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Anatomie et histologie du pancréas
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Anatomie et histologie du pancréa
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Epidémiologie du cancer du pancréas

Tendances des taux de mortalité par cancer et par sexe aux Estimation de la mortalite liée aux principales
Etats-Unis de 1930 3 2019 causes de deces par cancer en 2030
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Pronostic
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o Pronostic tres défavorable
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Année de diagnostic Stratification ? Biopsie pré-thérapeutique ?

Données INCa, 2020



Stratification du risque

Stadification TNM
=>» cTNM (imagerie) ou)
=» Conditionne 'accés a une résection
=2 pTNM (sur piéce opératoire, meilleure

Marge de résection pour les 20% opéres

Survie a 5 ans

M+

1-2%
Localement avancé (Stade lll) 10%
Opérable (stade | et ll, rarement stade Ill) | 15-20%

&

Nécessité de rechercher d’autres approches pour une meilleure

20% opérables

stratification applicable en situation néo-adjuvante



»90% des cancers sont
des adénocarcinomes
canalaire (ADC)

»simplification du modeéle
en se concentrant sur ce
type histologique

1

i Adenocarcinoma (> 90%

s

Percent survival (%)
8 8

o
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-  Adenocarcinoma HR = 1

~= PNET HR = 0.23, P < 0.001
- |PMN HR = 0.82, P < 0.001
- MCN HR = 0.32, P < 0.001

Adenosquamous HR = 1.02, P = 0.693
e g — SPT HR = 0.04, P < 0.001
e R — Acinar HR = 0.42, P < 0.001
Neuroendocrine tumor (< 10%) # P— SQUQmous HR = 127. P < 0.001




|’'adénocarcinome canalaire

Volume tumoral constitué de cellules tumorales et d’'une importante reaction
stromale composée de fibroblastes associés au cancer (CAFs), cellules
immunitaires, fibres collagenes
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Microenvironnement du cancer du pancréas

* Implication de cette réaction stromale dans la résistance .

au traitement @@
Antigen- /‘ o~

ECM _presenting CAF ——

s
7

production

* Réle des CAF dans la croissance tumorale, la suppression
immunitaire et la dissémination métastatique

* Hétérogénéité des CAFs

. . . . . Macrophage
* Interaction avec le compartiment immunitaire

| 7
—~ Myofibroblastic

Monocyte GAF

Une meilleure compréhension des
meécanismes régissant les CAFs serait utile

A . o . Chemokine Stroma
CXCL12-CXCR4 inhibition * Anti-FAP Ab (sibrotuzumab)
pour identifier de nouvelles cibles

* CART cells against FAP* cells

* SHH inhibitors (saridegib, vismodegib)
<€ ---%» Paracrine interactions * Multi-MMP inhibitors (marimastat,
tanomastat)

thérapeutiques et trouver des stratégies pour
reprogrammer le micro-environnement <> Celbeellinteractions 2ieloniders FRghic)

tumoral (TME). W Jin Ho et al. 2020



Oncogénese de 'ADC du pancréas

PanIN-1
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Classifications moléculaires

Classifications

Origin

Moffit et al.: n = 206; microarray (145 primary and 61 metastatic)

. i Basal-like

* Median cellularity unknown
* Validated using RNAseq in 15 + 40 PDXs and cell lines o
* Transcripts found in normal pancreas and stroma 1
excluded from analysis %., Alailaia it
%
Primary tumors TCGA n=150; primary PDAC 2
M:‘::rn:s + Median cellularity unknown %
Classical weight * Mo histological variants %,
Basatweant ([11L 1 L1110 I * Median cellularity 33% Basal-like =
stroma suotype | EENI TN TN T O B T O T S A T
R —— ]
Wbl ] Collisson et al.: n = 85; primary PDAC
b AR i * Microdissected epithelium
* Mo histological variants
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g W ‘ Il l:’,‘;* V) € 06} * n =87 (RNAseqg); all >40% cellularity I
ol LT I R D ] 8 | *n= 261 (microaray) g
o] o e N 0 R LT Yt § median cellularity 30% v
el T (00 B B h 5 04
10§ ) 1 e |
sreodlydet UL IR ALY Mo "“‘ " S s % %
TFF3 A | | i | &= A
s KUY ll kAl s
CLRN3 [} | 0.2¢ 7] (al
2 R e R -5.; it i Puleoetal:n =309 ( Desmoplastic ) %
REG items | i - ‘ : 0.1} = Primary PDAC | “.‘% Pu N |
W Aot * Farmalin-fixed, Stroma Activated | = .
c L 0 " " " " " ~ dass1Ca aA551C4a epithelium
Wl cosseal e 0 10 20 30 40 50 60 paraffin-embedded 5 'i
S
=

