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INTRODUCTION

1 INTRODUCTION

Les éléments chimiques sont constitutionnels de I'étre vivant et jouent un réle essentiel

dans les systémes biologiques. lls sont nécessaires au développement et a la survie.

L'organisation de la matiére vivante repose sur les atomes (1). Les principaux atomes
constitutifs du vivant sont le carbone, I'nydrogéne, I'oxygeéne et I'azote. D'autres éléments
sont présents dans le corps humain de fagon ubiquitaire en moindre quantité, et ont une
grande importance biologique (sodium, potassium, calcium, magnésium, fer, cuivre,

zinc, ...).

La structure de la cellule est le témoin de cette organisation (2). Sa membrane est compo-
sée de lipides, de protéines et de glucides, tous composés de l'association de carbone,
d'hydrogene, d'oxygéne et d'azote. Le cytosol contient de I'eau, des ions (sodium, potas-
sium, chlore, magnésium, calcium, zinc...), des molécules (dioxygéne, dioxyde de
carbone, glucides, lipides, acides aminés, nucléotides...) et des macromolécules (pro-

téines, polysaccharides, acides nucléiques...).

1.1 ROLE DES ELEMENTS CHIMIQUES

Les fonctions métaboliques des éléments chimiques (3—7) dans les cellules humaines sont
si nombreuses qu’elles ne sont pas traitées ici de maniére exhaustive, mais un rappel de
quelques unes de leurs implications semble nécessaire. Le réle majeur que jouent les élé-
ments dans le fonctionnement du corps humain explique lintérét que leur porte la

communauté scientifique (8—10).

Plusieurs articles, livres (5-7) et revues de la littérature (11) rappellent I'importance des

éléments chimiques :

e Le calcium est le plus abondant des cations. Il est principalement situé dans I'os
sous forme de sels mais est ubiquitaire. Il active certaines enzymes et est impliqué
dans la modulation de I'expression des génes et des fonctions cellulaires. Il inter-
vient également dans la prolifération et la différenciation des cellules de I'épiderme

(12). Certaines protéines de liaison au calcium comme les protéines S100 et les
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Cadhérines sont importantes dans I’'homéostasie de la peau. Enfin, le calcium inter-
vient dans I'apoptose.

Le phosphore participe aux processus énergétiques aérobies. Il est impliqué dans
le stockage et le transfert d'énergie. Il est au centre du groupe phosphate permet-
tant la phosphorylation de protéines (mécanisme de régulation important et fréquent
impliqué dans la glycolyse et la chaine respiratoire). Il entre dans la composition
des acides nucléiques, des protéines, des phospholipides et de I'ATP notamment.
Le sodium, principalement extracellulaire, fonctionne le plus souvent en binbme
avec le potassium, principalement intracellulaire. lls sont essentiels a I'équilibre du
potentiel membranaire et au contrdéle de la pression osmotique.

Le magnésium (11,13,14) est principalement intracellulaire. Il intervient dans de
nombreux processus (métabolisme énergétique, réplication cellulaire) et est le co-
facteur de plusieurs enzymes impliquées dans le métabolisme cellulaire. Il sert de
cofacteur dans les réactions auxquelles I'ATP participe (7). Il sert aussi de cofacteur
d'enzymes (glucokinase, hexokinase, phosphofructokinase...) lors de la glycolyse,
une voie préférentiellement utilisée par les cellules cancéreuses pour produire de
I'énergie.

Le silicium joue un réle structural en reliant les fibres de collagéne aux glycosami-
noglycanes des tissus conjonctifs. Son réle est peu connu et trés peu abordé dans
la littérature.

Le cuivre sert de cofacteur a de nombreuses enzymes. Son association a la Tyrosi-
nase est essentielle a la production de mélanine. Le cuivre est par ailleurs impliqué
dans les processus tumoraux, comme en témoignent certains articles (15). Il est
également impliqué dans le processus d'oxydoréduction du fer. Un article (16) rap-
pelle son importance au niveau cérébral, le cuivre jouant un role dans la régulation
de la transmission synaptique, le fonctionnement des canaux ioniques et la protec-
tion contre le stress oxydatif.

Le zinc (11) représente le cofacteur principal de nombreuses enzymes et intervient
dans un grand nombre de réactions biochimiques. Il joue un rdle structural dans di-
verses protéines (doigt de zinc, géne suppresseur de tumeur, facteur de transcrip-
tion). Etant indispensable a certains facteurs de croissance et de différenciation, il a

un impact sur la prolifération et la différenciation cellulaire. |l sert de cofacteur a des
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métalloprotéines impliquées dans le signal de transduction, la synthése d’ADN et
d'ARN.

e Le fer joue un réle essentiel dans de nombreuses fonctions biologiques. Il intervient
dans la constitution de I'néme de I'hémoglobine. |l circule lié a la transferrine dans
le sang en étant stocké sous forme d'hémosidérine et de ferritine. Il est un compo-
sant du cytochrome P450 intervenant dans les réactions d’oxydoréduction. Une
étude (17) a montré que les taux de fer étaient significativement plus élevés dans
I'épiderme des peaux exposées au soleil que dans les peaux non-exposées.

e Le cuivre, le zinc et le fer sont des cofacteurs impliqués dans le métabolisme cellu-
laire notamment dans la chaine respiratoire et dans la protection contre les especes
réactives de I'oxygéne. En effet, il existe des systémes enzymatiques anti-radica-
laires (superoxydes dismutases, catalases...) qui utilisent les oligo-éléments anti-
oxydants pour leur fonctionnement. Les espéces réactives de I'oxygéne sont impli-
quées dans les phénoménes de cytotoxicité et de mutagenése rencontrés, entre

autres, dans la peau.

1.2 ELEMENTS CHIMIQUES ET PATHOLOGIES NON TUMORALES

Certaines pathologies non tumorales soulignent I'importance physiologique des éléments
chimiques dans les cellules humaines. Différents organes sont affectés par des troubles
du métabolisme liés aux éléments : le cuivre est impliqué dans la maladie de Wilson et

dans la maladie de Menkes, et le fer dans I'hémochromatose.

En dermatologie, les pathologies suivantes sont concernées par des anomalies de

transports des éléments chimiques.

17



INTRODUCTION

1.2.1 Maladie de Darier

Il s'agit d'une dermatose acantholytique (18) autosomique dominante due a la mutation du
gene ATP2A2 codant pour une pompe a calcium kératinocytaire. Elle se manifeste par des
Iésions papulokératosiques prédominantes dans les zones séborrhéiques. |l s'y associe

une atteinte acrale avec des Iésions unguéales caractéristiques.

‘#f ‘0‘% A‘ i 3 _::3 :
Fig.1 : maladie de Darier (19) : atteinte profuse du tronc (a gauche) ; bandes longitudinales rouges et
blanches parcourant la tablette et kératoses sous-unguéales distales (a droite).

1.2.2 Acrodermatite entéropathique

Il s'agit d'une dermatose autosomique récessive liée a une anomalie de I'absorption du
zinc (20) au niveau de la muqueuse intestinale, par mutation du géne SLC39A4 codant
pour ZIP4, un transporteur du zinc. Elle se manifeste par des |ésions péri-orificielles et

acrales, une diarrhée chronique et des troubles psychiques (Figure 2).

Fig.2 : acrodermatite entéropathique : Iésions érythémateuses érosives symétriques des zones péri-orifi-
cielles et acrales (20).
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1.3 METHODES D'ETUDE ELEMENTAIRE DES TISSUS BIOLOGIQUES
1.3.1 En routine au laboratoire d’anatomo-pathologie

En pratique, au laboratoire d’anatomopathologie, I'étude de la présence des éléments
dans les tissus nécessite I'utilisation de colorations spéciales (21,22). Elles permettent la
détection d’'un seul élément a la fois. Ces techniques sont encore utilisées en routine diag-

nostique. Les principales colorations spéciales sont :

e La coloration de Perls : utilisée pour mettre en évidence I'hémosidérine, colorée en
bleu (mise en évidence du fer).
e La coloration de Von Kossa : colore le phosphate de calcium en noir.

e Larhodamine : permet la coloration du cuivre.

La coloration de Morin, qui met en évidence la présence d'aluminium, n'est plus pratiquée

actuellement.

Ces colorations sont donc utilisées dans un but diagnostique mais ne sont pas utilisées en
recherche. Elles révélent la présence d’éléments métalliques mais ne permettent pas leur
détection dans leur forme chimique élémentaire. Elles ne mettent pas en évidence les
atomes par leurs caractéristiques propres (spectre d’émission). Ceci limite l'intérét d’utili-

sation de ces techniques en laboratoire de recherche.

1.3.2 Au sein de laboratoires de recherche

En recherche, différentes technologies existent pour détecter les atomes.

Diverses techniques permettent de déterminer la composition élémentaire des échan-
tillons. Par exemple la spectrométrie de fluorescence X (microanalyse de rayonnement
synchrotron) (SXRF) (23-25), les nano-ions secondaires en spectrométrie de masse
(nano-SIMS) (26) ou la spectrométrie a plasma a couplage inductif (LA-ICP-MS) (27-32).
Bien que ces approches offrent de hautes performances, la complexité de I'équipement
rend I'application difficile aussi bien dans les laboratoires de recherche qu’en routine. Ega-
lement, il faut noter la destruction des échantillons et la non superposition possible a

I'nistologie dans la plupart de ces techniques.
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Ceci constitue un obstacle majeur au développement de nouvelles recherches concernant

les molécules chimiques jouant un réle central dans le métabolisme cellulaire.

Cette thése a pour vocation d'évaluer le potentiel d'une nouvelle technique d'imagerie
élémentaire associant la technique de Spectrométrie sur Plasma Induit par Laser ou LIBS
(« Laser-Induced Breakdown Spectroscopy ») a un systéeme de microscopie optique. La
technique LIBS a été développée dans les années 1960. Elle sera détaillée dans la partie
méthode, mais un court descriptif est nécessaire avant d’en rappeler les applications. Un
faisceau laser crée un plasma a partir d'une petite quantité de matiére vaporisée
(nanogrammes). Ce plasma émet des rayonnements collectés par un systéme optique et
transmis au spectrométre par fibre optique. Le spectrométre analyse le spectre de cette
lumiére. Les especes présentes dans le plasma (ions, atomes, molécules) émettent des
raies caractéristiques. L'analyse du spectre collecté conduit a la détermination des
concentrations élémentaires de I'échantillon. La quasi-totalité des éléments chimiques,
répertoriés dans la classification périodique des éléments ou « table de Mendeleiev »,

peut-étre détectée par cette méthode.

1.4 EXEMPLES D’APPLICATIONS DE L’ANALYSE ELEMENTAIRE EN MEDECINE

Les données bibliographiques disponibles correspondent a des cas isolés ou de petites
séries, souvent sur modéles animaux, constituant une limite a l'interprétation et a la géné-

ralisation des données.

1.4.1 En neurosciences

L'analyse de la distribution des éléments (Cu, Mn, Zn, Fe, Mg, Se) a été testée dans le
domaine des neurosciences notamment par la technique de LA-ICP-MS. Des corrélations
entre des concentrations cérébrales anormales de fer et de cuivre ont pu étre faites dans
des contextes de pathologies neurodégénératives comme les maladies de Parkinson, Alz-
heimer, Menkes ou Wilson. Il a été montré que la concentration de fer est nettement plus
élevée dans le cerveau d'une souris parkinsonienne, et que le cuivre est présent en plus

grande concentration dans les neurones métaboliquement actifs (27).
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1.4.2 En cancérologie

Il a été montré en imageant du tissu cérébral tumoral chez la souris par la technique LA-
ICP-MS, que les zones tumorales étaient plus riches en cuivre, zinc et phosphore (28). On

peut donc penser que ces éléments ont un rdle dans la cancérogenése.

La technique LIBS a été utilisée pour analyser la présence de calcium et magnésium, en
répétant des mesures sur de petites zones de tissus, malignes (cancers du sein et can-
cers colo-rectaux) ou non malignes (29). Dans cette étude, des différences d'intensités
entre les tissus pathologiques et les tissus sains ont été montrées. Le calcium et le
magnésium étaient plus intenses en terme de raies d’émission dans les tissus tumoraux,

mais ni leur concentration dans les tissus ni leur localisation n’ont pu étre déterminées.

Une étude comparant le LIBS et la spectrométrie sur plasma a couplage inductif (30)
caractérisant du tissu tumoral (hémangiosarcome) chez le chien a permis d’observer des
différences d'intensité des éléments en comparaison avec du tissu sain. Le calcium était
plus intense en LIBS avec une concentration augmentée en spectrométrie sur plasma a

couplage inductif dans le tissu tumoral, a l'inverse du cuivre qui était diminué.

Ces études montrent l'intérét de I'étude élémentaire avec cependant comme principale

limite 'absence de cartographie de I'échantillon.

1.4.3 En dermatologie

Les concentrations cutanées de fer, cuivre et zinc ont été explorées par la technique non
invasive de spectrométrie de rayons X (31). Les taux de ces trois éléments étaient plus
élevés en zones photo-exposées qu'en zones couvertes. Dans 3 mélanomes analysés, les

taux de fer étaient plus élevés que dans les zones contrdles controlatérales.

Les concentrations de cuivre et de zinc ont été explorées dans le sérum de patients ayant
des pathologies dermatologiques (32). Il a ainsi été observé sur un nombre réduit de
patients que le cuivre était augmenté de fagon significative chez des patients atteints de
cancers cutanés (carcinomes épidermoides et mélanomes, tous stades et tous types
confondus). Par contre les dosages sériques de zinc n'étaient pas différents des sujets

controles.
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Sun et al. (33) ont étudié en 2000 la faisabilité de I'utilisation de la technique LIBS comme
une méthode rapide et simple pour analyser les concentrations d’éléments chimiques
dans la couche cornée de la peau humaine. lls ont pour cela déposé des solutions de zinc
de concentration différente sur la peau de volontaires sains et ont analysé la couche cor-
née apres l'avoir décollée grace a une méthode de type scotch-test. lls ont ainsi pu
déterminer la concentration de zinc en fonction de sa profondeur dans la couche cornée,
témoignant de son absorption. L'analyse a été effectuée par un spot laser analysant une
surface de 100x125 micromeétres puis la cible était déplacée horizontalement entre 2 tirs.
L'analyse en profondeur s’est faite par scotch test successifs avec obtention de couches
de 2 a 3 micrometres d’épaisseur. La concentration par couche était obtenue en calculant

la moyenne de 100 tirs laser.

