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Les spectres Raman sont associés au matrisome de la fibrose intratumorale dans
le carcinome hépatocellulaire humain
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Physiopathologie du Carcinome Hépatocellulaire (CHC)

Le CHC survient dans 80% des cas sur un foie fibro-inflammatoire

Lésions chroniques fibro-inflammatoires:
Infections virales
Abus d'alcool
MASLD (Metabolic Dysfunction- Associated Steatotic Liver Disease)
Maladies génétiques (e.g., hémochromatose).

 Lesions CHC
prénéoplasiques

Foie sain Fibrose Cirrhose

Adapté de Pellicoro et al., Nat. Rev. Immun., 2014
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Carcinome hépatocellulaire: hétérogénéité macroscopique
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Carcinome hépatocellulaire: hetérogenéité macroscopique

B  HCC samples 24
Tumor Fibrosis p= =
Edmondson'’s score 0.006 0.56 o S
[ " CD44 0.006 0.66 £
IGFBP5 0.006 0.67 %8 1
ARNm | SOX@ 0.008 0.61 3.
= Ml gpe3 0001 0.75 85 e
N [@PCR)|  LeF 0.002 0.75 g o tomis
& SFRP2 0.001 0.71 §° 1 P=0.005 COL4A1
, {ASOERPD - ————— o | Patients at risk (RI<62 / RI>62) peh
PrOteln KRT19 0'54 0'37 = 181 160 138 e m 96 89 83 55 2 0
| (IHC) [EPCAM 0.96 0.00 o ] S NI
JrieH 0 10 20 30 40 50 60 70
C Heitisamoies | Low Time (months)
= ape B o 10 Désert et al. Int. J. Bioch. Cell Biol. 2016
i [Protein| CcD44 0.018 068 Mebarki et al., Oncotarget 2016
| (He) | LGRS 0.043 059
&

SOX9 0.021 0.74

Matrice Extracellulaire

Stroma tumoral ]
(matrisome)

| | nserm Cox, Nat Reviews Cancer 2021 4



%,
=
o
=
)

=
—
)

al

t

Tumor

Phenotypes —
g

Metabolic Zonation

Nids fibreux : Sous-classes ECM et STEM

10 20

0

-10

-30 -20

-40

Hepatocellular Carcinoma Subclasses

* <PERIPORTAL EXTRACELLULAR
: MATRIX

®
S0oagh $23 8t o Soa

—:10 —éO 0 2|0 40 60
Proliferation / Differentiation

Moderate to weak
differenciation

Désert et al, Hepatology, 2017

ele[SNlIeIEI| (=] Ng et al, Hepatology, 2017

Désert et al, World Journal of Gastroenterology, 2018

5




Introduction Matériels et méthodes Analyse Raman Intégration Raman/Matrisome Conclusion/Travaux en cours

Spectrométrie Raman : Principe

Spontaneous Raman

Diffusion
Rayleigh (1.0)
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* Méthode non destructive
* Fonctionne sur des tissus frais ou congelés
* Haute sensibilité



Objectifs

1. Localiser les régions dans les spectres Raman qui discriminent la fibrose tumorale de haut
grade versus fibrose tumorale de bas grade (HG vs LG)

2. Recherche de la composition moléculaires sous-jacente de I'ECM
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40 échantillons humains

10 CHC avec fibrose de haut grade

10 foies non tumoraux correspondants
10 CHC avec fibrose de bas grade

10 foie non tumoral correspondant




Informations reglementaires

* Avis favorable n° 20-654 du Comité d'évaluation éthique de I'INSERM

pour le projet « The molecular landscape underlying mechanical
forces in the fibrosis nests of hepatocellular carcinomas ».
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Microspectrometer Imaging RAMAN DXR2xi
Histopathology Core Facility
SFR UMS CNRS 3480 — INSERM 018
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Intensité

Spectroscopie Raman : fibrose tumorale

1000

2000
Raman shift (cm-1)

3000

Levels of tumor fibrosis and mean differences :

Tumor fibrosis of low grade

B Tumor fibrosis of high grade
B Not significative
*
B Significative with BH correction at 5% threshold

*Benjamini-Hochberg
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Régions discriminantes dans les spectres Raman entre |la
fibrose tumorale de HG et BG
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Comp 2

0001

Régions discrimi

nantes dans les spectres Raman entre |a

fibrose tumorale de HG et BG

Intratumor fibrosis

LG - HG

PLS-DA model (class plsda) summary
Info:

Number of selected components: 2
Cross-validation: full (leave one out)

Class #1 (BG T)
X cumexpvar Y cumexpvar TP FP TN FN Spec. Sens. Accuracy
Cal 83.11 72.06 7 0 8 1 1.000 0.875 0.938

cv NA NACTZ_ 1 7 1 0.875 0.875  0.875

Comp 1
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Régions discriminantes entre HG et BG(par PLSDA)

PLSDA
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Régions discriminantes entre HG et BG(par Random Forest)

Précision du modele: 0,875
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Objectifs

2. Recherche de la composition moléculaires sous-jacente de I'ECM
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Proteomique quantitative

Hepatocellular
carcinoma (HCC)
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Désert et al (2023), Hepatology 78: 741.
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Intégration Raman/Matrisome (protéomique quantitative)

Low-grade fibrosis High-grade fibrosis
(HCC) (HCC)

Désert et al (2023), Hepatology 78: 741.
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Analyse corre

ative Raman-Protéomique

. 1 Raman spectra
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IR BT SR !rt<cration Raman/Matrisome
Cellules souches cancéreuses dans les nids
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Conclusion

» Les spectres Raman permettent de différencier les nids fibreux de haut
grade de ceux de bas grade.

»Bonne corrélation entre le Raman et la protéomique

»Validation sur une plus grande série de tumeurs en cours (Maélle Guillout
et Anthony Sébillot)



Travaux en cours

O Localiser les régions discriminantes in situ par RAMAN SRS

O Corréler les régions discriminantes avec :
Transcriptome

HSTO-PATHOLOGY
HIGH PRECISION

Signatures P-SHG

Détection in situ des cellules STEM cancéreuses
Immunohistochimie multiplex
Single cell RNA-seq

Quantification de la fibrose intra-tumorale par deep learning
(Maélle Guillout)

O Spatial Transcriptomics (Nanostring) sur une collection de 51 CHC (25 de haut grade et
26 de bas grade).



Travaux en cours

Résultats préliminaires SHG:

A Low fibrotic HCC tumor sample B: High fibrotic HCC tumor sample

Francois Tihao (INSERM, IRSET) ; Denis Rouéde (CNRS, Institut de Physique de Rennes) Foucher et al. (En préparation)
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Travaux en cours

Résultats préliminaires spatial transcriptomics:
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Francois Tihao (INSERM, IRSET) ; Denis Rouéde (CNRS, Institut de Physique de Rennes) Foucher et al. (En préparation)



Travaux en cours
Résultats préliminaires spatial transcriptomics:
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