B Basal-like = - §
. — g
Moffit et al. 2015 .
Immunogenic Pure Classical
Progenitor Pragenitor Exocrine-like?
Classical-Progenitor ADEX

Coliteux
Peu de matériel sur biopsie
Bulk

o Classical-Pancreatic
Epithelial subtypes

Harmonized nomenclature

( MNormal stroma ) (Acti-.rated stmma)

Stromal subtypes



SALL4

* Facteur de transcription

* Kroemer et al. 2018 montrent I'immunogeénicité de SALL4 et identifient
deux peptides comme cibles pc_)tentlellesl||oour la médecine personnalisée
(cancer germinal, gastro-intestinal et myéloide)

* Protéine conférant la pluripotence aux cellules souches hématopoiétiques.
e Détectable par immunohistochimie (IHC) dans les cellules germinales

» Utilisée par les pathologistes pour diagnostiquer les cancers germinaux



Sélection de marqueurs in silico

Signature liée a SALL4 (Vienot et al. 2023) e

%1'00 24-genes signature
Bases de données transcriptomiques <

§0.50-

§

% 0:251 p=0.0014

80 8160 HR=1.68 (1.22 - 2.32)

I NOX4

PPEF1 Low Time (months)
ITGA11 High Number at risk
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f 4
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Pas de profils mutationnel particulier
Valeur pronostique supérieurs aux classifications (Multivarié)



Sélection de marqueurs in silico

Signature liée a SALL4 (Vienot et al. 2023)
Correlee a une signature fibroblastique et CSCs &
QO
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Sélection de marqueurs in silico

Signature liée a SALL4 (Vienot et al. 2023)
Spécificité
IHC CAFs :
PTK7
- ) HSP47
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MRC5 vs MRC5 + TGF-B (Adeline Bouard)
v' 10ng/ml
v' 7 jours

FFPE cell block from a cytological sample (histogel)

IHC panel:
v aSMA v' LRRC15
v' FAP v’ PTK7
v’ HSP47 v’ SALL4

Numerisation and image analysis




MRC5

MRC5 TGFB




SALL4

LRRC15




Intensité du signal

B Detection results - MRCS FAP.ndpi a X |8
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RNAscope™ SALL4

Two areas of interest
1mm?










Five short survivors
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Marqueurs

pronostiques ?




* Monocentric retrospective observational study

* Patient who had pancreatectomy between 01/01/2000 and 31/12/2017

e Pancreatic ductal adenocarcinoma histologicaly assesed

 Survival
e OS: calculated from the date of surgery to death or last follow-up
. ]EFﬁc' calculated from the date of surgery to the first disease progression, death or last
ollow-up.
* Disease progression was defined as the earliest radiological evidence of neo- plasm
growth after resection



253 patients operated for
pancreatic resection
between 2000 and 2017

Blocs not found in the
archives n =7

Without residual tumor
cellsn=1

Unknown patientn=1
Non adenocarcinoma
tumourn=19

Remaining macroscopic
tumor tissue after
pancreatic resection n=2
Unknown resection statut
n=2

Death within 30 days
following surgeryn=1

v

Eligible for TMA
construction
N =220

At least one exploitable spot
per patient N =217
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Valeurs pronostiques =2 translationnel

« 217 APC, patients opérés entre 2010 et 2017
* Tissue MicroArrays

* Immuohistochimie (IHC) et Colorations spéciales '

CD3 Lymphocyte T
CD8 Lymphocyte T cytotoxiques Cellules immunitaires
CD20 Lymphocytes B
Safran Collagéne de type |
I;?rlijl?se Collagenes de type | & Il Collagene
FAP Fibroblastes activés
a-SMA Fibroblastes activés _
HSP47* Protéine chaperone du collagene Fibroblastes
LRRC15* Protéine meésenchymateuse
PTK 7+ Regulating process in embryonic Eibroblastes et