En 2015, la technique LIBS a été utilisée pour différencier des mélanomes et le derme
normal adjacent chez la souris, aprés prélevement et conditionnement séparé de ces 2
zones (34). Il a ainsi été mis en évidence que les concentrations de magnésium et de cal-
cium étaient plus élevées dans les mélanomes que dans le derme sain correspondant.
L'hypothése étiologique a ces constatations était la prolifération rapide des mélanocytes,
contenant comme toute cellule des organites stockeurs de calcium (réticulum endoplas-
mique et appareil de Golgi notamment). Concernant le magnésium, son réle dans la
biosynthése des protéines et dans la prolifération cellulaire, ainsi que son réle de cofacteur

d'enzymes était souligné.

Ces différentes études apportent de nouvelles informations sur la présence des éléments
chimiques en pathologie cutanée, mais ne permettent pas de les localiser précisément.
Ceci est une limite dans la compréhension des processus physiopathologiques sous-

jacents.

1.5 TecHNIQUE LIBS : OUTIL DE CARTOGRAPHIE MULTI-ELEMENTAIRE

La technique d'imagerie élémentaire de spectrométrie sur plasma induit par laser est utili-
sée dans de nombreux domaines (35) comme l'archéologie, I'étude de la contamination de
'eau (36), I'exploration d’échantillons microbiologiques notamment bactériens (37) et I'ex-
ploration spatiale (38). Cette technique est actuellement utilisée par le robot Curiosity sur

la planéte Mars afin d’analyser la composition élémentaire des roches.
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Dans le domaine médical, cette technique est peu développée mais il existe un intérét

croissant pour I'étude de la distribution des éléments dans les tissus biologiques.

Depuis 2012, il a été montré qu’une cartographie élémentaire quantitative des tissus biolo-
giques était possible, en associant la microscopie optique et la spectrométrie sur plasma
induit par laser (39—41).

Il s'agit d'une nouvelle méthode d’'imagerie élémentaire permettant la détection simultanée
des différents éléments contenus dans un tissu biologique. Cette méthode repose sur I'ap-
proche de spectroscopie sur plasma induit par laser décrite précédemment. Contrairement
aux méthodes classiques d’analyse élémentaire telles que la spectrométrie de fluores-
cence synchrotron (micro-XRF) ou le LA-ICP-MS, cette méthode est rapide et simple a
mettre en ceuvre. Elle fonctionne de plus a température ambiante et a pression atmosphé-
riques en étant compatible avec la microscopie optique « classique ». Le principe de
l'instrumentation repose d’ailleurs sur un montage de type microscope. Elle permet d'ima-
ger des échantillons de tailles trés différentes (<mm? a plusieurs dizaines de cm?) et offre
ainsi une grande diversité d’études de I'échelle cellulaire a I'organe de petit animal. Ces
différents avantages, couplés aux résolutions (~10 um) et aux sensibilités (~ppm) acces-
sibles actuellement en font une méthodologie unique au potentiel trés fort pour les

applications biomédicales.

En 2014, 'imagerie multi-élémentaire a été réussie sur tissu biologique. Ainsi, la bio-distri-

bution des éléments chimiques dans un rein de souris (Figure 3) a pu étre étudiée (42).

Sancey et al. (42) ont également appliqué la méthode LIBS avec une résolution de 10um
pour analyser la clairance rénale de nanoparticules dans les reins de souris (image 2).
Ainsi, la distribution de gadolinium (couplé a des nanoparticules) a pu étre étudiée en
fonction du temps. La composition quantitative en Na et Gd a pu étre cartographiée selon
un rendu d'images avec une résolution de 40um (Figure 4a). La stratégie de quantification

a été validée par des analyses combinées en ICP (Figure 4b).

Avec cette méme équipe, Busser et al. ont pu mettre en évidence dans un échantillon en
paraffine au sein d’un granulome a corps étranger une haute concentration en aluminium,
accumulé aprés une vaccination comportant de I'aluminium comme adjuvant, avec une

corrélation anatomopathologie-LIBS (Figure 5).
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Une haute résolution spatiale (10 micromeétres) a pu étre mise en ceuvre, en air ambiant,
permettant de rendre une cartographie a une échelle proche de lhistologie (42) puis-
gu’une cellule humaine mesure une dizaine de microns. Il faut noter que la résolution est
meilleure aprés inclusion en époxy qu’en paraffine en raison de la taille plus étroite du cra-

tére créé par le faisceau laser.

Comme vu précédemment, analyser la composition chimique des tissus biologiques
nécessitait jusqu’alors un équipement de haute complexité, ce qui limitait le champ des
recherches, mais le développement de cette technique innovante a permis d’obtenir des

résultats probants.

Fig.3 : résultats obtenus en LIBS : cartographie multi-élémentaire d'un rein de souris 4h apres l'injection in-
traveineuse de nanoparticules a base de gadolinium (Gd), Supplementary data (42).
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Fig.4 : étude de la clairance rénale de nano-particules au sein de reins de souris : composition quantitative
en Na et Gd apres analyse en LIBS en fonction du temps (42).
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Fig.5 : granulome a corps étranger sous-cutané (inclus en paraffine) aprés coloration HES (en haut) et
apres analyse en LIBS (en bas). Les distributions du sodium (élément représentatif du tissu) et de I'alumi-
nium (principal élément du corps étranger) sont visibles a une résolution de 40 um dans cet exemple. (En
cours de publication, Busser et al.)
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1.6 INTERET DE L'ETUDE DES ELEMENTS DANS LES CANCERS CUTANES

A ce jour, la composition élémentaire précise des cancers cutanés n'est pas connue.

La fréquence et la morbi-mortalité des tumeurs en cancérologie cutanée nous incitent a
vouloir une meilleure caractérisation de ces cancers. Il s’agit en effet d’'un probléme de

santé publique.

L'incidence du mélanome est en perpétuelle augmentation (43). Plus de 132000 nouveaux
cas de mélanomes sont diagnostiqués chaque année dans le monde. Environ 48000 per-
sonnes meurent chaque année d’un mélanome a un stade avancé (44,45). Plus de 1500
décés ont été attribués au mélanome en 2012 en France (46). Nous sommes dans l'at-
tente d'une réévaluation des courbes de survie compte-tenu des avancées thérapeutiques
récentes. Le pronostic de ce cancer est sombre au stade métastatique, avec une survie a
5 ans estimée a 15.2% en cas de métastases a distance, aux Etats-Unis en 2012 (47,48)
et il existe encore un manque de connaissance sur les processus initiateurs de la cancéro-

genese et de la dissémination métastatique.

Les tumeurs cutanées épithéliales, carcinome basocellulaire et carcinome épidermoide,
sont les cancers les plus fréquents a I'dge adulte (49). La prévalence et I'incidence de ces
carcinomes augmentent du fait du vieillissement de la population et des habitudes d’expo-
sition solaire. L'incidence des carcinomes basocellulaires est estimée a plus de 150 cas
pour 100 000 habitants par an en France (50). Cette tumeur a un potentiel évolutif local et
loco-régional, ce qui rend difficile sa prise en charge lorsqu'elle est tardive. Le carcinome
épidermoide est également fréquent et son incidence annuelle en France est estimée a
30/100 000 dans la population générale (50). Cette tumeur a un potentiel métastatique

non négligeable.

Le carcinome de Merkel est un carcinome neuroendocrine rare probablement développé a
partir des cellules de Merkel, qui jouent le role de récepteurs tactiles intra-épidermiques.
C’est un cancer a croissance rapide et a fort potentiel métastatique, associé a un pronostic
sombre & court terme (51). Aux Etats-Unis, le risque de récidive locale est estimé entre 25
et 33%. Le risque métastatique a distance est évalué a 33%. Il n'existe pas de chiffre d'in-

cidence dans la population francaise.
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Les méthodes d'analyse de ces tumeurs cutanées malignes reposent sur I'histologie, I'im-
munohistochimie et la biologie moléculaire essentiellement. Il n'existe pas de méthodes
standardisées et automatisées permettant une classification des tumeurs cutanées

malignes selon leur type et leur stade, qui pourraient étre une aide pour le pathologiste.

Des précisions sont apportées en Annexe 1 concernant les étapes effectuées au labora-
toire d’anatomopathologie entre la réception du prélévement et son observation au
microscope. L’histologie de la peau normale est détaillée en Annexe 2. Des précisions
sont également apportées en annexe concernant le diagnostic histologique du mélanome
(Annexe 3), du carcinome de Merkel (Annexe 4), du carcinome épidermoide et du carci-

nome basocellulaire (Annexe 5).

Les thérapeutiques des différents cancers, basées sur les voies de signalisation, sont au
cceur de la recherche avec des progres remarquables notamment dans les domaines du
mélanome et du carcinome basocellulaire sur les dernieres années : inhibiteurs de BRAF
(52), inhibiteurs de MEK (53), anti-PD1 (54) et anti-CTLA4 (55,56) dans le traitement du

mélanome, inhibiteurs de la voie Hedgehog pour le carcinome basocellulaire (57,58).

Les progrés en termes de traitement du mélanome reposent principalement sur une
meilleure compréhension des processus physiopathologiques a l'origine de la tumorige-
nése. Ces processus correspondent a des mutations somatiques, pouvant intéresser

diverses voies (Annexe 6) :

e Mutations de la voie des MAPK uniques et exclusives : B-RAF (40-60%), N-RAS
(20%)

e Anomalies sur les voies associées : amplification d’AKT, perte de PTEN, mutations
de CDKN2A (p16).

¢ Mutations des génes codants pour les protéines GNAQ et GNA11 (80% de cas de
mutation de 'une ou l'autre dans les mélanomes de l'uvée).

e Mutations activatrices ou amplification de c-KIT (mélanome acro-lentigineux et des

muqueuses (20%) et mélanomes en peau avec dommages actiniques séveres).

Ces anomalies constituent des cibles thérapeutiques avec de nouvelles molécules vali-

dées et utilisées en clinique ou en développement.
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1.7 OBJECTIF DE L’ETUDE

De nos jours, de nhombreuses inconnues persistent quant aux différents profils tumoraux,
notamment dans le domaine de la cancérologie cutanée. La récidive locale des tumeurs
malgré leur exérése compléte et élargie, I'atteinte ganglionnaire secondaire malgré un
ganglion sentinelle négatif, les profils d’agressivité variables pour un méme profil mutation-

nel, sont des phénoménes mal expliqués.

Ce travail de thése s'inscrit dans un projet global, le projet « Laser Ablation Spectroscopy
for Tumor characterization » (LAST), développé dans le cadre du plan cancer 2014-2019
par une équipe de recherche INSERM et coordonnée par Dr Lucie Sancey (59). Le projet
LAST a pour objectif d'identifier des éléments d’'intérét et/ou une empreinte multi-élémen-
taire spécifique pour un type de cancer cutané et/ou son stade (signature biochimique) sur

une large série de patients.

Tout comme I'expression des genes ou des protéines, les éléments chimiques sont sus-
ceptibles de varier tant en localisation qu’en quantité en fonction de la topographie et du
stade de développement d’une tumeur. L'analyse de la distribution des éléments chi-
miques dans les échantillons biologiques, notamment leur potentielle hétérogénéité,
pourrait permettre d'acquérir une meilleure compréhension des processus physiologiques

et pathologiques.

La découverte d'une signature biochimique d'un type de cancer ou du stade d'un cancer
pourrait apporter des informations sur le mécanisme qui améne a la cancérogenése mais
également suggérer un processus précédant la division cellulaire et apporter des informa-
tions supplémentaires, par exemple sur les marges d'exérése nécessaires afin d'éviter la
récidive tumorale. De plus, la mise en évidence d'une empreinte élémentaire spécifique
pourrait-étre intéressante afin d'aider le pathologiste pour une confirmation diagnostique

voire pour proposer un élément pronostique en fonction du stade.

L'objectif de cette étude était d'identifier la composition chimique des structures
normales de la peau puis celle de différentes tumeurs cutanées grace a la technique
LIBS (Laser-Induced Breakdown Spectroscopy) et de la comparer a I'histologie

standard.
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2 MATERIELS ET METHODES

2.1 POPULATION ET PERIODE

Cette étude monocentrique rétrospective a été réalisée au Centre Hospitalier Universitaire

de Grenoble.

Les tumeurs d’intérét ont été sélectionnées rétrospectivement sur des dossiers de patients
dont la tumeur d’intérét a été diagnostiquée avant 2016, soit a partir des fiches de consen-
tement, soit a partir des codes spécifiques de cotation des diagnostics au sein du logiciel

de gestion utilisé dans le service d'anatomopathologie.

Le recrutement portait sur des patients dont le consentement éclairé, validé par le comité

de protection des personnes, avait été obtenu.
Les critéres de sélection étaient les suivants :

e Consentement éclairé signé, obtenu lors d'une hospitalisation de jour de dermatolo-
gie, d'une consultation de dermatologie, ou d'un acte de chirurgie réalisé en derma-
tologie, en chirurgie maxillo-faciale ou en chirurgie plastique.

o Patient ayant été pris en charge en dermatologie, chirurgie plastique ou chirurgie
maxillo-faciale au CHU de Grenoble, dont le dossier médical est disponible directe-
ment ou aprés désarchivage.

e Prise en charge chirurgicale correspondant a une exérése.

e Tumeur cutanée de diagnostic certain, typique sur le plan histologique, dont le
compte rendu histologique est finalisé.

o Matériel suffisant disponible, ne compromettant pas les études qui pourraient étre

nécessaires a la prise en charge diagnostique ou thérapeutique ultérieure.
Les critéres d'exclusion étaient :

e Absence de consentement

o Exérése incompléte ou biopsie cutanée.

La cohorte constituée avait pour but de mettre a disposition de notre étude et du projet

LAST une base de données clinique et histologique exhaustive.

29



MATERIELS ET METHODES

2.2 METHODE DE RECUPERATION DES DONNEES CLINIQUES

Toutes les données ont été recueillies a partir des dossiers médicaux en support papier et

informatique des patients et a partir des différents comptes rendus histologiques.

Les données récupérées pour chaque patient étaient a la fois cliniques et histologiques :

30

Date de naissance / Date de déceés (si concerné)

Derniéres nouvelles (vivant ou décéedé)

Date de signature du consentement

Sexe

Profession

Région de résidence

Phototype

Exposition solaire naturelle / aux UV artificiels a but esthétique / a but thérapeutique
Tabac / Alcool

Date de diagnostic du primitif (si concerné)

Age au moment du prélévement

Topographie de la biopsie

Diagnostic histologique (type histologique, Breslow, Clark, engainements périner-
veux, emboles vasculaires, etc...)

