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> La néphropathie chronique d’allogreffe consti-
tue la cause principale de perte des greffons
rénaux a long terme. Elle peut étre détectée
précocement par des biopsies de dépistage
effectuées de maniere systématique. La clas-
sification usuelle, semi-quantitative, souf-
fre d’'une mauvaise reproductibilité. Diverses
méthodes morphométriques ont donc été déve-
loppées pour quantifier la fibrose interstitielle
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qui caractérise cette néphropathie. Certaines
utilisent la coloration spécifique par le rouge
Sirius. U'analyse d’image couleur par segmen-
tation permet une quantification automatique,
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terme des greffons s’est améliorée, ceci est moins vrai
de leur survie a long terme [1]. La néphropathie chro-
nique d’allogreffe constitue maintenant la premiére
cause de perte des greffons a long terme. Cette entité
aux facteurs de risques multiples, immunologiques et
non immunologiques, conduit a une détérioration pro-
gressive et irréversible de la fonction rénale, associée
a une hypertension artérielle de plus en plus difficile a
controler avec le temps. Certains traitements immuno-
suppresseurs fréquemment utilisés tels que les inhibi-
teurs de la calcineurine contribuent a sa constitution.
La néphropathie chronique d’allogreffe peut étre dia-
gnostiquée de maniére précoce au stade préclinique sur
des arguments histopathologiques, avant I'apparition
des symptomes cliniques qui surviennent tardivement
[2-5]. Ainsi, des biopsies des greffons, réalisées de
maniere systématique a différentes périodes apres la
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précocement cette
néphropathie dont
les caractéristiques
anatomopathologi-
ques restent peu spé-
cifiques : association
d’une fibrose intersti-
tielle (FI), d’une atro-
phie tubulaire, et de
|ésions glomérulaires
et vasculaires [2].
Le terme de fibrose
décrit I"accumula-
tion de protéines de
la matrice extracellu-
laire selon un arrange-
ment spatial fibrillaire
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caractéristique. Il s’agit essentiellement de molécules de collagene
de types | et Ill synthétisées par les fibroblastes sous forme de triples
hélices elles-mémes assemblées en fibrilles [6].

La classification semi-quantitative

Les lésions de néphropathie chronique d’allogreffe ont été classées
par un collége d’experts internationaux réunis a Banff, au Canada [7].
La classification de Banff, appréciation semi-quantitative des Iésions
caractérisant les rejets aigus et la néphropathie chronique du greffon,
permet une comparaison des biopsies entre elles, mais elle est limitée
par la mauvaise concordance entre les observateurs, particulierement
évidente pour les Iésions chroniques. €n effet, les experts en anatomo-
pathologie observent au microscope les lames marquées au trichrome de
Masson et quantifient visuellement leurs données a 'aide des criteres
définis par la classification de Banff. La fibrose interstitielle est marquée
en vert par cette coloration. Cette procédure est une tdche répétitive,
laborieuse et souvent peu reproductible [8-11]. Les valeurs du score
Kappa obtenues a partir des résultats de différents observateurs sont
rarement supérieures a 0,5. €n effet, le critere de fibrose interstitielle est
gradué en fonction du pourcentage de la surface qu’elle occupe dans le
cortex rénal. €tant donné que pour un observateur humain il est difficile
d’estimer une surface ou une intensité moyenne de maniere objective,
les résultats sont approximatifs et sujets a de nombreuses variations,
en particulier aux stades précoces. Différents facteurs expliquent cette
hétérogénéité : la qualité du marquage, le degré d’expertise de I"obser-
vateur et le temps dont il peut disposer, le moment ou "ordre de lecture
des lames. Notons aussi que I’estimation semi-quantitative de la sur-
face de la fibrose ne permet pas un traitement statistique adéquat pour
les biopsies itératives et pour les études cliniques.

Afin d’améliorer la qualité de I'estimation et de permettre une ana-
lyse statistique rigoureuse des données recueillies, il serait nécessaire
d’utiliser une méthode de quantification de la fibrose qui soit objective,

Figure 1. Image de biopsie de rein colorée au rouge Sirius. Le marquage qui

apparait en jaune correspond a de la fibrose.
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fiable, reproductible et exploitable dans une pratique de
routine.

