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Méthodes
contexte

Résultats

Adénocarcinome pancréatique

* Surviea5ans:8,5%

e 2¢me cancer le plus mortel en 2050

*  90% de type canalaire (ACP)

e Abondant stroma fibreux

Pancreatic cancer cells

Quiescent pancreatic stellate cell
Activated pancreatic stellate cell
Cancer-associated fibroblasts
Myeloid-derived suppressor cell
Regulatory T-cell

Fibronectin
Collagen

Ruben Verloy et al, 2020
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Adénocarcinome canalaire du pancréas (HE x100)
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Tumor Microenvironment in
Pancreatic Cancer Pathogenesis

and Therapeutic Resistance
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Mara H. Sherman'* and Gregory L. Beatty™*
'Dey of Cell, Develog | and Cancer Biology: and Knight Cancer Institute, Oregon
Health & Science University, Portland, Oregon, USA; email: shermama@ohsu.edu

*Abramson Cancer Center; and Division of Hematology-Oncology, Department of Medicine,
Perelman School of Medicine, University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania, USA;

email: gregory.bearty@p dicine.upenn.edu
Keywords
pancreatic cancer, tumor microenvir tumor i logy, stroma,

cancer-associated fibroblast

Abstract

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) features a prominent stromal
microenvironment with remarkable cellular and spatial heterogeneity that
meaningfully impacts disease biology and treatment resistance. Recent ad-
vances in tissue imaging capabilities, single-cell analytics, and disease mod-
eling have shed light on organizing principles that shape the stromal
complexity of PDAC tumors. These insights into the functional and spa-
tial dependencies that coordinate cancer cell biology and the relationships
that exist between cells and extracellular matrix components present in tu-
mors are expected to unveil therapeutic vulnerabilities. We review recent
advances in the field and discuss current understandings of mechanisms by
which the tumor microenvironment shapes PDAC pathogenesis and therapy
resistance.

Sherman et al, 2023



Introduction :

contexte

Méthodes

Fibroblastes associés a la tumeur
(CAF)

t

ICrO-environnemen

M

tumoral

Myofibroblastes (myCAF)
Fibroblastes inflammatoire (iCAF)

Fibroblastes présentateurs
d’antigene (apCAF)

Cellules stellaires pancréatiques

Cellules immunitaires

Cellules neuronales

Cellules myeloides suppresseur
(MDSC)

Macrophages associés a la tumeur
(TAM)

Lymphocytes (NK, CD4, CDS,
helper)

Résultats

— Lymphocytes TCD4 (Th1, Th2, Th17)

— Lymphocytes TCD8

Cellules vasculaires

Matrice extra-cellulaire

Proteoglycanes
Collagene
Fibronectine

Tenascin C

Lymphocytes B

— Cellules NK

— Lymphocytes Treg

Conclusion

~

\ * Dendritic cell PAG

ADJACENT
(1) ppacTuMOR ()™ Teetn
4 N
Cancer-associated / Fibroblast
Fibroblast
Activated pancreatic| | « Parli]creatic“
stellate ce!
stellate lcell JAS i
N7
e Tumor-associated + Macrophage
macrophage
. Tumor-infiltrating e Lymphocyle
lymphocyte

= Dendritic cell

J

= =_ Nerve cells

"« Blood vessel cells

) Adipocyte

Pancreatic Adenocarcinoma Invasiveness and the Tumor Microenvironment:

From Biology to Clinical Trials, Meija et al, 2020

Adénocacinome canalaire du pancréas (HE x50)
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problématique Méthodes Résultats Conclusion
2 SN . .
2 ?2;' = Prognostic histological signature
Pat'ents = 4 8 nwh‘\\\* e O . ’ . ’
resected for i@ 8 @ Revue de la littérature : données
© & N : - S . e -
PDAC and mmuno- g 5 ﬁ Q semi quantitatives
e histochemistry 8 &, % — 2 £ ; il A
reé{elvms;tl SoPTEASVge | § [> T 5 & R /\ Reproductibilité inter-observateur
a juvan -5) / Inert, Dormfant & Fibrolytic \\ ,/""7' A A 1
ChemOtherapy E 1 Node 3 (n = 137) 1 Nod:J(n =41) 1 Nod‘el%'lo::':‘;) 1 Nt&‘](n: 12) 1 Nadc\!D(n =36) 1 Node 12/‘:n:53] 1 No>|3(n =1§) m ed Iocre
(ESPAC-Tplus s 1 B\ B\ El B E\
trial) . Bl o e e S s T S e
8 Progression free survival
o Gastroenterology

Mahajan et al, 2018

Objectif principal : caractériser le micro-environnement cellulaire de 'adénocarcinome pancréatique avec des
méthodes de comptage fiables et reproductibles.