Ganglion sentinelle

Stade TNM au moment du prélévement

Statut mutationnel du mélanome BRAF / NRAS / CKIT

Statut mutationnel génétique (CDKN2A, CDK4, variant MC1R, autre...)
Traitements regus dans le cadre de la tumeur

Immunodépression / Comorbidités / Syndrome parkinsonnien associé
Antécédent personnel de cancer cutané antérieur au diagnostic actuel
Antécédent familial de mélanome

Antécédent personnel ou familial d’autre cancer (Sein-Rein-Thyroide)



MATERIELS ET METHODES

2.3 SELECTION DU MATERIEL NECESSAIRE A L’ETUDE

La sélection des lames histologiques a été faite au sein du service d’Anatomopathologie et

les blocs ont été recoupés afin d’obtenir une lame HES correspondante.

Du tissu sain a été recensé sur des échantillons d’exérése élargie de tumeurs pour
lesquelles le diagnostic de tissu sain a été posé histologiquement et également sur du

revétement cutané issu de réduction mammaire a but esthétique.

Les blocs ont rapidement été emballés pour éviter toute contamination externe. Du para-
film, un film plastique utilisé en laboratoire, a été utilisé pour permettre un transport

hermétique des blocs.

Un échantillon provenant d'un méme patient en peau saine a été emballé dans du papier

aluminium afin de tester différents milieux potentiellement non contaminant.

L'encre utilisée quotidiennement par les pathologistes a également été recueillie, ainsi que

le matériel utilisé en chirurgie.

Chaque bloc de paraffine a été sélectionné aprés analyse des lames afin d'obtenir un

échantillon représentatif de la Iésion a observer.

2.4 DISPOSITIF EXPERIMENTAL ET D’ACQUISITION DE DONNEES LIBS

La configuration instrumentale repose sur un microscope optique qui combine une ligne
laser d'injection (LIBS), un dispositif optique d'imagerie standard, et une plate-forme moto-
risée sur 3 axes pour le positionnement de I'échantillon (Figure 6). La technique LIBS
utilise un laser nanoseconde impulsionnel Nd:YAG de longueur d’'onde 1064 nm, verticale-
ment focalisé sur I'échantillon par un objectif de grossissement x15 ayant une ouverture
numérique de 0,32. La durée d'impulsion est de 5 ns et la fréquence de répétition de 10
Hertz. Les mesures ont été effectuées a température ambiante avec un flux de gaz Argon
soufflant vers le plasma (débit 1,5/min). Pendant le balayage de I'échantillon, un systéme
d'autofocus reposant sur l'utilisation de pointeur laser a été utilisé pour compenser les
éventuelles anomalies de planéité et contrbler avec précision la distance de focalisation (la
distance objectif-eéchantillon). Un obturateur de faisceau est utilisé pour contréler I'arrivée

des impulsions laser sur I'échantillon de sorte qu'un seul plasma soit créé a chaque posi-
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tion. La lumiére émise par le plasma a été recueillie par des systémes de collection munie
d'une lentille de quartz et permettant de collecter et concentrer la lumiére sur I'entrée d'une
fibre optique reliée a un spectrométre. Deux spectrométres de type Czerny-Turner ont été
utilisés simultanément pour chaque analyse. Ces deux spectrométres étaient équipés de
caméra ICCD synchronisée avec les impulsions laser. L'acquisition des spectres a été réa-
lisée avec un retard de 300 ns et une fenétre de 3 us. Le premier spectromeétre (Shamrock
303, Andor) couvrait la gamme entre 195 et 240 nm (raies d’émission du Zn, P), le
deuxieme la gamme comprise entre 280 et 350 nm (Mg, Si, Al, Fe, Cu, Ca, Na). La résolu-
tion spectrale des 2 spectrométres était de l'ordre de 0,15 nm. L'énergie du laser est
stabilisée pendant toute I'expérience en utilisant une boucle d'asservissement ce qui per-
met d'améliorer la stabilité de I'énergie pour réaliser des expériences sur de longues
périodes. Un logiciel contrélant I'ensemble du systéme a été utilisé, autorisant I'exécution
de séquences automatisées pour balayer la région d'intérét de I'échantillon de tissu avec
une résolution latérale spécifique. Enfin, un logiciel permettait de restituer une image LIBS
comparable et quasi-superposable a I'histologie afin d’en permettre I'analyse et la compa-

raison.

1. Epoxy Gd
Laser 2. Cortex
1084 nm 3. Medulla . CN i

Ar,
-

Spectrometer

T T T T T T T
315 320 325 330 335 340 345
Wavelength (nm)

Sample

500 pm

—

Fig.6 : protocole général de Iimagerie LIBS : (a) principe de l'imagerie élémentaire par LIBS, (b) exemple de
spectres mono-tirs dans 3 régions différentes du rein avec les émissions spécifiques du Gd, Na, Cu, et Ca,
(c) exemple d’images d’abondance relative obtenues pour le Gd et le Na, (d) exemple d’images élémen-
taires haute définition d’une portion de rein de souris (résolution 10 um), (e) photo d’un plasma induit par la-
ser durant I'expérience, (f) photo du systeme instrumental Bio-LIBS.

Le choix des éléments chimiques d’'intérét s'est fait au regard des données bibliogra-
phiques énumérées précédemment (Cu, Ca, Zn, Fe, Mg, Na, P) et en fonction de leur

détectabilité en procédure LIBS sur la gamme spectrale du spectromeétre choisi.
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2.5 METHODE D’EDITION DES IMAGES LIBS

Les blocs inclus en paraffine ciblés pour notre étude ont été analysés en LIBS, en les pla-
cant au centre du dispositif précédemment décrit, en air ambiant. Ensuite, a partir des
fichiers textes issus de l'analyse par le spectrométre, les images de cartographie de

chaque élément chimique en LIBS ont été éditées.

Le logiciel FIJI (IMAGE J) a été utilisé et la procédure a été la suivante pour chaque élé -
ment chimique de chaque bloc analysé : importation du fichier texte, rotation adaptée de
'image dans un but de comparaison a I'histologie, application de la couleur choisie (Rain-
bow). Le contraste a été ajusté, en veillant a ne pas trop saturer I'image et a garder une
homogénéité pour tous les éléments chimiques. Puis, limage a été modifiée en 8-bit.

Ensuite chaque fichier a été enregistré en format TIFF.

2.6 METHODE D’EDITION DES IMAGES HISTOLOGIQUES

Les lames obtenues ont été numérisées de fagon anonyme par la société Histalim pour
permettre ensuite une exploitation optimale des images lors de I'analyse, avec utilisation
du logiciel NDP.view2. Ensuite, chaque image a été téléchargée a partir de la plateforme

Histalim.

Pour étre exploitable, chaque image histologique a di étre enregistrée a partir du logiciel
NDP.view2. Cet enregistrement a été fait en format original, en TIFF. Un second enregis-
trement, également en format TIFF, a été réalisé avec marquage des zones d’intérét afin
de faciliter la comparaison ultérieure (zone tumorale, zone inflammatoire, zone pigmentée,

zone hémorragique...).

2.7 METHODE DE COMPARAISON DES IMAGES LIBS vERSUS HISTOLOGIE

Une superposition de I'image LIBS sur I'image histologique annotée a été faite grace a un
logiciel d’édition de présentation. La rotation et la modification d’échelle ont permis de
superposer les images. La modification de transparence a permis de comparer la pré-
sence plus ou moins intense de I'élément chimique identifié en LIBS en fonction des zones
histologiques visualisées. Un tableau a été rempli, décrivant les zones normales et patho-

logiques observées en peau saine et tumorale.
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2.8 DEFINITION DES TERMES UTILISES

Il est nécessaire de définir précisément les termes utilisés par la suite dans I'étude :

34

Peau saine : patient sain, pas de tumeur au sein du bloc analysé

Peau normale : structures histologiquement normales sur un bloc sain ou tumoral
Systématisation : correspondance entre structures histologiques et images LIBS
Mib1 = Ki67 : marqueur de prolifération cellulaire

Les couleurs observées sur les images LIBS correspondent a l'intensité de I'élé-

ment représente, reflet de sa concentration dans le tissu :

Minimum Maximum
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3 RESULTATS

3.1 POPULATION DE L’ETUDE

35 patients ont été sélectionnés afin d'obtenir une cohorte de pathologies cutanées tumo-

rales bénignes et malignes ainsi que de la peau saine pour le projet LAST.

Pour chaque patient, une ou plusieurs tumeurs cutanées ont été sélectionnées, ainsi que

des échantillons de peau saine, permettant d'obtenir 88 blocs analysables (Annexe 7).

Les blocs sélectionnés ont été coupés au microtome puis emballés dans du parafilm (hor-

mis un bloc qui a été emballé dans du papier aluminium).

Les 88 lames obtenues ont été numérisées de fagon anonyme puis les images ont étés

enregistrées selon la procédure décrite préecédemment.

14 blocs (tableau 1) ont été analysés dans notre étude.

Pathologie Sous-type Nombre (Total : N = 14)
Peau saine Non encrée 3
- Emballage Para-film 2
- Emballage Aluminium 1
Mélanome Primitif nodulaire 2 ( BRAF mutés)
Métastase sous-cutanée 3 (2 BRAF sauvages/1 BRAF muté)
Navus Composé 1
Carcinome Nodulaire 2
basocellulaire
Carcinome Infiltrant 1
épidermoide
Tumeur de Merkel Primitive 2

Tableau 1 : échantillons analysés.

Au total, 105 images de cartographies LIBS mono-élémentaires ont été éditées puis com-

parées a l'image histologique préalablement annotée.

Les données socio-démographiques et clinico-histologiques des patients, pour les 14
blocs analysés dans notre étude, sont détaillées dans les tableaux 2 et 3 (des précisions

concernant ces tableaux sont apportées en page 38).
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Patient 1 5 6
Sexe (H/F) H F
Age 77 28 28 64 46 46 76
DN V (77) V (28) V (28) V (66) D (47) V (49) D (77)
Phototype 1] / / i [ 11 1]
Exposition Modérée / / Modérée Intense Intense Faible
solaire
UV artificiels Non / / Non Non Non Non
Tabac Sevré Non Non / Non / oui
Alcool / 0 0 / / / /
Profession | Ebéniste Sans Sans Enseignant | Sans emploi Affréteur Aide-
emploi emploi soignant
Echantillon Peau Peau Peau Mélanome Mélanome Métastase Métastase
saine saine saine de de
mélanome mélanome
Histologie Peau Peau Peau Nodulaire, Nodulaire, Sous- Sous-
normale | normale | normale B :16mm, B : 8mm, cutanée, cutanée,
ulcéré, ulcéré, nodulaire, nodulaire,
sans sans nombreuses nom-
régression, | régression, mitoses breuses
nom- emboles mitoses
breuses vasculaires,
mitoses nombreuses
mitoses
Localisation | Para-lom- Sein Sein Vertex Epaule Pectoral Cuisse
baire droit gauche gauche droite
TNM / / / T4bNOMO T4bNOMO T2aN2cMO0 | T4AbN2bM1
stade IIC stade IIC stade 11IB stade IV
Traitements | Protocole 0 0 0 0 0 Déticéne,
antérieurs Derma Témodal,
Fotémus-
tine
Statut muta- / / / BRAF+ BRAF+ BRAF- BRAF-
tionnel NRAS- NRAS- NRAS+ NRAS-
Cancer per- | Cancer du / / Non Cancer du Non Non
sonnel ou fa-| seinau sein au
milial (sein- | 1er degré 2" degré
rein-thy-
roide)
Immuno- Non Non Non Non Greffe Non Non
suppression/ pulmonaire
Greffe
Comorbidi- 0 Epilepsie | Epilepsie 0 Mucoviscidose NF1 DNID
tés DID
Tableau 2 : données clinico-histologiques et socio-démographiques des patients 1 a 7.
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Patient 10 1" 12 13 14
Sexe (H/F) H H H F F
Age 82 64 65 72 67 62 29
DN V (85) D (65) V (66) V (75) V (68) V (64) V (30)
Phototype 1 I 1 / / I /
Exposition Intense Intense Intense Intense / Intense Intense
solaire
UV artifi- Non / PUVA / / / /
ciels > 200 s.
Tabac Non / Sevré / Sevré / Oui
Alcool / / Non / Chronique / /
Profession | Agriculteur Retraité Directeur | Consultant | Retraité/ | Assistant /
/enseignant société militaire mécani- | direction
cien
Echantillon | Métastase | Tumeur de | Tumeur de | Carcinome Carci- Carci- Neevus
de Merkel Merkel épidemoide| nome nome naevo-
mélanome baso- baso- cellulaire
cellulaire | cellulaire
Histologie Intra- Nodulaire, Lobulée Ulcéré, Nodulaire, | Nodulaire, | Tubéreux,
musculaire, ulcéré, (amas de infiltrant infiltrant le | infiltrant composé
nodulaire, emboles cellules le derme, derme, le derme a prédomi-
nombreuses | vasculaires, | tumorales), | bien diffé- | élastose nance
mitoses nom- dermique | rencié, mi- dermique,
breuses toses nom- une mitose
mitoses breuses
Localisation | Cuisse droite Sus- Coude droit Sus- Frontal | Temporal Sous-
claviculaire claviculaire | gauche gauche mammaire
gauche gauche gauche
TNM TxN3M1: | TIN1bMO : | T1NOMO : NOMO / / /
stade IV stade lIB stade IA
Traitements 0 0 0 0 0 0 0
antérieurs
Statut muta- BRAF+ / / / / BRAF- /
tionnel NRAS- NRAS+
Cancer per- Non Non Non Non / / Non
sonnel ou
familial
Immuno- Non Greffe Ustekinu- Greffe Non Non Non
suppres- hépato- mab rénale
sion/Greffe rénale
Comorbidi- Psoriasis Polykys- Psoriasis Polykys- DNID 0 0
tés tose hépa- tose rénale | Exposition
to-rénale amiante

Tableau 3 : données clinico-histologiques et socio-démographiques des patients 8 a 14.
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Les données suivantes sont applicables aux tableaux 2 et 3 :

38

Aucun patient ayant un mélanome n'avait eu une analyse génétique

Aucun patient ayant un meélanome n'avait un syndrome parkinsonnien connu
Aucun patient ayant un mélanome n'avait un antécédent familial de mélanome
Tous les patients vivaient dans I'lsére

Traitements antérieurs : traitements en lien avec la tumeur étudiée

Statut mutationnel : ne concerne que les patients ayant un mélanome

Age : au moment du prélevement de I'échantillon analysé

B : Breslow

D : décédé (age de déces). Les déces étaient tous liés a la tumeur étudiée.
DID/DNID : diabéte insulino-dépendant / non insulino-dépendant

DN : derniéres nouvelles

F : femme

GS : ganglion sentinelle

H : homme

NF1 : neurofiboromatose de type 1

PUVA : photothérapie par rayonnement ultra-violet A aprés la prise d'un médica-
ment photosensibilisant (S : séances)

V : vivant (dge au moment des derniéres nouvelles)

/ : donnée non disponible ou patient non concerné
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Description des cartographies
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3.2 DESCRIPTION DES CARTOGRAPHIES
3.2.1 Patient 1 : peau saine (Figure 7)

HES : épiderme et derme histologiquement normaux. Pas d’hypoderme visible. Pas de fol-

licules pileux visibles sur ce prélevement.
Epiderme: calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc.