B-catenin

development
Adhésion cellulaire

Cellules tumorales

------------
------------

............
------------
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RESULTATS

Données brutes standardisées =2 4 sous groupes

Collagenic |mmﬂne Stroma

Mesenchymal ric actlvated
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1.001

0.75

Recurence Free Survival
o
N
o

RESULTATS

Survie Sans Progression

Collagenic
Stroma activated
Mesenchymal

p=0.18

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120
Months

Mumber at risk
77 35 19 13 10 9 8 6
69 37 22 16 12 10 9 8
29 17 9 6 5 4 3 2
42 13 10 6 5 4 3 1

oM~
O = =l
O =04%8K

Survie Globale

Overall Survival
o o
%) n
[#2] O

=
o
o

Collagenic
Stroma activated
Mesenchymal

p=0.15

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120
Months
Mumber at risk
77 49 34 23 19 14 12 8 8 5 5
69 58 39 30 21 17 10 8 7 7 6
29 2315 9 8 5 5 4 3 2 1
42 3114 11 8 6 5 2 1 1 1



RESULTATS

SEUILLAGE de la moyenne des mesures des spots pour chaque patient

Seuil optimal selon la méthode du
logrank maximisé pour 'OS

0.0015

0.0010

Analyse
de survie

Effectif

Bas | Haut

0.0005

0.0000
1200

400 800

Mesure



Résulats

Analyse multivariée: survie sans progression

Variable N | Hazard ratio P
cD8 high 159 l Reference

low 57 38— | 1.51(1.09,2.08) 0.01
HSP47 high 68 - Reference

low 148 I—-—| 0.71(0.52,0.97) 0.03
Tumoral B-catenin  high 50 n Reference

low 1686 I—I—| 1.45(1.02,2.08) 0.04

06 08 11204488



Résulats

=» 1 point
=» 1 point
=» 1 point

B-caténine élevée
CD3 élevé
HSP47 bas

Combinaison des marqueurs =2 Score de 0 a 3

Survie sans progression

Survie globale

Score Score
2 0.751 — 01+ _ 0.751 — 01+
7 2
d p < 0.0001 e p < 0.0001
= -
% 0501 D050 oo R
S e
7 (7]
7] >
o (@]
810.25 . 0.254
[
o
+ 1 F | S
0.001 0.001
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
Months Months
Number at risk Number at risk

- 53 9 7 4 3 3 3 = 61 33 18 11 8 B 6

— 77 34 16 8 7 5 4 — 83 67 42 24 16 12 10

= §7 42 25 21 16 15 12 - 72 61 44 38 32 24 16



Gland Forming (GF)
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1371 92

8 60 72 84 95 108
Months

Number at risk
3 39 30 22 19 15
3 3 2 0 0 0

Overall Survival

12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Months

Number at risk
2 2 2 0 0 0 0
1 1 0O 0 O 0 O

=+ Score=0-1+
- == Score=2+
- =+ Score=3+

p = 0.024

48 60 72 84 96 108 120
Months

Number at risk

15 12 9 7 7 6 6
12 8 7 3 3 3 3
26 19 14 12 9 6 4



* Intérét de caracteriser dans les APC simultanement les 3 compartiments
épitheéliaux, immunitaires et fibroblastiques

* Impact pronostique objective pour la premiere fois de HSP47 et confirmé
pour la B-caténine

* |llustration de la faculté des CAFs actifs a créer une matrice défavorable

» Approche tissulaire d’'un panel immunohistochimique sur pieces
opératoires : premier pas vers une applicabilitée sur biopsies ?

« Caractere predictif de cette classification ?