Méthodes morphométriques

Pour les méthodes morphométriques, des stratégies
de comptage de points ont été initialement utilisées
[12, 13]. Elles sont cependant longues et fastidieuses.
Pour pallier cet inconvénient, des méthodes semi-
automatiques assistées par ordinateur ont été dévelop-
pées. Des colorations des collagénes | et |1l de spécifici-
tés diverses ont été utilisées dans la mesure ot ce sont
eux qui sont principalement en cause dans cette Fl.
Nicholson et al. ont développé une méthode semi-
quantitative pour mesurer la fibrose sur des sections biop-
siques dont le marquage immunohistochimique reconnait
le collagéne IIl [14]. D’autres ont mesuré le pourcentage
de FI sur des sections de biopsies marquées par une
solution d’argent-méthénamine par méthode morphomé-
trique [15, 16]. €n effet, le collageéne, les fibres de réti-
culine ainsi que les muccopolysaccharides de la matrice
extracellulaire sont marqués par la méthénamine.

La plupart des auteurs utilisent des tissus colorés par
le rouge Sirius et examinés sous lumiére polarisée [17-
20] ou non [21, 22] afin de quantifier la FI (Figure I).
Ce colorant s’aligne le long des fibrilles de collagéne et
augmente leur biréfringence, ce qui permet de visuali-
ser spécifiquement les collagenes fibrillaires en lumiére
polarisée, notamment les collagenes de types | et Ill.
Cette méthode de coloration est reproductible [19]. La
quantification peut faire ensuite appel au logiciel Image
) développé par le National Institute of Health [19]. Une
autre approche par analyse de texture a été proposée
par Moreso et al. [20]. Ce type de technique permet une
description quantitative de la distribution de particules
réparties au sein d’une image. Sur des biopsies colorées
au rouge Sirius et observées en lumiére polarisée, I’es-
pace interstitiel apparaft sous la forme d’un fin granité
rouge. La quantification repose sur une mesure de la
granulométrie de niveaux de gris: les particules inters-
titielles sont reconnues et quantifiées selon leurs taille,
forme et intensité lumineuse. Cette méthode a Iintérét
de permettre également d’étudier I’atrophie tubulaire et
de calculer le nombre de capillaires péritubulaires.

Ces approches font donc appel a des techniques de
seuillage de niveaux de gris [19, 22] ou d’analyse de
texture [20, 23]. Ces méthodes manuelles ou semi-
automatiques sont cependant souvent longues et peu
adaptées a la pratique de routine; elles se heurtent
aussi a une absence de méthodologie précise, car elles
utilisent des logiciels d’analyse d’image couleur qui
n’ont pas été spécifiquement adaptés a cet usage.



Analyse d’image couleur par segmentation

La technique d’analyse d’image couleur par segmentation permet une
quantification automatique de la fibrose interstitielle [24]. Pour cha-
que biopsie corticale, une section colorée au trichrome de Masson est
acquise soit par un scanner de lames, soit par un microscope motorisé
couplé & une caméra CCD! couleur et & un logiciel spécialisé qui permet
d’acquérir la totalité de la section de biopsie a analyser. ensemble
est contrdlé par un ordinateur et un logiciel spécialisé (Lucia). Ce
dernier permet d’acquérir automatiquement une section entiére de la
biopsie a I'objectif X4 grace a la création d’une image mosaique de
tous les champs parcourus.

Uobjectif est de calculer un index de fibrose, exprimé en pourcentage,
qui est mesuré par le rapport entre la surface de fibrose et celle de la
totalité du cortex de la biopsie. Le calcul de cet index suppose, d’une
part d’extraire les zones de fibrose interstitielle et, d’autre part, de
délimiter la biopsie. Une analyse des couleurs spécifiques de ces deux
entités est utilisée pour les caractériser automatiquement grace a un
logiciel de segmentation d’image (extraction de zones homogénes).
Le procédé de segmentation doit étre robuste face aux divers facteurs
de dégradation qui affectent la qualité de I'image tels que les chan-
gements d’illumination et d’agrandissement, la mise au point et la
qualité des sections histologiques et des colorations.

La coloration par le trichrome de Masson étant la plus répandue dans
la pratique courante, il est utile de se focaliser sur I'analyse des

! Le capteur CCD est une mémoire analogique qui accumule des charges proportionnellement a son temps
d’exposition. Le sigle CCD signifie charged coupled device.

H2

407 376 Pixels 141 158 Colors

Figure 2. Image de biopsie de rein colorée par le trichrome de Masson (A) et sa

représentation dans I’espace couleur HIH2H3 en trois dimensions (B).
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images en couleur. L'utilisation de cette coloration
permet également de quantifier, a la différence du
rouge Sirius, I’accumulation de molécules matricielles
autres que les fibres de collagene ainsi que les zones
inflammatoires qui pourraient influencer le pronostic
rénal [17, 19].