Derme :
e Stroma:
o Calcium et zinc : présents et faibles.

o Sodium : présent hétérogene : plus intense en périphérie surtout a droite sans

support histologique.
o Phosphore : présent hétérogéne : intense dans la zone nodulaire gauche et plus
faible en périphérie du cété droit.
o Magnésium : présent hétérogéne : absent dans la zone nodulaire gauche, plus
intense en périphérie surtout a droite sans support histologique.
e Vaisseaux : non différenciables du stroma dermique.
e Zones hémorragiques :
o Zinc présent et intense.

o Les autres éléments sont absents.
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Fig.7 : patient 1 : peau saine non encrée représentée en HES en haut a gauche, les autres images repré-
sentent les différents éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.
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3.2.2 Patient 2 : peau saine (Figure 8)

HES : épiderme, derme et hypoderme histologiquement normaux. Pas de follicules pileux

visibles sur ce prélévement.

z

Epiderme : non visible sur les images LIBS (hors zone d’analyse).

Derme :

Stroma :
o Calcium et zinc : présents, diffus et faibles.
o Cuivre : intensité focale de la portion inférieure du derme a droite.

o Sodium : présent et diffus. Plus intense en profondeur a proximité de I’hypo-
derme.

o Phosphore et magnésium : présents et diffus.
Vaisseaux : non différenciables du stroma dermique.

Zones hémorragiques : sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer.

Hypoderme : présence de zinc et de cuivre de fagon Iégére et diffuse.

42

Septums :
o Calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.
o Cuivre : au niveau d'un septum hypodermique.

Vaisseaux : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.
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Fig.8 : patient 2 : peau saine non encrée représentée en HES en haut a gauche, les autres images repré-
sentent les différents éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.
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3.2.3 Patient 3 : peau saine (Figure 9)

HES : épiderme, derme et hypoderme histologiquement normaux.

z

Epiderme : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Derme :

e Stroma:
o Calcium : présent, diffus et faible.
o Sodium, magnésium, zinc : présents.
o Phosphore : présent, prédominant dans la moitié inférieure.

e Follicule pileux : discrete supériorité d’intensité des éléments calcium, sodium,
phosphore, magnésium et zinc.

e Vaisseaux : non différenciables du stroma dermique.

Hypoderme :

e Septums : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.
e \Vaisseaux :
o Calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc : paroi et contenu.

o Fer: contenu.
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Fig.9 : patient 3 : peau saine non encrée représentée en HES en haut a gauche, les autres images repré-
sentent les différents éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.
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3.2.4 Patient 4 : mélanome nodulaire (figure 10)

HES : mélanome nodulaire, muté BRAF, Breslow 16 mm : nodule ulcéré en surface, com-
posé de cellules mélanocytaires parfois pigmentées. Ailleurs, derme et hypoderme

histologiquement normaux, avec de nombreuses sections de tiges pilaires.
Encre verte : calcium, cuivre, sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer.

Epiderme : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Derme : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc. (Phosphore, sodium et magné-

sium sont plus intenses dans le derme péri-tumoral).

Follicules pileux : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Stroma inter-folliculaire : a droite, sodium et phosphore plus intense.

Zones hémorragiques : fer.

Vaisseaux et septums hypodermiques : calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc.

Tumeur :

e Calcium : diffus, plus intense dans les zones les plus pigmentées. Plus intense en
bande étroite au bord inférieur droit de la tumeur.

e Cuivre : absent.

e Sodium : diffus, hormis une zone tumorale au péle inférieur qui en est dépourvue,
sans aspect histologique différent. Les zones les plus pigmentées sont plus in-
tenses.

e Phosphore : diffus, avec des zones plus intenses sans différence histologique.

e Magnésium : gradient d'intensité : signal plus intense au cceur de la tumeur, dimi-
nuant d’intensité vers la périphérie. Les zones les plus pigmentées sont plus in-
tenses.

e Zinc : diffus. Les zones les plus pigmentées sont plus intenses.
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Fig.10 : patient 4 : mélanome nodulaire muté BRAF représenté en HES en haut a gauche, les autres images
représentent les différents éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.
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3.2.5 Patient 5 : mélanome nodulaire (figure 11).

HES : mélanome nodulaire, muté BRAF, Breslow 8 mm : nodule ulcéré en surface sans

zones pigmentées. Ailleurs, derme et hypoderme histologiquement normaux.
Encre bleue : calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer.

Epiderme : calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer.

Derme : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc. Une zone arrondie sous-tumo-

rale inférieure droite est plus intense en sodium, phosphore et magnésium.

Vaisseaux et septums hypodermiques : calcium, sodium, phosphore et magnésium.

Sodium et phosphore plus intenses au niveau des vaisseaux.

Tumeur :
e Calcium : présent. Plus intense sur les bords, faible au centre.
e Cuivre : absent.
e Sodium, phosphore, magnésium et zinc : présents. Plus marqués sur 2 zones no-
dulaires droite et gauche, sans aspect histologique différent.
e Zones nécrotiques : calcium, magnésium et zinc d'intensité équivalente au reste de

la tumeur. Phosphore plus intense. Sodium légérement moins intense.
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Fig.11 : patient 5 : mélanome nodulaire muté BRAF représenté en HES en haut a gauche, les autres images
représentent les différents éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.
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3.2.6 Patient 6 : métastase de mélanome (Figure 12)

HES : métastase de mélanome, BRAF sauvage, formant un nodule dermo-hypodermique.
Inflammation lymphocytaire intra et péri-tumorale. Derme sus-jacent fibro-cicatriciel (site

d'exérése élargie du mélanome primitif). Hypoderme histologiquement normal par ailleurs.

Encre bleue et verte mélées : calcium, cuivre, phosphore, magnésium, zinc et fer.

Epiderme : calcium, cuivre, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Derme : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.
e Derme inflammatoire et zones fibro-cicatricielles : cuivre intense dans certaines

Zones.

Septums et vaisseaux hypodermiques : calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc.

Tumeur :
e Cuivre et fer : absents.
e Phosphore, magnésium, zinc (et de fagcon moins nette le calcium et le sodium) :

o Superposables avec deux zones nodulaires intenses au pdle inférieur de la tu-
meur et une zone au pble supérieur de la tumeur (ces zones sont inflamma-
toires, centrées par des cellules tumorales). D’autres zones inflammatoires sont
dépourvues d’éléments.

o Zone linéaire oblique a gauche sans aspect histologique différent.

e Calcium, sodium et zinc : présents en bande périphérique peu intense, en continui-
té avec I'inflammation péri-tumorale. Absents au centre de la tumeur.

e Phosphore et magnésium : présents sur quelques zones tumorales.

e Certaines zones intra-tumorales ne comportent aucun élément, sans aspect histolo-

gique différent.
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Fig.12 : patient 6 : métastase sous-cutanée de mélanome non mutée BRAF en HES en haut a gauche, les
autres images représentent les éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.
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3.2.7 Patient 7 : métastase de mélanome (Figure 13).

HES : métastase de mélanome, BRAF sauvage, formant un nodule dermo-hypodermique
(foyers pigmentés, remaniements nécrotiques et hémorragiques). Le derme sus-jacent est
d'aspect plus fibreux a gauche et inflammatoire de fagon diffuse. Inflammation lymphocy-

taire péri-tumorale. Hypoderme histologiquement normal.

Encre verte : calcium, cuivre, sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer.

z

Epiderme : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Derme :
e Stroma : calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc : présents, diffus, hétéro-
genes, sans différence histologique. Le sodium est plus intense a droite sans diffé-
rence histologique hormis une fibrose un peu moindre.

e Follicules pileux : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Vaisseaux et septums hypodermiques : calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc.

Inflammation péri-tumorale : présence de calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc

d’intensité identique a la tumeur.

Tumeur :
e Calcium, sodium : diffus. Intenses dans les zones hémorragiques et pigmentées.
e Cuivre : absent.

e Phosphore, zinc : diffus hétérogénes, non corrélés aux zones hémorragiques et pig-
mentées.

e Magnésium : présent, diffus et intense dans la tumeur. Moins intense dans les
zones hémorragiques. Pas de corrélation au pigment.

e Fer:dans les zones hémorragiques intra-tumorales.
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Fig.13 : patient 7 : métastase de mélanome non mutée BRAF en HES en haut a gauche, les autres images
représentent les éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.
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3.2.8 Patient 8 : métastase de mélanome (Figure 14).

HES : métastase de mélanome, mutée BRAF, intra-musculaire. Inflammation lymphocy-
taire péri-tumorale, intra-musculaire et intra-tumorale. Plages de nécrose intra-tumorale.

Plages hémorragiques intramusculaires. Pas d'encre visible.

Muscle :

e Calcium, sodium et zinc : diffus. Les zones intenses n'ont pas de support histolo-
gique spécifique. Zones peu intenses, proches ou a distance de la tumeur, sans as-
pect histologique différent.

e Cuivre : modéré, au niveau péri-tumoral en fine bande.

e Magnésium et phosphore : diffus, plus intenses en péri tumoral dans des zones
plus inflammatoires et a droite a distance sans aspect histologique différent.
D'autres zones sont moins intenses, proches et a distance de la tumeur.

e Fer : diffus et modéré (plages hémorragiques).

Vaisseaux : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Inflammation : (des zones inflammatoires ne sont pas intenses).
e Calcium, sodium et zinc : une zone intra-tumorale en bas a droite plus intense.
e Magnésium et phosphore : au niveau musculaire, dans certaines zones inflamma-

toires, notamment en péri-tumoral.

Zones hémorragiques : sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer.

Tumeur :
e Calcium, sodium et zinc : présents, diffus. Moindres que dans le muscle.
e Cuivre : diffus et faible (bruit de fond).
e Fer: absent.

e Phosphore et magnésium : diffus, faibles plus intenses a droite sans aspect histolo-

gique différent.
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Fig.14 : patient 8 : métastase de mélanome mutée BRAF représentée en HES en haut a gauche, les autres
images représentent les différents éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.
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3.2.9 Patient 9 : tumeur de Merkel (Figure 15)

HES : tumeur nodulaire dermique ulcérant I'épiderme, allant au contact de I'hypoderme.

Hypoderme histologiquement normal.
Encre bleue : calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer.

Epiderme : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Derme : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc (phosphore, magnésium et zinc

sont moins marqués en péri-tumoral droit).

Follicule pileux et inflammation adjacente (péri-tumorale gauche) : calcium, sodium, phos-

phore, magnésium et zinc.

Zone péri-tumorale droite : phosphore et zinc de moindre intensité.

Zones hémorragiques : fer.

Septums et vaisseaux hypodermiques : calcium, sodium, phosphore et zinc.

Tumeur :
e Calcium : diffus. Plus intense en superficie (inflammation lymphocytaire).
e Cuivre : absent.
e Magnésium et phosphore : gradient d'intensité : plus intense au centre de la tu-
meur, puis l'intensité diminue en périphérie.
e Sodium : diffus (un peu plus intense que le stroma dermique).

e Zinc : diffus.
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Fig.15 : patient 9 : tumeur de Merkel représentée en HES en haut a gauche, les autres images représentent
les différents éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.
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3.2.10 Patient 10 : tumeur de Merkel (figure 16).

HES : tumeur dermique composée d'amas de cellules tumorales au sein d'un stroma forte -
ment inflammatoire. Petite zone d'hypoderme histologiquement normal visible en

profondeur. La tumeur est visible sur les 2 coupes supérieures.

Encre bleue : calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer.

Epiderme : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Derme :
e Calcium, magnésium et zinc: présents, hétérogénes et faibles.
e Sodium et phosphore: diffus, hétérogénes. Intenses sur la coupe inférieure droite

sans support histologique spécifique.

Follicule pileux : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Zones hémorragiques : pas d'élément visible.

Septums et vaisseaux dermo-hypodermiques : calcium, sodium, phosphore et zinc.

Tumeur et inflammation : les 2 composantes ne sont pas différenciables.

e Calcium et zinc : présents, faibles.
e Cuivre : absent.

e Magnésium : présent.

e Sodium : présent et hétérogéne.

e Phosphore : présent et intense.
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Fig.16 : patient 10 : tumeur de Merkel représentée en HES en haut a gauche, les autres images repré-
sentent les différents éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.
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3.2.11 Patient 11 : carcinome épidermoide (Figure 17)

HES : carcinome épidermoide infiltrant bien différencié, bien limité, ulcéré. Inflammation

lymphocytaire péri-tumorale inférieure. La tumeur est présente sur la coupe supérieure.
Encre verte : calcium, cuivre, fer, sodium ; Encre noire : aucun élément identifié.

Epiderme : calcium, cuivre, sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer.

Squame-crolte en regard de l'ulcération : calcium, sodium, phosphore, magnésium et

zinc.

Derme :
e Calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc : moins marqués en péritumoral
droit que dans le reste du derme sain.
e Sodium, phosphore, magnésium et zinc : plus intenses sous la tumeur, non systé-

matisés en histologie.

Follicules pileux : calcium, sodium, phosphore, magnésium, et zinc : un follicule comblé de

fibrine et de polynucléaires intense a droite sur la coupe du milieu.

Zones hémorragiques : fer.

Vaisseaux et septums hypodermiques : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Tumeur :
e Calcium : présent dans la partie gauche. Absent dans la zone nodulaire droite.
e Cuivre et fer : absents.
e Sodium, phosphore, magnésium et zinc : présents dans la partie gauche. Faibles

dans la zone nodulaire droite.
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Figure 17 : patient 11 : carcinome épidermoide infiltrant représenté en HES en haut a gauche, les autres
images représentent les différents éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.
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3.2.12 Patient 12 : carcinome basocellulaire (Figure 18)

HES : carcinome basocellulaire nodulaire, pigmenté par endroits, présent sur les 2 coupes
supérieures, ou il est centré par un follicule pileux. Zones d’élastose (dommages acti-
niques) marquees dans le derme. Inflammation peu marquée. Trés peu d’hypoderme

(histologiquement normal).

Encre : bleue : calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer. Noire : calcium.

z

Epiderme : calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer.

Derme :
e Calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc.

e Elastose : aucun élément visible.