CK7+
CK19+
CK20-
CDX2-
P53+

GF/NGF ?
=» Pannel IHC
= ruban




CHU Besancon - Pathologistes Marie-Paule Algros, Sophie Félix, Chloé Molimard, Marine Abad,
Charlotte Chaouat, Nikolaus Zirganos, Francine Arbez-Gindre, Frédeéric Bibeau, les internes
Tumorotheque Stéphane Maillery, Lucie Bourgeois, Marthe Bigand Oncologues Christophe Borg,
Angélique Vienot, Julien Viot, Marine Jary Chirurgiens Bruno Heyd, Zaher Lakkis Techniciens
Anapath Christophe Bracieux, Sabine Zeller, Moniqgue Guyot UMR Right - Equipe TIM-C &
Plateforme ITAC Adeline Bouard, Jean-René Pallandre, Romain Loyon, Kamal Azgarov, Virginie
Mougey, Laurie Spehner, les doctorants CGFL Valentin Derangere




La Tumorotheque Régionale
de Franche-Comté

Anatomie pathologique — CHU Besancon

CHU Tumorothéque
BESA N'$|:|N ' Réglonale de Franche -Comté



Historigue

e 2005 Structuration AAP DGOS

* Equipement (congélateur, cuve azote, logiciels)
* Personnel
* UF du service ‘anatomie pathologique

e 2009 AAP INCa « promotion de réseaux régionaux permettant l'acces
a une tumorotheque de référence »

* Réseau régional

e 2014 certification Centre de Ressources Biologiques (CRB)



Pourquoi 7

Biologie moléculaire
Objectif sanitaire a visée diagnostic, pronostic ou thérapeutique

— Lymphomes

— Sarcomes

— Tumeurs pédiatriques

— Tumeurs cérébrales

— Tumeurs broncho-pulmonaires (femmes non fumeuses)
— Cancers colo-rectaux (moins de 60 ans)

Objectif scientifique : projet de recherche

— Tumeurs digestives

— Cancers du Sein

— Carcinomes pulmonaires
— Tumeurs cérébrales

— Mélanomes



Mission 1 = sanitaire
* Préserver les échantillons biologiques

e Garantir aux médecins la possibilité de revenir sur ces archives
biologiques

* Conditionne l'autorisation des établissements de santé pour le
traitement du cancer

e Assurer la cryoconservation dans le cas ou elle s'avere étre un
prérequis a la réalisation des examens



Mission 2 = scientifique
 Collections de ressources biologiques (données comprises)

* Recherche en cancérologie (plan cancer)

 Stratégie d’établissement et de consortiums scientifique

* Enjeu important



Aspects reglementaires
art. 1243-4 et 1235-1 du CSP

* Déclaration de collection pour ses propres besoins DC-2014-1234

e Déclaration de collection a des fins de cession AC-2018-1234
e Renouvelable tous les 5 ans
e Bilan d’activité

L . E X
* Autorisations d’export/import |IE-2020-1234 MINISTERE
* Pour chaque destinataire DE UENSEIGNEMENT
* 2 mois de délais maximum SUPERIEUR

e Cellules ministére recherche EL?E LA RECHERCHE

* Valable 5 ans Egalité

Fraternité



Aspects ethique et reglementaire

* RIPH
 CPP
» déclaration de collection en fin d’étude
e Réutilisation

Info + Non opposition
ou

Consentement (génétique constitutionelle)

* Hors RIPH Ou
. i )
recueil dans le cadre du soin Possibilité d’interroger le CPP pour déroger
* pas geste supplémentaire (études rétrospectives, selon pathologies...)
e déclaration de la collection




Données associées

* CNIL
e Données de santé

A caractére personnel

RGPD

* DPO

Meéthodologie de référence MR



Prise en charge d’un
prélevement pour

tumorotheque

Contréle (lame mirroir)




Processus Réception

Congélations 2022

200

150

100

5

o

o

Lymphomes
(suspicion)

Digestif

Cérébral

Foie /
Pancréas

Sarcomes

Seins

Gynéco.

Divers

51



Processus Préparation P

Echantillonnage de tissu

7‘ Requalification
y blocs FFPE
7COPEAUX

Numérisation

et
IHC

Colospé  ‘iff:iaiit I/ nDN/ARN
HES cessesesce
TMA

- 52
Fluides


https://www.google.com/url?sa=i&url=https://www.thermofisher.com/fr/en/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-methods/ihc-troubleshooting-guide.html&psig=AOvVaw3DOQvUHFkusDspG7eNUs-H&ust=1612530339124000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwoTCPjZjOal0O4CFQAAAAAdAAAAABAE