Autres objectifs :
- évaluer I'impact de la chimiothérapie néo-adjuvante sur le micro-environnement tumoral
- évaluer I'impact du micro-environnement tumoral sur la survie
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Patients

n=93

Résultats

Groupe
« adjuvant »

| n=45

Groupe
« néo-adjuvant »

| n=48

Courts survivants

Longs survivants

Courts survivants

Longs survivants

(< 3 ans) (>3 ans) (< 3 ans) (>3ans)
n=22 I n=23 n=28 T n=20

| |

| | Longs survivants | | Longs survivants

:F" (3-5ans) :F" (3-5 ans)

} n=6— | n=11

| |

| |

! Trés longs l Trés longs

L_{| survivants (>5 L_] survivants (>5

ans) ans)

n=17[" n=9

Conclusion

Diagnostic histologique “adjuvant”

2
3

Groupe« adjuvant »

. 43-86 ans
. 2001 3 2011

ACP Mucineux

m Mixte

39

m Ampulome

Diagnostic histologique “néo-adjuvant”

2

Groupe « néo-adjuvant»

. 42-72 ans
. 2010 a 2018

ACP Mucineux

41

Mixte Adénosquameux
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Caractéristiques chirurgicales et anatomopathologiques

Patients Effectifs Groupe adjuvant Groupe néo-
(n=93) (n=45) adjuvant (n=48)
Type de résection
DPC/DPT 75 43 32
Ca racterlsthues cllnlques
SPG 18 2 16
Patients Effectifs (n=93) Groupe adjuvant  Groupe néo- Résection veineuse 66 23 43
(hS35) adiiiantinTas) Résection artérielle 33 0 33
AR TEIE 64,5 66 63 Résection RO 46 21 25
Sex Ratio (H/F) 53/40 26/19 28/21 Résection R1 44 21 23
Survie TNM (8&me édition, 2017)
Survie <3ans) 50 21 28 T1 1 0 1
Survie (3-5ans) 17 6 11 T2 26 19 7
T 2 2
Survie (>5ans) 26 17 9 3 4> > 0
T4 21 1 20
CA 19,9 (kU/1) médiane 55,45 143,3 35,6
Nombre moyen de N+ 3,2 3,6 2,8
Grade
Bien différencié 23 12 11
Moyennement différencié 37 22 15
Peu différencié 17 10 7
Grade inconnu/non spécifié 16 1 15
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Immunomarquages utilisés

e [acticorps | cbe ]
L]

Sélection de région d’intérét (3 zones par tumeur) —
CD1a Cellules dendritiques
* Réalisation de 3 punch (6 mm) par tumeur, et intégration dans un — Lymphocytes T
TMA
CDh4 Lymphocytes T CD4
* 12 TMA par cohorte
L. . L . CD8 Lymphocytes T cytotoxiques
* Réalisation de lames H&E ainsi que des immunomarquages :
CD1la, CD3, CD4, CD8, CD163, CD68, FOXP3 CD163 Macrophages M2
* Numérisation et quantification cellulaire de I'ensemble des punchs CDé8 Macrophages
Lymphocytes T Régulateurs

Désarchivage lames Ciblage des régions
+ blocs d’intérét QuPath et par QMS

Réalisation des TMA Numérisation Quantification par
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Processus de traitement

Quantification cellulaire

Punchs (2 méthodes)
Tissue MicroArray

Nypositi f
§ > £ :M»%? s \ e O ‘
©e < |:> : Ty Métrique : nombre de cellules
g S A : gs . Bt e positives par mm?
b wd by o : Vo % b, Estimation surfacique Npositi f
| i (tissu) 5
10 XAtissu

Atissu

Extraction en punchs
avec QuPath [1] et Fiji [2]

[1] Bankhead, P. et al. QuPath: Open source software for digital pathology image analysis. Scientific Reports (2017).
[2] Schindelin, J. et al. Fiji: an open-source platform for biological-image analysis. Nature Methods, 9(7), 676-682 (2012).
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Quantification des cellules positives (Méthode QMS)

QMS : Quantification Morphologique et ratios de Surfaces

Séparation des canaux {R, V, B} en {Hématoxyline, Eosine, DAB} [3]

Conclusion
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[3] Ruifrok A.C. and Johnston D.A. Quantification of histochemical staining by color deconvolution. Anal Quant Cytol Histol. 2001 Aug;23(4):291-9.
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Quantification des cellules positives (Méthode QMS)

Opérations de base : erosion et dilatation morphologiques

es(X)=XoB={z|B, C X}
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Résultats

Quantification des cellules positives (Méthode QMS)

Opération complexes : ouverture et fermeture morphologiques

VB (X)

r

X :