Follicules pileux : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.
e Follicules intra-tumoraux dilatés contenant de la kératine : calcium, magnésium et
zinc plus intenses. Absence de sodium et phosphore.

e Follicules extra-tumoraux : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Tumeur :
e Calcium : présent et hétérogéne (intensité moindre au pdle supérieur sur la coupe
supérieure et aux pbéles supérieurs et inférieurs sur la coupe du milieu).
e Cuivre : absent.
e Phosphore : intense et diffus.
e Magnésium : diffus et hétérogéne.
e Sodium : présent et intense, surtout dans la moitié inférieure.
e Zinc : diffus et hétérogéne.

e Zones pigmentées intra-tumorales : pas d’élément plus intense.
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Fig.18 : patient 12 : carcinome basocellulaire nodulaire représenté en HES en haut a gauche, les autres
images représentent les différents éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.
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3.2.13 Patient 13 : carcinome basocellulaire (Figure 19)

HES : carcinome basocellulaire nodulaire. Remaniements fibro-inflammatoires du derme.
Inflammation lymphocytaire péri-tumorale modérée. Pseudo-kystes d'origine folliculaire

s'ouvrant a la surface cutanée. Hypoderme histologiquement normal.

Encre bleue : calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer.

Epiderme : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Derme :
e Calcium : présent. Plus intense a droite.
e Sodium, magnésium, zinc : présents, diffus.

e Phosphore : présent. Plus intense sur les bords.

Follicules pileux : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc (ces éléments sont

aussi présents et intenses dans une zone partiellement dépourvue de prélevement sur la

lame HES, correspondant probablement a un follicule pileux dilaté).

Septums et vaisseaux hypodermiques : calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.

Tumeur :
e Calcium : présent et diffus. Plus intense du coté droit.
e Cuivre : absent.
e Magnésium, sodium et zinc : présent et diffus.
e Phosphore : diffus et intense.

e Cavité de désintégration : Aucun élément.
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Fig.19 : patient 13 : carcinome basocellulaire nodulaire représenté en HES en haut a gauche, les autres
images représentent les différents éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.

65




RESULTATS

3.2.14 Patient 14 : naevus naevocellulaire (Figure 20)

HES : naevus naevocellulaire composé a prédominance dermique, pigmenté par endroit,
visible sur les 4 coupes. Le derme est d’aspect normal. Trés peu d’hypoderme (histologi-

quement normal). Pas d’'inflammation.

Encre bleu : calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer.

Epiderme : calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer.

Derme: calcium (faible et hétérogéne), magnésium (coupe supérieure droite), sodium
(coupe supérieure droite et inférieure gauche), phosphore (4 coupes), zinc (faible et héte-

rogéne, surtout sur les coupes inférieures).

Tumeur :

e Calcium : coupe supérieure droite, hétérogéne et modéré. Plus intense dans les
zones pigmentées.

e Cuivre : absent.

e Sodium : sur une coupe. Plus intense dans les zones pigmentées.

e Phosphore et zinc : essentiellement sur une coupe. Plus intense dans les zones
pigmentées.

e Magnésium : hétérogéne et diffus sur une coupe. Plus intense dans les zones pig-

mentées.
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Fig.20 : patient 14 : neevus naevocellulaire composé représenté en HES en haut a gauche, les autres
images représentent les différents éléments chimiques (Ca, Cu, Na, P, Mg, Zn, Fe) cartographiés en LIBS.
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3.3 ANALYSES COMPLEMENTAIRES
3.3.1 Analyse du milieu d'inclusion

Le milieu d’inclusion était la paraffine. En analyse LIBS, celle-ci est composée de carbone
et d’hydrogéne (données non représentés). Aucun autre élément chimique n’y a été

détecté.

La paraffine est donc un matériel pur, n’apportant pas d’interférence dans I'analyse.

3.3.2 Test d’échantillons (emballage Para-film versus Aluminium)

Les figures 21 et 22 montrent que le papier aluminium ne contamine pas I'échantillon
contrairement au Para-film. En effet, on observe du silicium non systématisé en histologie
lorsque I'échantillon est emballé dans du Para-film, alors que I'on n’en retrouve pas dans

I'échantillon emballé dans du papier aluminium.

Le Para-film transfére de nombreux composés organiques (C, H, N, O) au tissu (données

non représentées) et laisse une couche de matiére sur la surface analysée.

Les échantillons de peau saine représentés en figure 7 sont issus de la méme patiente
ayant été opérée pour une réduction mammaire. Les 2 échantillons proviennent de la

méme région anatomique, la seule différence étant le conditionnement du prélévement.

Concernant le bloc emballé en papier aluminium, on observe la présence de cuivre au

niveau de la portion inférieure du derme a droite et d'un septum hypodermique.
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Fig.21 : comparaison de la présence de silicium dans des blocs de peau saine du méme patient emballés
soit dans du papier aluminium (a gauche) soit dans du Para-film (a droite).

Fig.22 : comparaison de la présence des éléments calcium, cuivre, sodium, phosphore, magnésium, zinc et
fer dans des blocs de peau saine du méme patient emballés soit dans du papier aluminium (image de
gauche) soit dans du Para-film (image de droite). (Correspond aux figures 8 et 9, pages 43 et 45).
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3.3.3 Détection de I’'aluminium

Signal diffus
Epiderme : non visible
Derme : intensité faible
Hypoderme : intense et hétéro-
géne
Emballage Aluminium

Signal diffus
piderme : non individualisable
Derme : intense
Hypoderme : intense

Vaisseau hypodermique :

Emballage Para-film intense

Intensité faible diffuse

Signal plus intense au niveau
de I’encre

Emballage Para-film
Signal diffus
Muscle : intensité péri-tumo-

rale, mais pas dans I'ensemble
du muscle

Tumeur : signal plus intense en
bas a droite, non systématisé

Emballage‘&Para-flIm

Signal diffus dans I'ensemble
du bloc

Signal plus intense sur la partie
droite du prélévement, non sys-
tématisé

Patient 10 Emballage Para-film

Figure 23 : comparaison entre 'HES et I'analyse LIBS, pour les préléevements au sein desquels I'élément
aluminium a été détecté.
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3.4 SYNTHESE
3.4.1 Peau normale et annexes
e Epiderme
Les éléments de base de I'épiderme sont le calcium, le sodium, le phosphore, le magné-

sium et le zinc. lls sont constamment retrouvés et sont les seuls identifiés sur les peaux

saines non encrées.
e Derme

Au niveau du stroma et des follicules pileux normaux, on retrouve le calcium, le sodium, le

phosphore, le magnésium et le zinc.

En raison des nombreux éléments chimiques présents dans le derme, il n’est pas possible
de distinguer la composition élémentaire propre des vaisseaux. De plus, leur petite taille

rend leur visualisation difficile en LIBS.
e Hypoderme

En peau saine, les septums et les vaisseaux hypodermiques sont composés de calcium,

de sodium, de phosphore, de magnésium et de zinc.

Le fer visible sur la peau saine du patient 3 (page 44) est présent dans le contenu et non

sur la paroi du vaisseau. |l correspond au fer présent dans 'hémoglobine.

Sur les peaux tumorales, les septums et vaisseaux hypodermiques normaux ont la méme
composition qu'en peau saine, sauf pour les carcinomes de Merkel dans lesquels le

magnésium est absent. (Patients 9 et 10, pages 56 et 58)

Concernant les 2 mélanomes, mutés BRAF, un seul (patient 4, page 46) présente du zinc
au niveau des vaisseaux hypodermiques. Concernant le patient 5 (page 48), les vaisseaux

sont difficilement analysables en raison de la qualité moindre de I'image obtenue en LIBS.
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e Encres

L'encre verte est composée de calcium, cuivre, phosphore, magnésium, zinc et fer sur 2

prélevements. Sur un autre prélevement il y a seulement du calcium, du cuivre et du fer.

L'encre bleue est composée de calcium, sodium, phosphore, magnésium, zinc et fer sur

tous les prélevements en comportant.

L'encre noire est composée de calcium sur un préléevement et aucun élément n'est identi-

fié sur l'autre.

De I'encre était souvent retrouvée sur I'épiderme. Ainsi, on y observait parfois du cuivre et

du fer en plus des éléments de base.

Du cuivre est retrouvé sur la peau saine du patient 2 (page 42) : il s’agit d’encres verte et
noire présentes au niveau de la portion inférieure du derme a droite et d'un septum hypo-
dermique. Ce prélévement n’ayant pas été encré, il s'agit probablement d'une

contamination.

3.4.2 Mélanomes
Les deux mélanomes étudiés sont composés de calcium, sodium, phosphore, magnésium

et zinc.

Chez le patient 4 (page 46), il existe un gradient de magnésium intra-tumoral, avec une
intensité nettement plus marquée au centre. Cet aspect n'est pas observé chez le patient
5 (page 48).

Les zones pigmentées intra-tumorales, composées de mélanine, sont plus intenses en

calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc.
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3.4.3 Métastases sous-cutanées de mélanome

Toutes les métastases de mélanome sont composées de calcium, sodium, phosphore,

magnésium et zinc (totalement ou en partie).

Un profil commun se dégage pour les tumeurs du patient 6 (page 50) et du patient 8 (page
54), qui sont respectivement BRAF sauvage et BRAF muté. Les éléments calcium,
sodium, phosphore, magnésium et zinc sont nettement moins intenses au sein de la
tumeur que dans le tissu adjacent. Ces mémes éléments sont au contraire intenses dans
les zones péri-tumorales, avec quelques zones de moindre intensité en continuité ou a
distance, sans aspect histologique différent. Nos résultats confortent et complétent les
données de l'article de Hare et al. (60) décrivant une présence atténuée du phosphore au
sein de métastases ganglionnaires de mélanomes. Cet article sera détaillé dans la partie

discussion.

Chez le patient 6 (page 50), on observe que le calcium, le sodium, le phosphore, le
magnésium et le zinc sont intenses dans certaines zones tumorales inflammatoires. Cet
aspect (non retrouvé dans les autres zones inflammatoires) évoque la possibilité de zones
d'invasion. Une analyse immunohistochimique par Ki67 puis une lame HES

complémentaire, suivies d'une nouvelle analyse LIBS seront réalisées ultérieurement.

Du cuivre d'intensité modérée est mis en évidence dans le tissu péri-tumoral de la méta-
stase du patient 8 (page 54), porteur de la mutation BRAF. Il faut étre prudent sur cette
donnée car il existe un bruit de fond important, mais I'analyse spectrale confirme qu'une
partie de cette image correspond bien a un signal effectif du cuivre (donnée non représen-
tée). La mise en évidence de cuivre autour d'une métastase de mélanome muté BRAF
corrobore I'hypothése de Brady et al (61), publiée dans la revue Nature, selon laquelle le
cuivre est nécessaire a la prolifération tumorale dans la voie de signalisation oncogéne

BRAF. Cette étude sera abordée plus en détails dans la partie discussion.

Chez le patient 6 (page 50), porteur d'une métastase sous-cutanée de meélanome non
mutée BRAF, on note la présence de 2 zones nodulaires intenses en cuivre de localisation
dermique superficielle. Dans certaines de ces zones, il y a quelques points d’encre et du

pigment formolique, sans systématisation nette, ne permettant pas de les corréler.
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3.4.4 Tumeurs de Merkel

Les 2 tumeurs de Merkel sont composées de calcium, sodium, phosphore, magnésium et

zinc.

Le phosphore est intense au niveau intra-tumoral dans les 2 carcinomes de Merkel.

Chez le patient 9 (page 56), il existe un gradient d'intensité du magnésium intra-tumoral,

avec une plus forte concentration au centre de la tumeur.

Chez les patients 9 et 10 (pages 56 et 58), l'intensité du magnésium au niveau tumoral
contraste avec leur faible intensité dermique. Le magnésium est spécifiquement absent
pour les carcinomes de Merkel étudiés, au sein des septums et des vaisseaux hypoder-

miques.
3.4.5 Carcinome épidermoide
Le carcinome épidermoide du patient 11 (page 60) est composé de calcium, sodium,

phosphore, magnésium et zinc.

Dans la partie droite de la tumeur, on observe une zone nodulaire ou le calcium, le
sodium, le phosphore, le magnésium et le zinc sont d’intensité plus faible que dans le
reste de la tumeur. Il en est de méme au sein du derme péri-tumoral droit. Une analyse
immunohistochimique par Ki67 puis une lame HES complémentaire, suivies d'une nou-

velle analyse LIBS seront réalisées ultérieurement.

3.4.6 Carcinomes basocellulaires

Les deux carcinomes basocellulaires sont composés de calcium, sodium, phosphore,

magnésium et zinc.

Concernant le zinc et le magnésium, ils sont présents et diffus au sein des deux carci-

nomes basocellulaires étudiés.

En revanche, le sodium et le phosphore sont absents des follicules pileux intra-tumoraux

chez le patient 12 (page 62).
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3.4.7 Navus

Comme pour le mélanome nodulaire du patient 14 (page 66) le calcium, le sodium, le

phosphore, le magnésium et zinc sont plus intenses dans les zones pigmentées,

Pour les autres parameétres étudiés, ce prélevement est peu informatif. En effet, la tumeur

est présente sur toutes les coupes, pourtant la plupart des résultats sont discordants.

Il peut s'agir d'un probléme de planéité du prélevement suite a la coupe car il existe en

HES des différences d'épaisseur de coupe.

De plus, il faut noter que le signal de I'encre est intense. Comme attendu, le fer est

retrouvé uniquement au niveau de l'encre.

3.4.8 Cas particulier de I'aluminium

Sur I'ensemble des images concernant I'élément aluminium (figure 23, page 70), l'aug-
mentation du contraste a augmenté le bruit lors de la saturation. L'analyse spectrale
permet de conclure a la présence de bruit et non pas de signal effectif (données non
représentées). On peut donc conclure a I'absence de contamination par I'élément alumi-
nium du bloc emballé par du papier aluminium. Seules les images ou quelques zones
ressortent nettement ont un sens. Concernant le patient 7, cela correspond a une zone
d'encre. Concernant le patient 10, il s'agit de 2 zones périphériques non systématisées en

histologie, mais dans lesquelles il y a bien de I'aluminium détecté.
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4 DISCUSSION

4.1 LIMITES DE L’ETUDE
4.1.1 Population

La petite taille de la cohorte constituait une limite. La population comportait un effectif
volontairement réduit en raison du caractére préliminaire de notre étude. Compte tenu de
la taille de cette cohorte et du risque de variabilité interindividuelle, il n’a pas été possible
de réaliser une analyse statistique des données socio-démographiques et clinico-histolo-
giques, ni de chercher a identifier des signatures multi-élémentaires propres aux zones
tumorales. Nous avons cependant pu déceler des tendances qui seront a préciser par des

analyses complémentaires sur une série de plus grande envergure.

Le caractere rétrospectif de la sélection des échantillons induit des données manquantes
(par l'investigation de certains dossiers médicaux incomplets). Cependant, cela nous a
permis d’obtenir une population représentative des pathologies que nous souhaitions étu-

dier.