Processus Stockage

Gestion des collections de prélevements GIBERT ADMIN
TumoroteK®
Vous 8tes connecté sur: Il v fide  Adullact  Quitter v1.07
e, . 3 I i
"'ﬂ"' PATIENT PRELE¥EMENT |‘: ECHANTILLON “KAG CESSION 'g‘ ADMINISTRATION

sélectionnez un conteneur : | CONGELATEUR TAMPON [+

‘3 CONGELATEUR Buite : BZ (LTMPHOME) Code adresse
EAMEON 190506002356,102.01.T1.B2.1%
‘A1 [1181] e
o ” et SGL / DPP
01 B1 cerwe 12 [92]
01 Bz ivmeroME [98]
(1 B3 merv 16R [100]
(1 B4 [95]
0 12 [396]
1 13 [400]
1 c2 [1z00]
1 ca [1200]
O ¢4 [1200]
Retour Deplacer les échantillons

Tissus / cellules
Cuve a azote -196° C

ADN
Congélateur -80° C

v',

,'..-..
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Processus mise a disposition
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Processus mise a disposition

Cessions de tissus congelés
2022

Tissu inflamatoires
69%

Divers Sarcomes
2% 3%

55



Valorisation 2022

Enseighement
e Environ 60h ETD hors temps de travail hospitalier
* Diagnostic cellulaire in situ et biostatistiques

Collaborations diverse

* Theses d’universités (UMR1098 : Molimard, Viot, Monnien...)
* Theses exercice (D’Angelo, Mazars, Braunstein, Dor...)

* Master2 (CX3CR1 mCRC, HERYV sein)

Expertise avec I'appuis des médecins pathologistes
* Immunohistochimies

* hybridation in situ

* numérisation de lames

* interprétation

* analyse d’'image

« TMA

Extractions de données (registre, chirurgie digestive, oncologie...)

Publications

T
& _\1
'}.1\.



« Bloco theque »

* Protocoles recherche FFPE

* Suivi rigoureux depuis 2017 (étude de faisabilité, base recherche,
facturation...)

* Application des procédures congélation aux blocs FFPE
* Collections
 Demandes de mise a disposition
* Cession

e Culture qualité qui s’installe dans le pble et le service (tracabilité,
habilitation, recueil des non-conformités, rédaction de mode opératoires
etc...)



Procédure

* Mise a disposition / mise en place de collection

* Formalisation site internet

* Faisabilité => base de données / consentements / éléments technique
* Conseil scientifique (15 jours de délais)

e Contractualisation / MTA selon demandeur



Suivi de I'organisation des tumorotheques

e Bilan annuels

* Données d’activité

* Recensement des collections
Estimation des volumes
Estimation du niveau d’organisation
Qualité des contributions scientifiques

=» Financements

* Aujourd’hui déclaration possible uniguement si certification



La norme NF $96-900

Centre de Ressources Biologiques « filiere tissu » =» Recherche

Maitriser la qualité de I’échantillon

= « confiance en l'outil » pour le chercheur

Standardisation

2014 =» Certification
2017 = renouvellement + extension du périmetre filiere micro-organisme

2020 =>» renouvellement + extension du périmeétre blocs FFPE (et filiere fluide)
2023=» passage norme 1SO20387
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Les acteurs de la recherche au CHU

)

Le centre d'investigation clinique : Inserm La délégation a la recherche clinique et &
CiC1431 4 l'innovation

= UMETh - unité de méthodologie &
- Plateforme DinaMic pour I'évaluation
clinique des dispositifs médicaux &
- SINETIC - soutien investigation clinique
g - Groupe Cochrane cancer du poumon
- Plateforme de neuroimagerie
fonctionnelle et neurostimulation -
Neuraxess [
« Unité de méthodologie et de qualité de « Plateforme de télémédecine &
vie en cancérologie 7 - T hérapeutiques immuno-moléculaires
des cancers et des maladies
inflammatoires : 6 plateformes dédiées

Les plateformes thématiques :

» Le Centre de ressources biologiques 7
(CRB) :
- CRB Tumorothéque
- CRB-Filiére microbiologique &

- Registre des tumeurs du Doubs &




La suite ...

 Tumorotheque = outil

* Aide a la structuration de l'activité recherche du service

e Réserve de sujet (entre autre) liés aux demandes de mise a disposition
* Pas uniguement en cancérologie (traumato, néphro, hépato, gynéco...)

e Congélation « tout venant » vs ciblée et prospectif
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