemporanée). L’utilisation de la
spectroscopie de fluorescence n’est pas nouvelle dans le diagnostic du cancer mais était jusqu’alors plus
souvent utilisée dans le cas d’organes creux accessibles par endoscopie. L’originalité de ce travail réside
dans le développement technique et clinique d’une aiguille fibrée permettant 1’analyse in situ et en temps

réel de la fluorescence endogene des tumeurs.

Les résultats fondateurs obtenus dans le cadre de la these de Lama Alchab (70,73) ont permis de montrer
des niveaux d’intensité de fluorescence trois a cinq fois supérieurs au sein de tumeurs mammaires malignes
en comparaison de lésions bénignes. De plus, un décalage spectral de 15-20 nm vers l'infrarouge était
observé dans le cas de ces 1ésions malignes. Ces résultats obtenus sur des biopsies congelées étaient donc a

confirmer ez vivo sur des pieces opératoires.

Pour ce faire, le dispositif a été amélioré au fil des études précliniques et clinique. Les évolutions concernent
le polissage de I'aiguille fibrée et le passage en « tout fibré » qui ont permis d’améliorer la sensibilité du
dispositif clinique et diminuer drastiquement le poids et ’encombrement du dispositif pour sa transposition
en milieu médical. D’autre part, les aiguilles fibrées stériles ont été congues pour une utilisation a usage
unique. Leur calibration a également été améliorée afin de toutes les standardiser par rapport a un étalon.
Le « bruit de fond » du dispositif, du en particulier au photoblanchiment parasite et progressif du systeme
optique et de l'aiguille, a été évalué et compensé par le logiciel de traitement du signal. Ainsi nous avons

pu standardiser la mesure quel que soit le dispositif clinique utilisé

La collaboration avec I'institut Gustave Roussy et I'Institut Mutualiste Montsouris et en particulier leurs
services d’anatomopathologie, nous ont donné acces a de nombreuses pieces opératoires directement issues
de la chirurgie. Cette étude préclinique ez vivo a démontré des résultats similaires en terme d’intensité de
fluorescence en comparant CCI et fibroadénomes, deux des lésions les plus répandues dans les cancers
mammaires. Des résultats préliminaires d’une autre étude préclinique ex vivo, ont montré des différences
similaires d’intensité de fluorescence entre CCIS et fibroadénomes sans microcalcifications. En ce sens, ces
données confirment les conclusions antérieures (73). Cependant le décalage spectral ~ 20 nm discriminant
les 1ésions malignes et bénignes n’a pas été observé avec le nouveau dispositif clinique d’aiguille fibrée.

Dans le cadre de ’étude préclinique (article 1) la résolution temporelle et le nombre de spectres acquis
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par seconde ont été privilégiés a la résolution spectrale (spectres acquis par pas de 20 nm), ce qui peut
expliquer qu'un déplacement spectral de quelques nanometres n’ait pu étre observé. Dans le cadre de
I’étude clinique (article 2) le spectrométre a été changé pour répondre au cahier des charges d’un dispositif
industriel (colit & minimiser). Nous avons pu quantifier que la perte de sensibilité de ce détecteur en dessous
de 500 nm était un inconvénient pour nos mesures (maxima des spectres d’émission entre 470-510 nm
révélés par microscopie confocale) et justifier que des déplacements spectraux relativement faibles dans ce
domaine ne puissent pas étre caractérisés.

Le méme type d’étude exploratoire a pu étre mené sur des tumeurs broncho-pulmonaires avec le service
de chirurgie thoracique de I’h6pital Nord de Marseille. Comme pour les lésions du sein, nous avons

identifié des différences d’intensité de fluorescence entre tumeurs bénignes et malignes.

Les performances diagnostiques revendiquées, er wvivo sur des pieces opératoires (article 1 et 3)
apparaissaient donc prometteuses et nous verrons un peu plus tard que des perspectives existent dans ce
domaine d’étude. Cependant, nous aurions du, des cette étape, étre plus nuancés dans nos conclusions. Si
Pon se référe au sein (’'organe pour lequel nous avons accumulé le plus de données), I’échantillonnage
concernant les fibroadénomes n’était pas représentatif de la diversité de cette pathologie. La suite des
travaux en recherche et développement réalisés dans le cadre de cette thése ont permis de montrer que des
zones riches en microcalcifications, autour de lésions bénignes comme les fibroadénomes étaient aussi tres

fluorescentes et ont conduit a des « faux positifs ».