4.1.2 Analyse

La méthode est plus rapide et plus compléte que les autres techniques d’analyse élémen-
taire. Cependant, la durée d'acquisition des spectres qui est d'environ 3 heures par bloc et

implique de mobiliser une équipe formée, reste un point faible.

Les images obtenues avaient pour la plupart une trés bonne résolution. Cependant, le
bruit de fond peut constituer une limite a l'identification des éléments. Une solution serait
de pouvoir améliorer le signal sur bruit en optimisant encore les performances du systéme
d’analyse. Ceci n'est pas possible sur les échantillons sélectionnés, en raison de leur
hétérogénéité (tumeurs et taille d’échantillons variables). La réalisation d'échantillons-tests

homogénes pourrait étre une expeérience utile a réaliser avant de prochaines études.
La méthode d’édition et d'analyse des images LIBS a induit un biais de classement :

e La saturation de limage a été réalisée manuellement. |l y avait donc une part de
subjectivité en cas de signal faible ou de bruit de fond. Aprés une premiére sélec-

tion par le physicien, seuls les fichiers textes traduisant un signal effectif ont été
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analysés. Ce mode manuel de saturation rend non comparables les intensités d’un
échantillon a l'autre. Lintensité de 2 éléments distincts d'un méme échantillon ne
peut pas non plus étre comparée. L'acceés aux spectres et la maitrise de leur ana-
lyse, idéalement en binbme avec le physicien, pourraient permettre de rendre
I'analyse plus précise. Nous avons tout de méme pu comparer les variations d’in-
tensité pour un méme élément dans un méme échantillon, et déterminer sa pré-
sence ou son absence.

L'analyse en double aveugle n'a pas été possible dans notre étude. En effet,
I'équipe réalisant la technique LIBS avait été informée du diagnostic afin de pouvoir
cibler les zones d’intérét. Par ailleurs, ayant une formation en dermatopathologie et
ayant sélectionné les échantillons, je connaissais le diagnostic au moment de la
comparaison.

Une légére différence existant entre le bloc et la lame colorée en HES, la superpo-
sition des images n'était pas parfaite. En effet, lors du dépdt de la coupe sur la
lame, le prélévement ne reste pas dans la configuration initiale exacte. Ainsi, cer-
taines structures n’ont pas été analysables en raison de la difficulté a les individua-
liser des structures adjacentes (vaisseaux dermiques par exemple). Un logiciel
adapté serait nécessaire, afin de pouvoir superposer correctement les images puis

faire varier la transparence de l'image LIBS.

4.1.3 Echantillon

Une anomalie de planéité d'un échantillon de peau saine (patient 1, page 40) et du naevus

(patient 14, page 66) a induit une hétérogénéité de distribution des éléments au niveau du

derme, sans systématisation. La planéité du bloc est donc un préalable indispensable a

'analyse.

Le conditionnement des échantillons en para-film induit une limite dans I'analyse. Nous

avons montré dans notre étude que le para-film induisait un dépot exogéne de silicium. Le

papier aluminium ne générant aucune contamination, ce mode d’emballage sera a privilé-

gier a l'avenir. Cela permettra I'analyse de la distribution du silicium car cet élément peut

avoir une importance, notamment en pathologie pulmonaire professionnelle.
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L'encre utilisée est source de contaminations et induit un signal intense sur certains blocs
(notamment le cuivre contenu dans I'encre verte). Il conviendra d'en déterminer la compo-
sition exacte en LIBS. Une technique de traitement de l'image permettant de s'affranchir
du signal de I'encre pourrait s'avérer utile car elle est limitative dans I'analyse précise des
tissus. L'utilisation de I'Analyse en Composante Principale serait une solution. Il s'agit
d'une méthode d’analyse de données multivariées. L'objectif est de construire un nouveau
systéme de représentation qui permet de synthétiser l'information et d'observer la corréla-
tion entre les raies d'émission d'éléments différents en regroupant les pixels présentant

des spectres LIBS similaires. Ceci a pour but I'obtention de signatures multi-€lémentaires.

Il faut enfin noter que toutes les étapes (prélévement au bloc opératoire, encrage puis
coupe de la piece, coupe au microtome du bloc en paraffine, etc : Annexe 1) sont poten-

tiellement contaminantes. Il est difficile cependant de les contrdler en pratique.

4.2 INTERETS DE L'ETUDE
4.2.1 Généralités

Il s'agit de la premiére cartographie multi-élémentaire de la peau humaine, saine et tumo-
rale, réalisée grace a la technique LIBS. Cette méthode permet de décrire finement la

localisation des éléments comme nous avons pu le démontrer.

La technique est utilisable et reproductible, confirmant son applicabilité sur les tissus
humains cutanés et extra-cutanés, sains et pathologiques. De plus, l'inclusion en paraffine

ne contamine pas les échantillons et n'empéche pas leur analyse LIBS.

Nous avons mis en évidence que toutes les structures normales de la peau et toutes les
tumeurs sont constituées de calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc, avec des
intensités variables. Il n’a pas été mis en évidence de fer ni de cuivre dans la plupart des
échantillons, hormis au niveau de I'encre, ce qui est surprenant compte-tenu de leur impli-

cation en physiologie.
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Un profil commun d’hétérogénéité d’intensité des éléments calcium, sodium, phosphore,
magnésium et zinc a été observé au sein de métastases de mélanome et dans le tissu
péri-tumoral (patients 6 et 8 : pages 50 et 54). Ceci conforte et compléte les données de
I'article de Hare et al. (60). Cette équipe a imagé par la technique LA-ICP-MS des gan-

glions lymphatiques métastatiques de mélanome.

Elle a montré la diminution de concentration de phosphore dans le stroma tumoral et son
augmentation dans le stroma péri-tumoral d'apparence normale. lls observerent égale-
ment par endroits, comme dans notre étude, des zones de moindre intensité dans le tissu
péri-tumoral d'apparence normale. Leur hypothése est une modification biochimique en
réponse au développement tumoral. Cet aspect particulier pourrait sous-tendre un méca-
nisme physiopathologique ou orienter vers des zones d'extensions tumorales, non encore

détectées par I'analyse histologique (standard et immunohistochimique).

L'étude d'une plus grande série pourrait permettre de savoir si cet aspect est spécifique
aux métastases sous-cutanées de mélanome chez des patients naifs de tout traitement ou
s’il pourrait étre prédictif de la médiane de survie. En effet, les 2 patients ayant ce profil
commun n’avaient pas eu de traitement systémique avant le prélévement, et étaient
encore vivants a plus de 3 ans du diagnostic de la premiére métastase de mélanome.
L'autre patient (patient 7, page 52), porteur d'une métastase de mélanome, n’avait pas ce
profil. Or, il avait regu plusieurs lignes de traitement au moment du prélévement et est

décédé 3 ans apres le diagnostic de sa premiére métastase de mélanome.

Ce profil commun pourrait également étre rapproché de celui observé dans le carcinome
épidermoide, au sein duquel ces 5 mémes éléments sont diminués dans le stroma tumoral
et péri-tumoral droit. Il pourrait s’agir d'une modification biochimique en réponse au déve-
loppement tumoral. Ceci est a explorer sur plusieurs tumeurs afin de confirmer ou infirmer

cet aspect.

Les zones élastosiques du derme sont dépourvues de tout élément chimique (patient 12,
page 62). L'élastose est fréquemment retrouvée sur le plan histologique en zones inso-
lées. Cela correspond a la dégradation de I'élastine, due aux dommages actiniques.
L'élastose est souvent présente dans le derme adjacent aux carcinomes basocellulaires et

épidermoides. Il s'agit d'un élément diagnostique obligatoire pour le diagnostic de méla-
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nome de Dubreuilh. Ceci rappelle le profil commun précédemment décrit. On peut donc se
demander si cette carence en éléments chimiques pourrait étre une modification biochi-

mique faisant le lit du développement tumoral.

4.2.2 Cuivre

Nous avons mis en évidence la présence de cuivre dans I'environnement d'une métastase
de mélanome mutée BRAF (patient 8, page 54). Ceci corrobore I'hypothése de Brady et al
(61), publiée dans la revue Nature, selon laquelle le cuivre est nécessaire a la prolifération
tumorale dans la voie de signalisation oncogénique ou intervient BRAF. Dans cette étude,
il s'agissait de lignées cellulaires de mélanome injectées a des souris, et non pas de
tumeurs primitives de patients. Pour rappel, BRAF phosphoryle et active MEK qui phos-
phoryle ERK, activant ainsi la voie des MAPK, promotrice du cancer (Annexe 6). Or, le
cuivre augmenterait la phosphorylation d’ERK par MEK par interaction Cuivre-MEK1. lIs
ont montré dans leur étude que la perte d’affinité du transporteur du cuivre (Ctr1) ou une
mutation de MEK1 rompant la liaison au cuivre réduisait la signalisation induite par
BRAFVG600E et ainsi la tumorigenese. lls montrérent également que les chélateurs du
cuivre (utilisés dans le traitement de la maladie de Wilson) réduisaient la croissance tumo-
rale des cellules mutées BRAFV600E et des cellules résistantes a l'inhibition de BRAF. La
mutation de BRAF intervient dans un grand nombre de mélanomes. Elle est également
impliquée dans d’autres cancers comme les cancers du poumon non a petites cellules, le
carcinome papillaire de la thyroide et le cancer colorectal. L'exploration et la démonstra-
tion de la présence effective de cuivre dans ces tumeurs par la technique LIBS pourraient
étre utile pour des projets de recherche scientifique afin d’envisager I'utilisation des chéla-

teurs du cuivre en association aux traitements conventionnels.

L'absence de cuivre dans la peau, et particulierement dans les mélanomes primitifs mutés
BRAF est une donnée surprenante. En effet, la quasi-totalité des préléevements est
dépourvue de cuivre, sauf la métastase intramusculaire de mélanome. Ce dernier bloc
était de grande taille et a donc pu étre moins fixé que les autres. Nous pourrions suggérer
que l'intensité du signal de I'encre sous-estime celle de la tumeur ou bien que certains élé-
ments (le cuivre en particulier) pourraient étre dégradés par la fixation ou par I'ischémie

froide.

81



Discussion

Concernant les zones pigmentées intra-tumorales, elles sont plus intenses en calcium,
sodium, phosphore, magnésium et zinc dans les zones contenant de la mélanine. Il est
etonnant de ne pas y retrouver de cuivre alors que I'enzyme impliquée dans la synthése,
la tyrosinase, en contient. Ce signal ne provient pas a priori de la mélanine car sa compo-
sition élémentaire est différente. L'eumélanine est composée de carbone, d'hydrogene et
d'azote. La phaeomélanine, quant a elle, comporte du soufre en plus. Les éléments détec-
tés proviendraient donc de son environnement (stroma sous-jacent, cellules

mélanocytaires).

Concernant une métastase sous-cutanée de mélanome non mutée BRAF (patient 6, page
50), 'observation de 2 zones nodulaires intenses en cuivre pose de nouvelles questions. I
n’y a pas de systématisation nette avec les zones fibro-cicatricielles et inflammatoires du
bloc. Il ne s’agit pas a priori des modalités anesthésiques car ce n’est observé que chez
ce patient. Cela pourrait provenir de l'application d’'une créme réparatrice contenant du
cuivre mais cette donnée n’est pas connue. Ce patient est porteur également d'une neuro-
fibromatose de type 1. L'aspect histologique n'est pas celui de neurofibromes superficiels,
et les données de la littérature ne rapportent pas de lien entre la présence de cuivre et
cette maladie. |l serait intéressant d'analyser les autres blocs disponibles pour ce méme
patient, pour la méme métastase et les autres prélévements, tumoraux ou non. Si la pré-
sence de cuivre se confirme, son étude dans la peau de patients atteints de

neurofibromatose de type 1 serait un sujet intéressant a explorer avec la technique LIBS.

4.2.3 Magnésium

Le magnésium est présent au coeur de plusieurs tumeurs, en particulier dans les carci-
nomes de Merkel, ou I'on note un gradient d’intensité (patient 9, page 56). En effet,
I'intensité du magnésium est majeure au cceur de la tumeur, mais est nettement diminuée
dans le derme adjacent tout en étant absente dans I'hnypoderme (patients 9 et 10, pages
56 et 58). Les données de la littérature ne révélent pas de lien connu entre les carcinomes
de Merkel et le magnésium. En revanche, un article montre que des taux faibles de
magnésium moduleraient les fonctions des cellules normales du micro-environnement

tumoral (62). De faibles taux induiraient ainsi la sénescence des fibroblastes.
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Dans cette étude, il a été montré que dans un milieu faiblement concentré en magnésium,
la durée de vie des fibroblastes humains en culture était diminuée, avec une augmentation
de la béta-galactosidase (biomarqueur de la sénéscence). Les protéines p16 et p51 (inter-
venant dans les voies de p53 et pRB, protéines synthétisées grace aux génes
suppresseurs de tumeur du méme nom) étaient également majorées. Ceci permettrait une
modification de I'environnement pour promouvoir la progression du cancer (63), notam-
ment via la sécrétion de facteurs de croissance épidermique, par les fibroblastes
sénescents. De plus la teneur en magnésium sérique est souvent abaissée chez les
patients porteurs de tumeurs solides, indépendamment de leur traitement, et diminue de
facon corrélée au stade de malignité (64). Ceci pourrait étre di a la séquestration de

magnésium par les tumeurs (14).

4.2.4 Calcium

Enfin, le métabolisme du calcium est complexe. Les explications de ses variations ainsi
que les publications tendant a leur donner un sens en pathologie sont nombreuses. Des
tendances observées dans nos résultats pourraient étre corrélées a I'expression de cer-

taines protéines de liaison au calcium (12).

La diminution du calcium, au niveau tumoral et péri-tumoral droit du carcinome épider-
moide et dans sa périphérie, pourrait étre expliquée par son métabolisme. En effet, il a été
démontré que les cellules les plus indifférenciées des carcinomes épidermoides expriment
plus faiblement la protéine S100A2 (protéine de liaison au calcium) que les cellules nor-
males (65).

