Diagnostic du cancer a partir d'images de coupdssdes non-colorées a
résolution nanométrique en utilisant des statistsogiordre supérieur
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Résumé - Le but de ce travail prospectif est diétusl la dégradation introduite par le cancer damshitecture des
cellules peut étre mise en évidence par I'analyatisique aux ordres supérieurs de l'informatiomegistrée a
I'aide d’'une nouvelle technique microscopique Slaatial Light Interference Microscopy (SLIM). Cetexhnique
mesure le contraste intrinseque des structureslaiells de coupes de tissus non-colorées avec éswution
nanométrique, une précision topographique de 0.3etrdes temps d’acquisition rapides. En se limitzumk
statistiques jusqu’a l'ordre 4 et en les combiralitide d’'un classifieur non-supervisé de typezfu€-means, les
études qualitatives et quantitatives entre leslt@swbtenus sur des adénocarcinomes de la prastales images
des coupes colorées H&E analysées au préalableop@ anatomopathologiste montrent le fort potémnltgecette
méthodologie pour le diagnostic du cancer a pditimages SLIM de coupes de tissus non-colorées.

Abstract — The aim of this preliminary study isitwestigate if nanoscale changes caused by caodbetcells’
interior architecture could be highlighted by higloeder statistical analysis of the informationaeted by a new
microscopy technique: the Spatial Light InterfeeemMdicroscopy (SLIM). This technique can reveal theinsic
contrast of cell structures from unstained tisseigns with nanometric resolution, a topograplticuaacy of 0.3
nm and fast acquisition time. Using statistics apft order and combining them with an unsupervisedsifias
such as fuzzy C-means, qualitative and quantitatienparisons between the results on high-gradetgteos
adenocarcinomas and images of H&E stained seqgtiangously analyzed by our pathologist show theeptial of
this methodology to diagnose cancer from SLIM insagleunstained tissue sections.

1 Introduction 'analyse par spectroscopie vibrationnelle a un
. : .. . désavantage important : le temps d’acquisitionlax

Les t_echnlqges optiques sont coutamment um'.see@uelques heures pour une biopsie d’environ £ymm
dansl Ilmagenel du car:cer. Lfr‘] Ime_thtode class![qu .Une nouvelle technique microscopique, la Spatial
empl oyee lP?‘é SS anatomopa gogls es co_r_13|s| € L?ght Interference Microscopy (SLIM) a récemmeré ét
analyser a taide dun microscope des coupes développée en combinant deux idées classiques: la

fines (quelques um) aprés leur coloration . N ;
. . . icroscopie a contraste de phase et I'holograpie [
Hématoxyline-Eosine (H&E). En analysant la Struetur ~ o technique permet de mesurer le contraste

g1u0;pgr?||Oeg:jqi;enitstligrgglze;igrfnglzzigSSCt:JeS&gSIChEIit, d intrinseque des structures cellulaires de coupdssies
9 ' PUWIEED 1 on-colorées avec une résolution nanométrique, une

considéréee comme le "gold standard" [1], est cepeind Igtrécision topographique de 0.3 nm et des temps

relativement couteuse, la coloration représenta acquisition trés rapides. Elle permet de quaatities

) 00 N , ( : ; : . N
environ 60-80% du cout total d une analy_se. informations cellulaires accessibles uniquementés t
Différentes techniques complémentaires permettant . scoution

d’analyser les coupes tis§ulaires sans coloratigret® En s'appuyant sur I'hypothése que le cancer induit
expl(?[rees. _La_prE[J_s re”panlgue est Il ?nalyse PYes altérations dans les structures cellulaires, la
SPECIroscopie vibrationnelle, kaman ou rarouges distribution de pixels appartenant a des zones fale®
tgchmqges ont demqntre un fort poten'gel pourdigse ._devrait étre modifiée par rapport aux distributiates
histologique numérique non-destructive a réso'”“?ﬁixels des zones saines

clevee (quelques um) dar]s le d|agnost|c de d|f’fx,ére Le but de cette étude prospective est d’examinker si
types de cancer [2]. Des études récentes ont OIeE'monélégradation introduite par le cancer dans I'archite

qull est egalement possible d'analyser les cowgares cellulaire peut étre mise en évidence par une aealy

deparaffinage chimique en utilisant des teChniquesstatistique d'images SLIM. Nous nous sommes limités