Cependant, la société Nodea Medical a estimé ces études précliniques suffisamment convaincantes pour
mettre en place une premiere étude clinique pour 'aide au diagnostic des lésions mammaires. Dans ce
cadre, le nombre de mesures idéal a été défini et le protocole de 'examen a été affiné afin de limiter les

gestes du radiologue, et notamment les passages de la peau, pour un meilleur confort des patientes.

Une sélection des pathologies telles que rapportées dans I'article 2 (CLI et les papillomes) a permis de
confirmer de nouveau que le seul critere d’intensité de fluorescence pouvait permettre de discriminer 1ésions
bénignes et malignes. Cependant en étendant notre analyse & un plus grand nombre de pathologies, nous
avons pu faire le constat que cette différence n’était pas retrouvée. Cela a également touché les CCI et les
fibroadénomes, les pathologies recrutées pour I’étude préclinique. Nous avons analysé un certain nombre
de points différenciant les mesures ex vivo sur pieces opératoires et in vivo avec pour seul guide 'image
échographique. Cette étude clinique nous a permis de conclure en ’état actuel du développement de la
technique, que celle-ci ne pouvait pas, méme en association avec [’échographie, permettre une

discrimination « robuste » entre lésions bénignes et malignes.

Dans le cadre de ce travail de theése, nous avons pu initier l'identification des signatures spectrales de
fluorescence endogene de lésions mammaires, par comparaison de mesures d’imagerie d’intensité et
spectrale de fluorescence en microscopie confocale et SHG, et les mesures spectrales obtenues avec le
dispositif d’aiguille fibrée. Nous avons pu montrer que le collagene, contribuait significativement a ce
signal. Dans D’environnement d’un tissu sans lésion, il est aussi présent sous forme structurée non
centrosymétrique (tel le collagéne de type 1) comme le révéle la spectroscopie SHG. En cas d’inflammation

tissulaire (1ésion cancéreuse et/ou formation de microcalcifications), nous avons pu mettre en évidence une
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surproduction de collagéne mais non structuré en fibrille (pas d’augmentation du signal SHG). 1l est assuré
, . . e , R .

par nos résultats (position des maxima d’émission) que d’autres fluorophores endogenes contribuent aux

signatures spectrales de fluorescence endogéne mesurées. Seule une déconvolution spectrale pourra

permettre d’étre plus spécifique dans l'identification des signatures spectrales ce qui est en cours

actuellement.

Malgré la cessation d’activité de la société Nodea Medical et les limites d’utilisation du dispositif clinique
d’aiguille fibrée que nous avons pu relever in wvivo, son utilisation er vivo a toutefois démontré des
potentialités. En premier lieu, la communauté médicale a accueilli de maniére enthousiaste ce dispositif
clinique d’aiguille fibrée essentiellement pour son caractere « temps réel » et sa facile d’utilisation au bloc

opératoire ou dans une salle de radiologie.

Il est possible de faire évoluer le dispositif pour le rendre plus perfectible en terme de résolution spectrale.
Nous avons aujourd’hui clairement établi que les signatures spectrales des lésions mammaires tant ex vivo
qu’in vivo présentaient des maxima de fluorescence entre 470 nm-510 nm. Ainsi en équipant notre systéme
d’un spectrometre ayant une bonne résolution dans ce domaine spectral (comme c¢’était le cas pour les
travaux fondateurs de Lama Alchab), il n’y a rien qui s’oppose & révéler les déplacements spectraux de
quelques dizaines de nanometres. L’observation d’un tel effet pourrait étre un facteur de discrimination de
la nature des lésions comme il était reporté auparavant (73). Par ailleurs, Iidentification des signatures
spectrales de fluorescence positionne le dispositif comme un outil prometteur pour de I'histopathologie in
situ. Celle-ci pourrait étre réalisée en cours d’intervention chirurgicale et ainsi rendre le geste opératoire
plus performant, ou encore dans les laboratoires d’anatomopathologie en support de I’examen histologique
pour renforcer la pertinence du diagnostic. Des travaux exploratoires sur les pathologies hépatiques sont

également en cours.
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Annexe

La spectroscopie de fluorescence

La fluorescence est un principe physique dont la premiére observation en pharmacologie remonte en 1565
avec les travaux de Monardes (Figure 33) qui décrira l'opalescence bleue dune infusion de Lignum

nephriticum (bois mexicain utilisé dans les troubles rénaux).

Figure 33 : Portrait de Monardes

Le concept physique de fluorescence quant a lui apparait en 1852 suite aux travaux de Georges Stokes (le
terme fluorescence apparaitra en 1853 avec ce méme Stokes). Ce dernier prouvera la relation existante
entre la lumiére absorbée et la fluorescence résultante (émission de lumiere par des solutions de sulfate de
quinine sous excitation UV). La loi de Planck-Einstein démontre le caractére énergétique (énergie
électromagnétique) d’un photon. L’énergie d’un photon est inversement proportionnelle & sa longueur
d’onde.