Grdce au trichrome de Masson, la biopsie est marquée de
facon tres spécifique dans une gamme de couleurs limi-
tée. La fibrose interstitielle est marquée en vert-bleu et
le reste du tissu en magenta. Ceci permet de mettre en
place une méthodologie qui consiste a réduire le nom-
bre de couleurs de I'image et a extraire seulement les
pixels dans les teintes vert-bleu. Les données peuvent
donc étre réduites en trois classes d’intérét : le fond de
I'image, la couleur verte de la coloration par trichrome
qui représente la fibrose interstitielle et le reste du
tissu en magenta (Figure 2). Deux aspects sont pris en
compte : la méthode de segmentation elle-méme et
I’espace couleur utilisé pour optimiser le traitement. La
segmentation est réalisée par quantification couleur et
regroupement des pixels en trois classes dans 'espace
couleur: HI1, H2, H3 [25]. On réalise la quantification
couleur en utilisant la méthode de Brun [26] qui réduit
le nombre de couleurs en divisant uniformément I'es-
pace couleur en groupes de couleurs et en fusionnant
ensuite ces groupes en nclasses selon un critére de
moindre carré?. On obtient ainsi le masque des pixels
verts (Figure 3).

Cependant, certains éléments de la biopsie non consti-
tutifs de la fibrose sont néanmoins marqués en vert par
le trichrome : la capsule rénale, les membranes basales
et les glomérules (Figure4). Il est donc nécessaire
de les éliminer du
basale, qui est un
critéere d’épaisseur a I’aide d’une technique de mor-
phologie mathématique qui ne conserve que les zones

résultat précédent. La membrane
élément fin, sera éliminée par un

dont I’épaisseur est supérieure a un seuil préalable-
ment fixé. Uextraction du marquage correspondant a
la capsule est réalisée par des critéres de couleur et de
position. €n effet, la capsule se situe généralement a
I’extrémité de la biopsie et sa couleur est plus intense
que le reste du masque de vert. Enfin, il existe deux
types de glomérules : les glomérules dits normaux et les
glomérules en « pain a cacheter », correspondant a des
glomérules détruits. Ces derniers, de forme circulaire et
d’un vert plus intense sont, comme la capsule, enlevés
automatiquement a I'aide des critéres de couleur et de
forme. Quant aux glomérules normaux, il est intéressant

? Méthode mathématique qui consiste a trouver la « meilleure » droite, celle qui
passe au mieux par les points représentatifs et qui minimise les carrés des écarts
des points représentatifs a cette droite.
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Figure 3. Obtention du masque des pixels verts. Image originale d’une biopsie
colorée au trichrome de Masson (A) et le masque de pixels verts représenta-

tif de la fibrose obtenu apreés analyse d’image par segmentation (B).

de les identifier automatiquement car suivant la pratique admise en
anatomopathologie, une section n'est valide que si elle contient au
moins 7 glomérules.

Uindex de fibrose ainsi obtenu permet donc de bien quantifier I’im-
portance de la fibrose interstitielle avec une bonne reproductibilité
inter et intra-opérateurs. Il faut environ cing minutes pour acquérir
les images et moins d’une minute pour les analyser. Cette technique
a été utilisée pour mesurer le degré de Fl chez des patients inclus
dans un protocole thérapeutique et randomisés pour recevoir apres
la greffe de la ciclosporine a une dose adaptée pour obtenir un taux
sanguin élevé ou bas de cette molécule [24]. Le score de Fl sur la
biopsie réalisée un an apres greffe était en moyenne de 35+ 4 %. Le
diabete ou I'existence d’un épisode d’infection a cytomégalovirus
étaient associés a un pourcentage significativement plus élevé de Fl.
Il n’y avait pas de corrélation entre la dose de ciclosporine et le taux
de Fl dans les groupes randomisés. €n revanche, le degré de fibrose
mesuré par cette technique était corrélé a la fonction du greffon
rénal a moyen terme. Cette technique a été utilisée dans une autre
étude clinique qui avait pour objectif de comparer I’évolution de la

M/S n® 11, vol. 25, novembre 2009

transplantation apres substitution de la ciclosporine
par le sirolimus. Ce dernier immunosuppresseur n’est
pas réputé toxique pour les reins contrairement a la
ciclosporine. Dans cette étude francaise multicentri-
que, les patients ont été randomisés trois mois aprés
la greffe : soit la ciclosporine était remplacée par du
sirolimus, soit elle était poursuivie [27]. La fonc-
tion rénale aprés un an de suivi était meilleure dans
le groupe traité par le sirolimus que dans le groupe
ciclosporine. Des biopsies ont été réalisées chez
121 patients apres un an de traitement. La mesure
automatisée de la fibrose n’a cependant pas montré
de différence entre les deux groupes [28]. Uamé-
lioration de la fonction rénale pourrait étre due a
un effet hémodynamique. Les patients diabétiques,
comme dans I"étude précédente, avaient davantage
de fibrose. La Fl calculée par cette méthode était cor-
rélée a la fonction rénale non seulement au moment
de la biopsie mais aussi a plus long terme.