avancées de traitement du signal [3]. Cependant,



jusqu’aux statistiques d’ordres 4, variance, Skessret été marquées par I'anatomopathologiste, ces zones
Kurtosis, chacune pouvant étre utilisée pour disicrer  servant pour des mesures quantitatives.
les zones tumorales du reste. Nous montrons égatem , ., ) . ,
gu'en combinant ces informations via un classifieus MEthqubQE dar_“?"ys.e : statistiques d'ordre
non-supervisé de type fuzzy C-means, les zones SuPerieur etclassification floue
tumorales sont mieux identifiées. Des études |a Figure 2 montre le principe de la méthodologie
qualitatives et quantitatives sur deux adenocamé® proposée. L’hypothése de base est que le canceit ind
de la prostate montrent le fort potentiel de cettglus de variations aléatoires dans les mesures $tiM
méthodologie a diagnostiquer le cancer sur desemuphistogrammes de la Figure 1) du fait de I'altématites
de tissus non-colorées. structures cellulaires. Ceci est vrai notammenisdas
2 Systéme d'acquisition et données structures  contenues dans le noyau, uni'quement
accessibles par des techniques a trés haute iéaplut

La Spatial Light Interference Microscopy (SLIM) estcomme le nucléolinus (structure trés proche duéule)
une nouvelle technique microscopique capable déche en ARN, et relativement mal connue, bien que
mesurer les indices de réfraction de structuregécouverte il y a 150 ans).
nanométriqgues dans des cellules (vivantes) via
l'interférométrie [4]. Elle permet d’acquérir demages
des structures transparentes avec une précision
topographique pouvant aller jusqu'a 0.3 nm, ce qui
dépasse les performances de tous les systemessactue
Cette technique révele le contraste intrinseque des
structures cellulaires, la précision résultantentéta
comparable a celle de la microscopie a force atoeiq
alors que la vitesse d’acquisition est 1000 foigspl
élevée. La SLIM permet dans son développement lactue
des acquisitions trés rapides, de quelques minstes, Figure 2 : Méthodologie : Extraction des caractérisques
des coupes tissulaires de dimensions typiques en pardes statistiques d'ordre supérieur et classif@tion en
analyse histopathologique (environ fm plusieurs zones tissulaires par fuzzy C-means

La SLIM a été utilisée pour acquérir des images sur ] L o
des coupes des tissus d’adénocarcinomes (canct) de  UN€ facon simple d'estimer les distributions de
prostate a degré de malignité élevé. Les coupegtént zongs' tlssulal’res est de, qalculer un cert_aln nordl_are
sectionnées (4 upm d'épaisseur), déparaffingedatistiques d'ordre superieur (SOS), qui approrime
chimiquement, puis des images a résolution de 200 rSymptotiquement les distributions ~ étudiées  [5].
ont été acquises sans aucune coloration préalabte. Cependant, du fait de la variance des estimateurs
coupes analysées ayant des dimensions d’envirant,4 ¢ Proportionnélie a la taille de la population sujualle
les images résultantes sont de trés grandes diomsnsi ! apprpxmaﬂon est fa1|te, nous nous limitons ici
(Giga-pixels). Les images SLIM ont été quantifies 1uSquaux statistiques d'ordre 4 (variance, Skewnets
256 niveaux de gris pour une plage de valeurs réesur Kurtosis). Comme nous allpns le ,montrer, I'utilieat
(proportionnelles aux indices de réfraction) variemre d€S SOS apporte un meilleur resultat que la seule
-n/2 (noir) et %/2 (blanc). La figure 1 montre, a gauche,Uf['“s,""t'o,n des statistiques d'ordre 2. De pluss le
deux zooms d’une image acquise : zone saine erehayfistributions de probabiliteés mises en jeu étan-no

zone tumorale en bas: a droite, les histogramm&¥Metriques, l'utilisant du cumulant d'ordre 3 naiise
correspondant & ces deux zones (le Skewness) s'avére nécessaire. Il est a noteuie

les SOS peuvent étre estimées a l'aide des estirsate
non biaisés : lek-statistiques [5].
Afin de pouvoir mettre en évidence les différences
entre les zones tissulaires d'une coupe analys®, c
| Jﬂﬂm statistiques sont calculées par fenétrage glisdémis
obtenons ainsi un jeu de plusieurs caractéristiques
peuvent étre considérées comme une image
i ‘ multidimensionnelle (cf. Figure 2 & gauche). Lii¢ale
I la fenétre d’analyse est un paramétre que noussavon
étudié quantitativement par rapport aux informagion
indiquées par I'anatomopathologiste.
La classification des différentes zones tissulairésé