On peut également se demander si cet aspect pourrait étre corrélé a I'expression des E-
cadhérines. Celle-ci est réduite a la surface cellulaire de nombreuses cellules tumorales et
pourrait étre un facteur pronostic important dans la progression tumorale et les métastases
(66,67). Les E-cadhérines sont des glycoprotéines transmembranaires qui médient I'inter-
action calcium-dépendante entre les cellules et 'adhésion au niveau des desmosomes.
Dans les tissus, les cellules inhibent leur propre croissance en interagissant les unes avec
les autres et ceci grace a la présence des cadhérines qui sont responsables de ce phéno-

meéne d’inhibition de contact.
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4.2.5 Perspectives

Cette méthode ouvre la voie a de nouveaux projets de recherche sur les différents tissus
humains et pourrait potentiellement devenir une nouvelle technique d’aide au diagnostic,

par exemple :

e pour les pathologies pulmonaires par exposition professionnelle comme la silicose
(silicium) ou la bérylliose (béryllium).

e pour la mise en évidence de cuivre dans une maladie de Wilson, et I'exploration
des autres pathologies a expression hépatique comme I'hémochromatose.

e pour identifier un élément chimique dans un granulome, tel que I'aluminium.

e pour caractériser un élément dans un ganglion lymphatique ou une autre structure
histologique, comme du pigment de tatouage ou du titane provenant d'une pro-
thése.

e pour explorer des pathologies « inflammatoires » en dermatologie (lichen, lupus,

eczéma, psoriasis...).
La recherche fondamentale par cartographie grace a la technique LIBS pourrait également

déboucher sur des stratégies de chélations ou de supplémentation de certains éléments

en fonction de leur présence ou de leur absence.
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5 CONCLUSION

THESE SOUTENUE PAR : Marion SABATIER-VINCENT

Titre : Cartographie multi-élémentaire de peaux saines et de tumeurs cutanées

humaines par technologie LIBS : comparaison a Fhistologie standard.

Les éléments chimigues sont constitutionnels de ['étre vivant mais sont relativement peu
explorés en Médecine. La cartographie multi-élémentaire des tissus biclogiques par la
technique LIBS (technique d’'imagerie élementaire de spectrométrie sur plasma induit par

laser) est une approche innovante récemment developpée par une équipe frangaise.

Cette méthode d'analyse tissulaire permet d'obtenir des informations complémentaires a
l'analyse histologique. Nous avons cherché a identifier la présence des différents éléments
dans les tissus cutanés humains. Quatorze échantillons comportant de la peau saine et
des tumeurs cutanées ont été analysés. Ensuite, 105 cartographies LIBS ont été éditées
puis comparées a l'analyse histologique standard. Ce travail exploratoire s’intégrait dans
un projet de recherche translationnel sur les pathologies cutanées tumorales financé par

FINSERM dans le cadre du plan cancer.

Le but et l'originalité de ce travail consistaient &4 effectuer la premiére description de la
composition en éléments de la peau saine et de tumeurs cutanées chez 'THomme.

Nous avons moniré que la peau histologiquement normale et les tumeurs cutanées
étudiées sont principalement composées de calcium, sodium, phosphore, magnésium et
zinc. La localisation et l'intensité des éléments retrouvés ont permis de différencier les

principales structures qui composent la peau.

Dans le domaine du mélanome, nos résultats confortent certaines données de la
littérature. Nous avons détecté un profil multi-élémentaire commun & deux métastases
sous-cutanées de mélanome. De plus, nous avons mis en évidence la présence de cuivre
dans l'environnement d'une métastase de mélanome muté BRAF.

Concernant les carcinomes de Merkel, nous avons trouvé du magnésium, avec un
gradient d'intensité au sein de la tumeur. La diminution voire I'absence de magnésium
dans le stroma peri-tumoral constitue une découverte surprenante encore non decrite

dans la littérature.
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Notre étude aura permis de faire les premiéres cartographies chimiques de peaux saine et
tumorale, validant ainsi la faisabilité et l'interét de cette technologie pour caractériser des
tissus biologiques, tout en en précisant les limites.

D'autres cohortes complémentaires plus importantes vont étre analysées afin de confirmer

ces résultais.

Les perspectives de ce travail sont nombreuses :

Tout d'abord, la technique LIBS comme méthode de cartographie muiti-élémentaire des
tissus humains semble avoir sa place en Médecine. La possibilité d'utiliser cet outil de
haute technologie sur des echantillons inclus en paraffine est un avantage majeur, étant
donné que c'est le mode de conservation de la plupart des banques de tissus.

En effet, limagerie multi-élémentaire posséde de nombreuses applications, notamment
pour l'étude des maladies de surcharges endogénes ou exogénes, des pathologies
granulomateuses et des expositions professionnelles et environnementales a des agents
pathogénes toxiques (poussieres, metaux, etc...).

De plus, la présence de signatures multi-élémentaires, identifiées sur de larges cohortes
pourrait potentiellement constituer une aide a l'identification et 4 la stadification pour les
pathologistes notamment dans le cas des pathologies tumorales.

Par ailleurs, la présence ou lI'absence de certains éléments dans des structures ou tissus
pathologiques serviront de base & des investigations plus fondamentales afin de
comprendre les processus physiologigues et/ou pathologiques responsables de ces
profils. Il serait par exemple intéressant de pouvoir anticiper des zones de récidives des
tumeurs, avant I'apparition histologique de la prolifération tumorale.

Enfin, la présence ou l'absence d'éléments tels le cuivre ou ie magnésium dans certains
échantillons pathologiques pourraient conduire a de nouvelles approches thérapeutiques

de type chélation ou supplémentation, en association aux thérapeutiques usuelles.
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ANNEXES

7 ANNEXES

7.1 ANNEXE 1 : PRINCIPES DE L’ANALYSE ANATOMO-PATHOLOGIQUE

Pour permettre I'analyse des tissus biologiques au microscope optique, il est nécessaire

de suivre plusieurs étapes :

Examen macroscopique : Le prélévement est recu soit a I'état frais, soit dans un milieu
fixateur. S'il s'agit d'une piéce opératoire, un schéma est réalisé puis la piece est mesurée
et décrite. La piéce est parfois orientée par un fil. L'application d'encre sur les bords laté-
raux et la profondeur du prélévement avant la coupe permet de conserver des repéres
aprés l'ablation du fil. L'encrage est une procédure habituelle (figure 24) pour les analyses

en dermatologie mais est utilisé également dans d'autres disciplines .

Fixation en formol ou en AFA (Alcool Formol Acide Acétique) : La fixation permet la
conservation des piéces en limitant I'auto-dégénérescence du tissu. Elle doit donc étre
réalisée rapidement aprés le prélevement, afin de limiter le temps d’ischémie froide. |
s’agit du temps écoulé entre le moment du prélévement tissulaire et le moment ou il est
mis dans le fixateur. On recommande un volume de fixateur dix fois supérieur au volume
de la piéce. La durée de fixation varie en fonction du volume du préléevement. Le fixateur

recommandé est le formol neutre tamponné a 10%.

La piece est échantillonnée sous contréle macroscopique avec selon le cas une sélection
des zones d'intérét. La coupe est réalisée au scalpel avant la mise en cassette. Chaque

cassette réalisée correspondra a un bloc de paraffine (figure 25).

Inclusion en paraffine : Elle a pour but de permettre la réalisation de coupes fines et
régulieres. Dans les laboratoires d’anatomopathologie, le milieu d’inclusion universelle-
ment utilisé pour I'analyse en microscopie optique est la paraffine. La paraffine étant
hydrophobe, une étape de déshydratation par immersion dans des bains d’alcool de degré
croissant puis dans des bains de toluéne est nécessaire. Ensuite, la paraffine fondue est
coulée dans un moule en présence du prélévement. Aprés refroidissement, un bloc de
paraffine solide est obtenu, a l'intérieur duquel se trouve I'échantillon prélevé. Cela corres-

pond a l'inclusion en paraffine.
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Coupe : Les coupes du bloc en paraffine sont réalisées avec un microtome. Il s’agit d’'un
appareil permettant de réaliser des tranches de section fines, de 2 a 5 micrométres

d’épaisseur. Les coupes sont ensuite recueillies sur une lame de verre.

Colorations : Des colorations standards et immunohistochimiques sont réalisées sur
coupes afin d’accentuer les contrastes et affiner le diagnostic. Les colorants étant en solu-
tion aqueuse, il faut d’abord déparaffiner les coupes par la chaleur et des bains de
toluéne, puis réhydrater les coupes en les immergeant dans des bains d’alcool de degré

décroissant et enfin dans de I'eau distillée.

Un colorant couramment utilisé est la coloration HES : Hématoxyline-Eosine-Safran : I'hé-
matoxyline colore les structures acides en bleu violacé. Les noyaux, les ribosomes et le
réticulum endoplasmique ont une forte affinité pour ce colorant en raison de leurs
richesses respectives en ADN et en ARN. L'éosine colore les structures basiques en rouge
ou en rose. Ainsi, le cytoplasme des cellules est habituellement coloré en rose. Le

safran colore les fibres de collagéne en jaune-orangé.

Montage : En dernier lieu intervient le montage, consistant a ajouter une lamelle sur la
lame, fixée avec une résine synthétique dont I'indice de réfraction est proche de celui du

verre. Ainsi, la « lame » finale obtenue est préte a étre observée au microscope.
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Fig. 24 : photographie d'une piéce non encrée (a gauche) puis ncrée sur les bords latéraux et la profondeur
(a droite).

Fig. 25 : photographie d'une piéce apres échantillonnage (a gauche) puis mise en casseEes (a droite).
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7.2 ANNEXE 2 : HISTOLOGIE CUTANEE : GENERALITES

La structure de la peau (68) se divise en 4 régions superposées qui sont de la superficie

vers la profondeur (figure 26 et 27) :

. Epiderme
o Jonction dermo-épidermique
o Derme

o Hypoderme

L'épiderme est un épithélium pavimenteux stratifié :

o Les kératinocytes représentent 80% de I'ensemble des cellules de I'épi-
derme.

o Les 20% d’autres cellules composant I'épiderme sont dispersées entre les
kératinocytes. Elles sont mal vues sur les préparations histologiques standard : il
s’agit des meélanocytes, des cellules immunocompétentes (cellules de Langerhans

et lymphocytes) et des cellules de Merkel.

Le derme et 'hypoderme sont des tissus conjonctifs richement vascularisés :

o Le derme est constitué de fibres de collagene et de fibres élastiques ainsi
que des fibroblastes.
o L'hypoderme est constitué de tissu adipeux compartimenté par des expan-

sions de collagéne d’origine dermique.

Les annexes de la peau sont d’origine épidermique et sont situées dans le derme et I'hy-

poderme : il s’agit des follicules pilo-sébacés et des glandes sudorales.
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Fig.27 : peau saine : Epiderme (E), Derme (D), Hypoderme (H).
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7.3 ANNEXE 3 : RAPPELS SUR LE MELANOME

Les principaux sous types de mélanome (figure 28) sont les suivants :
¢ Meélanome superficiel extensif
e Meélanome lentigineux (Dubreuilh)
e Meélanome acral lentigineux
e Meélanome lentigineux des muqueuses

e Mélanome nodulaire d’emblée

L’histogénése du mélanome est classiquement décrite en 2 phases : une phase de crois-
sance horizontale intra-épidermique (hormis pour le mélanome nodulaire d’emblée), et
une phase de croissance verticale avec franchissement de la membrane basale et inva-
sion du derme voire de I'hypoderme. La prolifération cellulaire est composée de
mélanocytes disposés en théques irrégulieres, avec, lors de I'envahissement, une migra-

tion des cellules de fagon isolée et anarchique.

La composante épidermique est lentigineuse, thécale et/ou pagétoide. Cette composante
est absente dans les mélanomes nodulaires. La composante lentigineuse évocatrice d’une
lésion maligne est le plus souvent asymétrique, a limites latérales floues, désordonnée,

avec migrations pagétoides et des atypies cytologiques diffuses.

La composante thécale suspecte est composée de théques horizontales, irréguliéres en
taille et en forme avec présence de grandes théques, confluentes et fusionnantes en

« pont », localisées a I'extrémité des bourgeons épidermiques inter-papillaires.

La migration pagétoide est évocatrice de malignité lorsqu’elle est diffuse et intense, avec

une extension latérale et des atypies cytologiques franches.

La composante dermique est suspecte quand elle est asymétrique, comblant les papilles
dermiques, avec formation de plages cohésives de cytologie homogéne et I'absence de

gradient cytologique de maturation.
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Des remaniements inflammatoires peuvent survenir avec régression du mélanome. La
régression est un processus inflammatoire dans lequel les mélanocytes sont détruits et qui
peut atteindre toute la tumeur (régression totale) ou seulement une partie (régression par-
tielle). Quand la régression est totale, on observe une plage de fibrose pseudo-cicatricielle
éventuellement associée a des mélanophages. La régression peut entrainer de faux
« bons pronostics » en modifiant I'épaisseur et le niveau. Il faut noter que lorsqu’il s’agit

d’'un mélanome sur naevus, la régression respecte le naevus préexistant.

Dans ces lésions malignes, I'analyse cytologique épidermique et dermique retrouve un
pléomorphisme cellulaire, ou bien un monomorphisme surtout dans la composante der-
mique. Il existe des atypies nucléaires et une disparition du gradient de maturation

cytologique. On note également des mitoses en profondeur.

L'analyse immuno-histochimique repose sur les marqueurs suivants :

e Protéine S100 : la plus efficace car la plus sensible (98%) mais peu spécifique (elle
marque aussi les cellules nerveuses, les adipocytes, les cellules de Langerhans,
les carcinomes mammaires et les glandes sudorales).

e HMB45 : moins sensible (30%) mais plus spécifique (les diagnostics différentiels
sont rares : PECome/angiomyolipome...)

e MelanA : la sensibilité est intermédiaire entre PS100 et HMB45, la spécificité est
identique a HMBA45.

e MITF (Microphtalmia transcription factor) : il joue un réle clé dans le développe-
ment embryonnaire du mélanocyte et dans la régulation du géne de la tyrosinase.
Sa sensibilité est proche de HMB45 et de MelanA.

e Tyrosinase

¢ MAGE (melanoma antigen encoding gene)

Ces marqueurs ne sont pas tous effectués en routine. Les principaux utilisés sont PS100,
HMBA45, Tyrosinase et Mélan-A.