E=— (Eq. 1)

avec h : constante de Planck; c : vitesse de la lumiére; A : longueur d'onde

Une compréhension plus profonde du phénomene de fluorescence, et notamment celui de fluorescence
moléculaire fait apparaitre le role des états électroniques des molécules excitées. Le physicien polonais
Jablonski a proposé un diagramme permettant de lier les transitions entre les différents états électroniques

d’une molécule et le phénomene de fluorescence (Figure 34).

109



Annexe

Ci

il

il
P
T

G ¥ Lo

i— [ ABSORPTION || FLUORESCENCE |

LI

|

d

o

p

Figure 34 : Diagramme simplifié de Jablonski. D’aprés (78)

Sous une lumiére excitatrice, les molécules passent d’un état fondamental non excité (état électronique
singulet So) vers un état excité (état singulet Si, Sa, Sn). Lors du phénomeéne de fluorescence, la molécule
excitée va tout d’abord se relaxer vers 1’état singulet excité de plus faible énergie (S:) par le phénomeéne
de conversion interne. Par la suite, la relaxation de la molécule du niveau S, vers le niveau Sy pourra
s’accompagner de 1’émission de photons : c’est le phénomene de fluorescence.
Du fait des phénomenes de dissipation d’énergie dans les états excités, I’énergie émise est plus faible que
I’énergie mise en jeu lors de l'excitation. Ainsi, la longueur d’onde d’émission sera plus élevée que la
longueur d’onde d’excitation illustrant le déplacement de Stokes (Fig. 2-3).

Aexc < Aem (Eq. 2)
La spectroscopie de fluorescence correspond a 1’étude de 1’émission de fluorescence lors d’une interaction
lumiére-matiére (spectre, durée de vie...).
En spectroscopie de fluorescence, le spectre d’émission obtenu est de la forme I = f(A) ce qui signifie que,
pour une longueur d’onde donnée, il existe une intensité de fluorescence donnée. Ce spectre est le plus
souvent continu (Figure 35). D’apres la régle dite de Kasha (que nous ne développerons pas ici) I’énergie

d’excitation n’influence pas 'allure du spectre.

A max Afmax A

Figure 35 : Illustration du déplacement de Stokes (d'aprés (26)). La molécule X absorbe les photons d la longueur

d’onde mazimale d’absorption Awna et réémet des photons de fluorescence a une longueur d’onde A

L’étude des molécules organiques (et plus largement les études dans le domaine biologique) est

généralement effectuée dans le domaine spectrale UV-Visible (Figure 36)
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Figure 36 : Spectre électromagnétique (d'aprés (27)). Le spectre visible s’étend de 380 a 750nm. Les zones

adjacentes sont constituées par les rayons ultraviolets et infrarouges.

Dans la plupart des cas, 'obtention d’un signal de fluorescence nécessite I’apport de fluorochromes (aussi

appelés marqueurs fluorescents ou fluorophores).

A Tinstar de la fluorescence induite par des fluorophores d’origine exogéne, l'autofluorescence est une

fluorescence d’origine

endogene.

Les fluorophores endogénes sont ainsi responsables de la fluorescence in situ. Le nicotinamide adenine
dinucléotide (phosphate) (NADH/NADPH), la flavine adenine phosphate.(FAD), le rétinol, le collagéne

et I’élastine sont parmi les molécules les plus connus et les plus référencés dans la littérature. Comme tous

les fluorophores (quelle que soit leur origine) ces derniers posseédent une longueur d’onde maximum

d’absorption et d’émission (Aexc et Aem). La plupart de ces fluorophores peuvent, soit étre impliqués dans

les réactions enzymatiques du métabolisme cellulaire (NADPH, FAD), soit étre des protéines qui

constituent la matrice extracellulaire présente dans la structure des tissus (collagene, élastine) (Figure 37).
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Figure 37 : Spectre d'excitation (A) et d'émission (B) des principaux fluorophores endogénes (d'aprés (79))
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for some types of lesions.

Another study was conducted on mammary tumors to identify the major tissue entities at the origin of the
spectral signatures obtained with our fibered device. Spectral imaging in confocal and second harmonic
microscopy (SHG) under multiphotonic excitation, has been implemented in order to establish a mapping of
endogenous biomarkers of mammary tissues. We compare theses results with the data obtained with the fibered
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