Afin de pouvoir comparer les résultats avec |£nSUite réalisée en mode non-supervisé a l'aide d'u
méthode histologique classique, des coupes adgen@l/gorithme de classification de type fuzzy C-means
ont été également sectionnées, colorées (H&E) pulECM) [3]. Cette méthode a l'avantage de pouvoir
scannées et analysées par notre anatomopathologiggttre en évidence les hétérogénéités tumoralesseto

Y

Sur ces images’ 5 zones tumorales et 5 zones sﬂinesétant moins sensible a [linitialisation aléatoiresd
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Figure 1 : A gauche : zooms zone saine én haut et
zone tumorale en bas. A droit : histogrammes



centres de classes [6]. Cependant, comme leslLa variance seule peut étre considérée comme une
caractéristiques extraites ont des plages de wwaleunformation pertinente dans la détection des zones
relativement différentes, une normalisation de ahac tumorales. Bien que les statistiques d’ordre sepéri
d'entre elles a une moyenne nulle et une variangaises a part sont moins informatives puisque wifftes
unitaire a été réalisée. Le nombre de classes emines saines présentent des valeurs élevées da&iew
également un parameétre important du fait deu Kurtosis (voir les valeurs de Skewness affichstgs
I'hétérogénéité des tissus analysés. Néanmoinss ndes Figures 3 ¢) en bas et Fig. 4 ¢) en haut),pese en
avons choisi empiriquement d'utiliser 4 classesjixh compte dans la méthodologie proposée apporte un gai
qui fournit des résultats relativement consistémts de  dans la détection des zones tumorales, cf. ci-desso
I'extraction des zones tumorales en comparaisomw ave Nous constatons une forte corrélation entre les
'analyse histologique classique effectuée sur de®sultats finaux et les images des coupes coloaées
coupes adjacentes colorées a H&E. H&E. Ceci indique que les dégradations causéedepar
cancer a lintérieur des cellules, notamment celles
correspondant a un degré de malignité élevé, peéuven

Les Figure 3 et 4 montrent les résultats obtenus poétre mises en évidence avec succes en eétudiant la
deux adénocarcinomes de la prostate a degré distribution des valeurs des pixels.
malignité élevé. Sur les images histologiques (H&E) Nous remarquons aussi que la zone correspondant a
notre anatomopathologiste a entourée 5 zones qaines la vessie (entourée dans I'image H&E) et qui
blel) et 5 zones tumoralesr( ver). Sur la Figure 3, la peut introduire des fausses alarmes dans l'analyse
zone saine représentant la vessie a été entcurée histologique classique a H&E, n’est pas identifpie

Les figures notées par b) représentent lesotre méthode comme étant une zone tumorale.

valeurs des variances calculées pour chaque posiéo
la fenétre glissante, celles par c) les valeurs du @
Skewness tandis que les images d) représentent le =
zones tumorales obtenues par la méthodologie péepos
Ces résultats ont été obtenus avec une fenétre
rectangulaire de dimensions 100x100 pm (couvrant
environ une vingtaine de cellules), soit 500x50¢k|g,
et un recouvrement de 50um. Du fait de I'hétérogéné
de I'échantillon, la classification a été effectuém
considérant 4 classes : zone tumorale (affichédesur
Figure 3 d) et 4 d)) et le reste (non affiché ici).

4 Reésultats

0.25

005 Figure 4 : Deuxieme adénocarcinome : a) image d'urebupe
colorée (H&E) : zones saines entourées en bleu enes
tumorales en vert; b) et ¢) valeurs de variance et de Skewne
pour une fenétre rectangulaire de dimensions 500x80
pixels ; d) résultat de la méthode proposée.

0

Néanmoins, des artéfacts apparaissent au bord de
Iimage. lls sont principalement dus a la manigolat
s des coupes tissulaires. Il est a noter que lesshded
.« tissus ne sont également pas pris en compte par les
s anatomopathologistes dans le cas des analyses
02 classiques des coupes H&E.

Les zones saines/tumorales indiquées par notre

Figure 3 : Premier adénocarcinome : a) image d'uneoupe anatomopathologiste (entourées sur les Figurese84)

colorée (H&E) : zones saines entourées en bleu enes a)) ont eté utlisées pour réaliser des mesures

tumorales en vert. La vessie, zone saine qui donne guantitatives de performance. Nous avons choisi ici

généralement des faux positifs, est entourée en oge ;b)et  comme mesures quantitatives de performance les
c) valeurs de variance et de Skewness pour une fémé courbes ROC [7] afin de S'intéresser a la capaér.ité

rectangulaire de dimensions 500x500 pixels ; d¢sutat de la

méthode proposée, classe représentant les zones ouates. discriminer les zones tumorales des zones saines.