Les indications de I'analyse immunohistochimique sont limitées : celle-ci est nécessaire en
cas de tumeur de nature mélanique equivoque et les Iésions mélaniques occultes en colo-
ration standard (ganglion sentinelle). Elle est également utile pour ['évaluation de
I'extension d’'une Iésion et la distinction bénin/malin des Iésions épaisses (HMB45 et Ki-
67).
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L'analyse histologique permet de déterminer les parameétres histopronostiques (Figure
29):

e Indice de Breslow : il s’agit de I'épaisseur tumorale maximale mesurée, de la
couche granuleuse a la cellule tumorale la plus profonde. Un indice de Breslow su-
périeur a Tmm est de moins bon pronostic.

e Ulcération

¢ Index mitotique : il s’agit du nombre de mitoses/mm2.

e Niveau de Clark : il s’agit du niveau anatomique d’invasion dans le derme et I'hypo-
derme. Ce paramétre est actuellement moins utilisé.

e Emboles vasculaires

¢ Neurotropisme

Fig.28: mélanome SSM (a gauche), de Dubreuilh (au centre(19)), nodulaire (a droite).
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———
Hypoderme
Niveau : I [l I IV V
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o

Epaisseur : (insit, nonc

0
o

Fig.29: représentation schématique du niveau (Clark) et de I'épaisseur (Breslow) selon I'architecture du mé-
lanome décrit (représenté a différents stades par les figures ovales en violet).
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Stades Critéres
Stade 0 Tumeur in situ
Stade I1A Tumeur inferieure ou egale a1 mm d'épaisseur, sans
ulcération et mitoses < 1/mm° (pT1a), NO, MO
Tumeur inférieure ou égale a 1 mm d'épaisseur, avec
Stade IB ulcération et/ou mitoses = 1/mm’ (pT1b), NO, MO
Tumeur supérieure @ 1 mm et inférieure ou égale a8 2mm
d'épaisseur, sans ulcération (pT2a), NO, MO
Tumeur supeérieure a 1 mm et inférieure ou égale a 2 mm
Stade llA d'épaisseur, avec ulceration (pT2b), NO, MO
Tumeur supérieure a 2 mm et inférieure ou égale a 4 mm
d'épaisseur, sans ulceration (pT3a), NO, MO
Tumeur supeérieure a 2mm et inférieure ou égale a4 mm
Stade IIB d'epaisseur, avec ulceration (pT3b), NO, MO
Tumeur supérieure 4 mm d'épaisseur, sans ulceration (pT4a),
NO, MO
Stade IIC Il;mr:g superieure 4 mm d'epaisseur, avec ulceration (pT4b),
Tumeur sans ulcération (pT1a-4a), metastases
Stade A microscopiques dans 1, 2 ou 3 ganglions lymphatiques
regionaux (N1a, 2a), MO
Tumeur sSans ulceration (pT1a-4da), metastases
macroscopiques dans 1, 2 ou 3 ganglions lymphatiques
Stade B régionaux ou metastases « en transit » (N1b, 2b, 2¢), MO
Tumeur aves ulceration (pT1b-4b), metastases
microscopiques dans 1, 2 ou 3 ganglions lymphatiques
regionaux ou metastases « en transit » (N1a, 2a, 2c¢), MO
Tumeur avec ulcération (pT 1b-4b), meétasiases
macroscopiques dans 1, 2 ou 3 ganglions lymphatiques
régionaux (N1b, 2b), MO
Stade IIC Tumeurs avec ou sans ulceration (tous pl), metastases dans
4 ganglions |ymphatiques regionaux ou plus ou metastases
en transit avec meétastase(s) ganglionnaire(s) regionale(s)
(N3), MO
Stade IV Metastases a distance (tous pT, tous N, M1)

'® Final Version of 2000 AJCC Melanoma Staging and Classification, Joumal of Clinical
Cncology, Val 27, number 36, december 2008

Tableau 4 :classification pTNM de I'UICC et de I'AJCC : mélanome
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7.4 ANNEXE 4 : RAPPELS SUR LE CARCINOME DE MERKEL

La tumeur de Merkel (69,70) forme le plus souvent un nodule unique rouge violacé de 2
cm de diamétre en moyenne, au maximum de 20cm, parfois ulcéré, et de croissance

rapide en quelques semaines ou quelques mois (figure 30).

A l'analyse histologique, il s'agit d'une prolifération tumorale intra-dermique séparée de
I'épiderme. Elle est composée de cellules peu différenciées regroupées en travées, mas-
sifs ou plages peu cohésives mal délimitées et infiltrantes avec de fréquents embols endo-
lymphatiques. Le cytoplasme des cellules tumorales est peu abondant, basophile ou €osi-
nophile dense. Il existe une anisocytose avec de nombreuses mitoses. La chromatine est

grossiere et le nucléole est bien visible.

A l'analyse immunohistochimique :

e Les cellules tumorales expriment la Cytokératine 20. Le marquage cytoplasmique
est caractéristique en mottes juxta-nucléaires dit « polaire » dans 90% des cas.

e Les pan-cytokératines AE1-AE3 sont positives dans 100% des cas.

e Les autres anticorps positifs sont : EMA (antigéne membranaire épithélial) (85%),
la chromogranine B (100%) et la chromogranine A (70%), la synaptophysine (35%),
la NSE (non specific enolase) ( 85%).

e Les cellules tumorales n'expriment jamais la Cytokératine 7, TTF1, PS100,
HMB45.
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Fig.30 : tumeur de Merkel jugale gauche.

Tableau 5 : classification AJCC 2010 : carcinome a cellules de Merkel (69).
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7.5 ANNEXE 5 : RAPPELS SUR LE CARCINOME EPIDERMOIDE ET LE
CARCINOME BASOCELLULAIRE

Le carcinome épidermoide cutané et le carcinome basocellulaire sont des tumeurs épithé-

liales cutanées primitives.

Le carcinome épidermoide se présente cliniquement comme une ulcération crolteuse,
une plague ou un papulo-nodule infiltré de taille variable, souvent ulcéro-bourgeonnant,
d'apparition généralement progressive (figure 31). Il existe plusieurs sous-types histolo-

giques. Le carcinome épidermoide invasif est étudié ici.

A l'analyse histologique, il s'agit d'une prolifération de cellules malphigiennes atypiques,
regroupées en amas et cordons irréguliérement anastomosés et invasifs nés de I'épi-
derme qui est souvent épaissi, parakératosique et parfois ulcéré. La prolifération tumorale
pénétre le derme voire les structures sous-jacentes et il peut exister des engainements
péri-nerveux et des emboles vasculaires. Les cellules tumorales ont un large cytoplasme
éosinophile avec une anisocaryose et des mitoses en nombre variable. Elles forment sou-
vent des enroulements accompagnés de troubles de la kératinisation (cellules
dyskératosiques, globes cornés). Le stroma de la tumeur contient habituellement un infil-

trat lymphocytaire de densité variable.

Le carcinome basocellulaire correspond cliniquement a une papule ou un nodule trans-
lucide et télangiectasique, pouvant étre ulcéré. La lésion élémentaire est communément
appelée « papule perlée ». La Iésion connait une croissance progressive jusqu’a atteindre

une taille variable.

Il existe plusieurs sous-types cliniques et histologiques. Le sous-type analysé dans notre

étude est le carcinome basocellulaire nodulaire (figure 32).

Histologiquement, le carcinome basocellulaire nodulaire est défini par la présence, dans le

derme, d'un ou de plusieurs massifs ou lobules larges et bien circonscrits.

La prolifération est constituée de cellules basaloides dont les noyaux prennent un agence-
ment palissadique en périphérie. Des fentes de rétraction périphériques sont

habituellement présentes, séparant les massifs et lobules tumoraux du stroma adjacent.
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Fig.31 : carcinome épidermoide.

g -
e -

Fig 32 : carcinome basocellulaire nodulaire (19).
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7.6 ANNEXE 6 : PRINCIPALES VOIES DE SIGNALISATION INTERVENANT DANS LE
MELANOCYTE

Fig.32 : principales voies de signalisation intervenant dans le mélanocyte normal ou malin : voie PI3BK/AKT a
gauche, voie des MAP Kinases a droite (71).
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7.7 ANNEXE 7 : POPULATION SELECTIONNEE EN VUE DU PROJET LAST

. Total
Pathologies Sous-type Nombre (N=88)
Peau saine Non encrée/Encre bleue/noire/verte 4/2/2/2 10
Mélanome primitif cutané Nodulaire/SSM 3/3 6
Exérése élargie négative 8
(mélanome)
Curage négatif (mélanome) 4
Metastase: ganglionnaire Ganglion/Ganglion sentinelle 417 1"
(mélanome)
Métastase non ganglionnaire Sous-cutanée/cérébrale/pulmonaire 8/1/1 10
(mélanome)
Ganglion négatif (mélanome) Ganglion/ganglion sentinelle 1/3 4
Tumeur de Merkel primitive 2
Métastase ganglionnaire (Merkel) 1
Ganglion négatif (Merkel) Ganglion /ganglion sentinelle 1/1 2
Exérése élargie négative (Merkel) 2
Carcinome basocellulaire Polymorphe/superficiel 4/1 8
Micro-nodulaire/nodulaire 1/2
Carcinome épidermoide In situ/micro-invasif/infiltrant/kératoacanthome| 2/3/3/1 9
Metasta_se non’g_angllor?_nalre Sous-cutanée/cutanée 2/1 3
(carcinome épidermoide)
Métastase ganglionnaire y
(carcinome épidermoide)
Exérése élargie normale
: ey . 2
(carcinome épidermoide)
Naevus Composé/dermique/bleu 4/1/1 6
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SERMENT D’HIPPOCRATE

En présence des Maitres de cette faculté, de mes chers condisciples et devant l'effigie
d’'HIPPOCRATE,

Je promets et je jure d’étre fidele aux lois de 'honneur et de la probité dans I'exercice de
la Médecine.

Je donnerai mes soins gratuitement a l'indigent et n’exigerai jamais un salaire au dessus
de mon travail. Je ne participerai a aucun partage clandestin d’honoraires.

Admis dans l'intimité des maisons, mes yeux n’y verront pas ce qui S’y passe ; ma langue
taira les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas a corrompre les moeurs,
ni a favoriser le crime.

Je ne permettrai pas que des considérations de religion, de nation, de race, de parti ou de
classe sociale viennent s’interposer entre mon devoir et mon patient.

Je garderai le respect absolu de la vie humaine.

Méme sous la menace, je n'admettrai pas de faire usage de mes connaissances
médicales contre les lois de I'humanité.

Respectueux et reconnaissant envers mes Maitres, je rendrai a leurs enfants l'instruction
que j’ai regue de leurs peres.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres si j'y manque.
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RESUME

Introduction :

Les éléments chimiques constitutionnels de I'étre vivant sont relativement peu explorés en
Médecine. L'analyse de la distribution des éléments chimiques pourrait permettre
d'acquérir une meilleure compréhension des processus physiologiques et pathologiques.
L'objectif de cette étude était d'identifier la composition chimique de la peau normale et de
tumeurs cutanées grace a la technique d’imagerie élémentaire de spectrométrie sur
plasma induit par laser (LIBS), avec comparaison a I'histologie standard.

Matériels et méthodes :

Cette étude préliminaire rétrospective concernait des patients pris en charge au CHU de
Grenoble. Les patients ayant bénéficié d'un prélévement de peau saine ou d'une exérese
compléte de tumeur cutanée de diagnostic certain et de présentation histologique typique
ont été inclus (mélanome, métastase sous-cutanée de mélanome, tumeur a cellules de
Merkel, carcinome épidermoide, carcinome basocellulaire, naevus). Les comptes-rendus
médicaux ont été étudiés pour recueillir les informations nécessaires a l'analyse. La
cartographie LIBS a tout d'abord été réalisée, puis les images obtenues pour chaque
élément chimique ont été comparées aux lames histologiques correspondantes. Au total,
14 échantillons ont été sélectionnés, et 105 cartographies mono-élémentaires LIBS ont été
éditées.

Résultats :

La peau normale et les tumeurs cutanées sont toutes composées de calcium, sodium,
phosphore, magnésium et zinc. L'intensité de ces éléments varie selon les structures
histologiques.

Nous avons détecté un profil multi-€lémentaire commun a deux métastases sous-
cutanées de mélanome, BRAF muté et BRAF sauvage respectivement : les éléments
calcium, sodium, phosphore, magnésium et zinc sont majoritaires dans les zones péri-
tumorales par rapport aux zones intra-tumorales.

La présence de cuivre autour d'une métastase de mélanome muté BRAF a également été
détectée.

Par ailleurs, nous avons trouvé du magnésium avec un gradient d'intensité dans une
tumeur de Merkel. Dans le tissu adjacent il était diminué voire absent dans les 2
carcinomes de Merkel.

Conclusion :

La cartographie par technique LIBS est une méthode innovante et rapide a mettre en
ceuvre, complémentaire et compatible avec I'analyse histologique. Notre étude a permis
de réaliser la premiere cartographie multi-élémentaire de tissus cutanés humains sains et
tumoraux. Nous avons pu identifier des profils communs a certaines tumeurs. D’autres
cohortes complémentaires plus importantes vont pouvoir étre analysées afin de confirmer
ces résultats.

Mots-clés : LIBS (Laser-Induced Breakdown Spectroscopy), cartographie, multi-
élémentaire, tumeurs cutanées, meélanome, carcinome de Merkel, cuivre, magnésium,
BRAF.
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ABSTRACT

Title : Multi-elemental imaging of human healthy and tumor skin by LIBS :
comparison to standard histology

Introduction :

The chemical elements composing living organisms are poorly explored in Medicine.

The analysis of their distribution could be used to better understand the physiological and
pathological processes. The objective of this study was to identify the chemical
composition of normal skin and skin tumors through the elementary imaging technique
"laser-induced breakdown spectroscopy" (LIBS), with comparison to standard histology.

Materials and Methods :

This retrospective preliminary study involved patients from Grenoble University Hospital.
Patients who underwent a healthy skin sample excision or a complete excision of skin
tumor were included, when their diagnosis was certain, and histologically typical
(melanoma, subcutaneous metastatic melanoma, Merkel cell carcinoma, squamous cell
carcinoma, basal cell carcinoma, nevi). Medical-records were studied to gather information
needed for analysis. First, we performed the elemental maps with LIBS. Fourteen samples
were selected, and 105 mono-elementary LIBS maps were edited then compared with
standard histological analysis.

Results :

Normal skin and skin tumors were all composed of calcium, sodium, phosphorus,
magnesium and zinc. The intensity of elements varied according to the histological
structures.

We detected a multi-elemental pattern shared by to two metastases of subcutaneous
melanoma, BRAF mutated and BRAF wild type respectively: the elements calcium,
sodium, phosphorus, magnesium and zinc were mainly in peritumoral areas compared
with intra-tumoral structures. The presence of copper in surrounding areas of a mutated
BRAF melanoma metastasis was also detected.

We found magnesium with an intensity gradient in a Merkel cell carcinoma. It was reduced
in the dermis and absent in the sub-cutaneous tissu of the 2 Merkel cell carcinomas.

Conclusion:
The elemental mapping with LIBS technology is an innovative and easy way to implement,
complementary and compatible with histological analysis. Our study produced the first
multi-elemental maps of tumors and healthy human skin tissues. We were able to identify
common patterns in certain tumors. Other additional cohorts will be analyzed to confirm
these results.

Key-words :
LIBS (Laser-Induced Breakdown Spectroscopy), multi-elemental imaging, skin tumors,
melanoma, Merkel cell carcinoma, copper, magnésium, BRAF.
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