:XOB:5B(€B

B@

¢p(X) = X o B=ep(dp(X

N
B: | | || dp(X) :
N

Conclusion

r

6p(ep(X)) :
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Quantification des cellules positives (Méthode QMS)

Seuillage du signal DAB et filtrage morphologique

Image RVB Signal DAB Signal DAB Signal DAB
seuillage + binarisation morphologie
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Quantification des cellules positives (Méthode QMS)

Détection sur le signal DAB binarisé et nettoyé par filtrage morphologique

Méthodes : technique

R 4 / . )
“ 4 f;, l d
« 2 V@ ey :
i B ? b " . ‘,
V f.ﬁf“’ = Vi
." B / ; . = f 2
’ & % g " ‘ 7 ',:«‘
P Rl PR R R NN Y,
) 1 K "‘*j °
v 5 \d? | I} IRTE 4 5‘
”" . a ;} [ ’ & { \ /8
/ 4 3 5 1 ) ‘
- PSR Vifg s\ y
e Y WY
X s 4 s & {
| 'ls ‘ ’t‘ ) q . M
? ' v 'l ‘ s ,.'1
4% U8R % . A
"B\ N
@ A \
Image RVB

Résultats

Signal DAB binarisé et
nettoyé par filtrage
morphologique

Conclusion
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Détection et quantification
des cellules positives
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Détection des cellules positives (Méthode QuPath)

Module Positive cell detection de QuPath [1]
Séparation {R,V,B} > {Hématoxyline, Eosine, DAB}
Traitement des canaux Hématoxyline et DAB

Segmentation avec algorithme de ligne de partage des eaux

Overlapping objects Distances Separated objects

[1] Bankhead, P. et al. QuPath: Open source software for digital pathology image analysis. Scientific Reports (2017).

Conclusion

B Positive cell detection O
Setup parameters
Detection image Hematoxylin OD
Reguested pixel size 0.5 (f
Nucleus parameters
Background radius ] (f
v | Use opening by reconstruction
Median filter radius 0 (f
Sigma 15 (e
Minimum area 10 Hm*2
Maximum area 400 Hm*2
Intensity parameters
Threshold 0.1
Max background intensity | 2
v | Split by shape

Exclude DAE (membrane staining)
Cell parameters
Cell expansion 5 pm
v | Include cell nucleus
General parameters
v | Smooth boundaries
v'| Make measurements
Intensity threshold parameters
Score compartment Cell: DAB OD max
Threshold 1+ 0.5
Threshold 2+ 0.5
Threshold 3+ 0.5

| Single threshold
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Détection des cellules positives (Méthode QuPath)

Module Positive cell detection de QuPath [1]

Quantification : # noyaux positifs

[1] Bankhead, P. et al. QuPath: Open source software for digital pathology image analysis. Scientific Reports (2017).

Conclusion

B Positive cell detection

Setup parameters

Detection image

Requested pixel size

Nucleus parameters

Background radius

Hematoxylin OD

05

8

»'| Use opening by reconstruction

Median filter radius
Sigma

Minimum area
Maximum area
Intensity parameters
Threshold

Max background intensity
| Split by shape

0

15

10

400

0.1

2

Exclude DAE (membrane staining)

Cell parameters

Cell expansion

v | Include cell nucleus
General parameters

v | Smooth boundaries

v | Make measurements

Intensity threshold parameters

Score compartment
Threshold 1+
Threshold 2+

Threshold 3+
| Single threshold

pm

pm

pm
pm
um*2

um*2

5 um

Cell: DAB OD max

0.5

0.5

0.5
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Estimation surfacique

Conclusion

Image

QuPath : classificateur binaire (pixel thresholder) [1] Name

(Live) Positive 3t

Classify = Pixel thresholder - Create thresholder e ————

(Live) Megative %

(Live) Megative area pm™2

Value
TMA_1_patient_1_punch_2.tif
Image
49.9769
19690398
50,0231
19708588

Résultat : aire en um?

W7 Create thresholder O >
Resolution Full {047 pm/px) -
Channel Average channels -
Prefilter Gaussian -
Smoothing sigma | 5 : 5

Threshold 230 = 230
Above threshold | Negative -
Below threshold Positive -
Regicn Everywhere -
Classifier name Save

easura Create objects Classif

[1] Bankhead, P. et al. QuPath: Open source software for digital pathology image analysis. Scientific Reports (2017).
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Métrique finale

Pour chaque cohorte c, patient p, punch i, marqueur m :

Npositi f (Ca p, 7:7 ’ITL)
1.e.24752

Npositi f (C)paiam)

Métrique(c, p,i,m) = 1O X Aepim)

i.e.118.4m™" /mm?
A(C7 p) i’ m)
i. e. 20912508 pum?
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Movyennes : cellules/mm?, chiffres bruts