Microscopie multiphotonique
avec génération de second harmonique

L’étude des collagenes fibrillaires par la génération de
second harmonique (GSH) est un autre type d’appro-
che [29, 30]. Il s’agit d’une extension de la micros-
copie biphotonique a un processus multiphotonique
plus complexe [31]. Limagerie GSH présente I'intérét
d’identifier spécifiquement les collagénes fibrillai-
res sur les biopsies rénales car c’est le seul composé
qui donne ce type de signal dans ces tissus. De plus,
I’absence de coloration assure une excellente repro-
ductibilité de la technique et pourrait faciliter des
approches quantitatives. Cette technique est en cours
d’évaluation pour sa capacité a détecter plus spéci-
fiquement certains types de fibrose sur des biopsies
de greffons.

Conclusion

La quantification précise de la fibrose sur I’examen
anatomopathologique en transplantation rénale est
utile dans le cadre d’études cliniques évaluant de
nouveaux immunosuppresseurs, et tout traitement
visant a ralentir I’évolution de la néphropathie chro-
nique du greffon. L'intérét d’une coloration par le
rouge Sirius est sa spécificité vis-a-vis des collagenes
fibrillaires, en particulier ceux qui sont les principaux
constituants de la fibrose interstitielle. Cependant, ce
type de coloration n’est pas réalisé en routine dans
tous les centres. La microscopie multiphotonique, une
technique particulierement sensible, identifie elle aussi



Figure 4. Correction de I'index de fibrose par I’exclusion des éléments de la biopsie non constitutifs de la fibrose. Les glomérules scléreux (A) (la

fleche montre un glomérule scléreux), les membranes basales tubulaires (B), les glomérules normaux (€) sont reconnus et automatiquement exclus

de 'analyse.

spécifiquement les collagenes fibrillaires. Les principales limitations
actuelles de la méthode sont sa lourdeur et son colit qui ne permettent
pas son utilisation en routine. Ces techniques sont donc plut6t réser-
vées a des études dans le cadre de protocoles de recherche clinique ou
fondamentale.

La méthode de quantification de la fibrose interstitielle par analyse
d’image couleur utilise une segmentation couleur associée a une ana-
lyse de couleur, de localisation spatiale et de forme. Or, les sections
d’'un méme tissu réalisées a différents niveaux peuvent présenter
des lésions variées, ce qui rend difficile I'utilisation des méthodes de
seuillage en niveaux de gris ou de segmentation basées uniquement
sur la texture [26]. La technique de regroupement et de quantification
d’image couleur permet de s’affranchir de ces difficultés et reste fia-
ble malgré les variations des couleurs en rapport avec 'illumination ou
la coloration. U'utilisation simple et reproductible de cette technique
permet de revoir de maniére centralisée des biopsies réalisées dans
différents centres.

A P’avenir, les techniques de quantification de la fibrose interstitielle
pourront étre adaptées et utilisées pour mesurer la fibrose dans les
reins propres et dans d’autres organes tels que le foie ou le poumon. ¢
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SUMMARY

Chronic allograft injury can be diagnosed early at a
pre-clinical stage by its histopathological changes.
Interstitial fibrosis (IF), one of its main histopathologi-
cal features, is currently assessed by semi-quantitative
analysis according to the Banff classification. Subjective
interpretation by the pathologist is the main limi-
ting factor of such a method. Different morphometric
approaches have been used to quantify IF. Point coun-
ting methods have been published but their use is very
tedious. Thus, semi-automatic computerized measure-
ments of IF in biopsy specimens immunostained for col-
lagen Il have been proposed. Most authors used Sirius
Red-stained tissue examined under polarized or non-
polarized light. However, morphometric methods are
time-consuming. Automatic color segmentation image
analysis is a new, rapid, and robust method to quantify
IF on renal biopsies stained by light green trichrome. It
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can be recommended as being reliable and reproducible for routine use.
Methodology based on second harmonic generation microscopy allows

specific quantitative imaging of interstitial fibrosis with high reprodu-
cibility and may bring complementary informations in the future. The

prognostic value of quantitative image analysis might be increased by
techniques addressing the dynamics of fibrosis matrix generation. ¢
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