Nous nous sommes intéressés dans un premier tengh®ix d’'une fenétre de dimensions 500x500 pixedd, s
a étudier I'apport des SOS (Skewness et Kurtosis) p100x100 um, semble donc un bon compromis qualité
rapport a I'utilisation seule de I'information daniance. (capacité a diagnostiquer le cancer) — résolutiatiae
La figure 5 montre les courbes ROC obtenues pour [0pm pour un recouvrement de 50%) du résultat.fina
premier adénocarcinome (affiché sur la Figure &): A cette échelle, la fenétre d'analyse couvre une
noir en prenant en compte uniquement la variaaoe, vingtaine de cellules environ.
rouge les courbes ROC construites sur le résultat dg C USi
classification en utilisant la variance, le Skevmestle onclusion
Kurtosis. L'image a gauche a été obtenue pour une Cette étude prospective montre gu'il est possilgle d
fenétre d’analyse rectangulaire de dimensions S00x5 mettre en évidence les zones tumorales d’'une coupe
pixels et recouvrement de 50%, celle a droite pme tissulaire sans coloration préalable a l'aide d'une
fenétre rectangulaire de dimensions 200x200 pigels nouvelle technique: la SLIM, via l'étude de la
méme recouvrement. distribution des valeurs mesurées a laide des
statistiques d’ordre supérieur. Cette étude et sur
l la distribution globale des pixels a lintérieurude
N fenétre d'analyse, les zones a fort degré de nitdigmt
i principalement été mises en évidence. En effets den
oo cas, le cancer modifie fortement la structure s et
donc Il'architecture des cellules. D’autres étudas st
mener afin de réaliser une analyse plus fine des
dégradations causées par le cancer a lintériegr de
cellules, comme par exemple en étudiant les Stptes
locales dans des voisinages de taille relativement
réduite. Ceci peut étre par exemple réalisé ad'ads
Figure 5 : Courbes ROC : variance seulevariance, Skewness matrices de cooccurrence, qui ont été introduitasr p
et Kurtosis pour 'adénocarcinome présenté sur laFigure 3. A analyse des textures et utilisées récemment avec
gauche fenétre rectangulaire de dimensions 500x508pls, a N , - . -
droite de dimension 200x200 pixels. succes dans l'analyse et linterprétation d'images
biopsies colorées a H&E [8]. En extrayant d’autres

La figure 5 montre que lutilisation des statisggu caracteristiques, et en les combinant d'une fagon
d'ordre  supérieur apporte une informationOPtimale, nous pouvons esperer pouvoir localiser de
supplémentaire qui pourrait s'avérer utile pour Idumeurs a faible degré de malignite tout en gardest

diagnostic du cancer par rapport a I'utilisationleedes ~ Principaux avantages de cette méthode d'acquisition
statistiques d’ordre 2. rapidité d’acquisition, pas de coloration préalatiés

i o tissus et donc réduction importante du codt totahel
Nous avons egalement étudié la robustesse de Jagjyse.

classification par rapport aux dimensions de laéfien

glissante. La figure 6 montre les courbes ROC algsn

pour les deux adénocarcinomes en fonction de lle tai rgférences

de la fenétre d’analyse. [1] LB. Rorke: Pathologic diagnosis as the goldnd&ad.
Cancer Vol. 79, No 4, pp. 665-667, 1997.
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1016-1026, 2011.
Figure 6 : Courbes ROC en fonction de la dimensiode la [5] V. Vrabie. Statistiques d'ordre supérieur : laggtion en

fenétre d’analyse (en pixels). A gauche : pour géophysique et électrotechnique. EUE, 2010.
I'adénocarcinome présenté sur la Figure 3a droite pour celui  [6] J. C. Bezdek, Pattern Recognition with Fuzzyjedtive
présenté sur la Figure 4. Dans les deux cas, lesdéres Function Algoritms, Plenum Press, New York, 1981.

glissantes sont rectangulaires et le recouvremenstede 50%. [7] T. Fawcett. An introduction to ROC analysiattern

.. ) Recognition Letters, Vol. 27, pp. 861-874, 2006.

Nous pouvons ainsi constater que plus la tailléade g) o s Al-Kadi. Texture measures combination foproved
fenétre est grande, plus la classification, et dnc = meningioma classification of histopathological ireag
détection de zones tumorales, est efficace. Cepgnda Pattern Recognition, Vol. 43, No 6, pp.2043-2053, 2010.
nous constatons un effet de tassement dés lorsegue
dimensions des fenétres sont assez importantes. Le