QuPath

Moyenne | Médiane | Ecart
Type

CD1a

CD3
CD4
CD8
CD68
CD163

FOXP3

CD8/CD3

CD8/CD4

I

498,12

592,6

260,0

631,1

539,6

52,7

0,57

0,48

I

460,9

540,6

238,3

556,8

511,9

39,7

0,49

0,41

43,6

318,6

353,8

189,9

364,5

302,3

60,3

0,48

0,37

CD1a

CD3

CD4

CD8
CD68
CD163
FOXP3
CD8/cD3

CD8/CD4

I

484,1

712,7

218,4

916,8

526,1

88,1

0,50

0,35

Résultats : comparatif des 2 méthodes

I

436,2

657,7

208,9

797,9

477,8

39,4

0,46

0,29

Moyenne | Médiane | Ecart
Type

82,2

305,9

431,4

146,3

551,9

290,3

218,6

0,38

0,25

1000

900

800

700

600

50

o

40

o

30

o

20

o

10

o

o

CD1a

Conclusion

Comparaison de moyennes

CD8 CD68 CD163 FOXP3
B QuPath mQMS
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1000

800

600

400

200

3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

CD1la

2000

1500

1000

500

1 7 13192531374349556167737985091

e QUPAth e QMS

CD68

1 6111621263136414651566166717681869196

e QUPAth e QMS

Méthodes

CD3

Résultats : comparatif des 2 méthodes Conclusion

CD4

2500
2000
1500
1000

500

1 7 1319253137434955616773798591

1 7 1319253137434955616773798591

e QUPath === QMS

2000

1500

1000

500

e QUPath e QMS

CD163

1 5 9131721252933374145495357616569737781858993
e QUPAth e QMS

2000

1500

1000

500

CD8

1 7 1319253137434955616773798591

e QUPAth = QMS

FOXP3

1 6111621263136414651566166717681869196

e QUPAth e QMS
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Comparaison groupe

* (CD1la:
e (CD68:
e (CD163:

Méthodes

| néo-adjuvant

| 45/mm? (p=0,01)
| 560/mm? (p=0,05)
| 415/mm? (p<0,0001)

800

700

600

500

400

300

200

100

CDla CD3 CD4

Rappel :

- CD1a: cellules dendritiques
- CD68 : pan macrophagique
- CD163 : macrophages M2

CD8 CD68 CD163 | FOXP3

Adjuvant

Néo-adjuvant

Résultats : statistiques

Conclusion

Comparaison survivant > 3 ans | < 3ans

CD3:628/mm?1|447/mm? (p=0,01)
CD4 : 762/mm?1526/mm? (p=0,003)

Comparaison survivant > 5 ans | < 5ans
CD3:576/mm? 1431/mm? (p=0,02)
CD4 : 692/mm? |1 506/mm? (p=0,01)

1.0
q’\\
o 081N CD3 fort
R e CD3 faible
2087 N\
= 04 N [
E . W S
o | 1
0.2 '_‘-_|_|'_L—|—
0.0 -
T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 G000
Temps
Test du log-rank
» Statistiqgue du test ()(2) : 3.9564602115058
+ p-value: 0.0466917915897494
Courbe de Survie
1.0
s
08 i
@ L
E .6 \‘\ e CD8 fort
“ & .
s R . CD8 faible
g 04 A
= 02 e T"‘_|'—|—|
— "
0.0
T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 G000
Temps

Test du log-rank

* Statistique du test ()(2] 1 2.50868632706238
s p-value: 0.11320756424166

1.0
“‘n_‘
o 081 \\-.__ CD4 fort
E ! CD4 faible
3 06 L
8 i L
;0.4 Y e
g LL\_LI o
0.2 |
L I,
0.0 7 T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Temps
Test du log-rank

s Statistique du test (}(23 : 5.4982322053779
+ p-value: 0.019035708024361

Comparaison survivant > 3 ans | < 3ans
CD8 : 289/mm? | 235/mm? (p=0,17)

Comparaison survivant > 5 ans | < 5ans
CD8 :304/mm? | 242/mm? (p=0,16)
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Messages clés

* Nouvelle méthode de quantification cellulaire sur grande surface tumorale : morphologique,

reproductible et personnalisable.

 Amélioration de survie significative des patients avec important infiltrat lymphocytaire (CD3,

CD4) dans un effectif avec une prédominance de cancers localement avancés.

 Démonstration d’une baisse d’expression significative de CD163, CD68 et CD1a apres

chimiothérapie néo-adjuvante.

* Perspectives : exploitation des données completes, recherche de parametres optimaux et

introduction d’un modele d’apprentissage semi-supervisé.
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