Evaluation de 5 marqueurs
diagnostiques sur 712
neoplasies neuroendocrines
de 10 sites anatomiques
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INTRODUCTION \

> Les néoplasies neuroendocrines (NEN) sont des tumeurs ubiquitaires

> Incidence faible mais prévalence éleveée

Thymus < 1%
Broncho-pulmonaire 25,3%
(Esophage < 1%

Estomac 15%

Duodénum 4%

Pancréas 15%

Jéjunum - Iléon 15%
Caecum 2%

Appendice 15%

Colon 1% Modlin et al. Cancer 2003; 97:934
Rectum 10%
Génito-urinaire

Classification des NEN selon la différenciation et la prolifération

Peu différenciée




INTRODUCTION

Le diagnostic morphologique de NEN peut étre difficile:

» En cas de forme peu différenciée
> Dans certaines localisation ou les diagnostic différentiels sont multiples,
notamment dans le pancréas

===) Les criteres immunohistochimiques sont essentiels: confirmation de la
nature neuroendocrine de la tumeur par 1 a 2 marqueurs (selon la localisation
anatomique) de différenciation spécifiques :
% Marqueurs utilisés en routine: Chromogranine A, Synaptophysine, CD56

% Emergence de nouveaux marqueurs: Chromogranine B, INSM1

—==) S’y ajoutent de nouvelles difficultés diagnostiques du fait:

o de la moins bonne performance de certains clones du méme marqueur
immunohistochimique (chromogranine A, largement utilisée en routine

o de la faible spécificité de certains marqueurs (synaptophysine, CD56)



INTRODUCTION

Chromogranine A, tous les clones ne sont pas équivalents!

Assessment Run 53 2018 3 .
7 études depuis 2003

NordiQC Chromogranin A (CGA)
https://www.nordigc.org/
Participation
Number of laboratories registered for CGA, run 53 306 \
Number of laboratories returning slides \| 296 (97%) /

Table 1. Antibodies and assessment marks for CGA, run 53

Concentrated antibodies N Vendor Optimal Good  Borderline Poor Suff.t (S;;stz
mAD - 3 Leica 0 0 2 1 - -
maAb clone DAK-A3 32 | Dako/fAgilent 1 3 19 9 < 13% -

1 Abcam

2 Biogenex

1 Bio SB

40 | Cell Marque

3 Diagnostic Biosystem

1 Hybritech
mAb clone LK2H10 7 Immunologic 54 20 4 3 H 91% | 97%

1 Invitrogen

2 Millipore

1 Monosan

1 Progen

19 | Thermo Fisher Scientific

2 Zytomed Systems GmbH
maAb clone PHES 1 Unknown 0 0 0 1 - -

8 Biocare Medical
maAb clones 1 Invitrogen
LK2H10+PHES 11 MNeoMarkers 12 8 1 0 95% 4%

1 Thermo Fisher Scientific
rmAb clone SP12 1 Thermo Fisher Scientific 0 0 0 1 - -
pAb AD430* 22 Dako/Agilent 5 11 3 3 73% -
pAb 18-0094 1 Invitrogen 0 0 1 0 - -
pAb RB-9003 1 MNeoMarkers 0 0 1 4] - -




INTRODUCTION

Chromogranine A, tous les clones ne sont pas équivalents!

) Assessment Run 53 2018

(B ) .
NOFdIQC Chromogranin A (CGA) études depuis 2003

https://www.nordigc.org/
Participation
Number of laboratories registered for CGA, run 53 306
Number of laboratories returning slides 296 (97%)

2017/, 33 centres en France

ASSOCIATION FRANCAISE D'ASSURANCE QUALITE EN ANATOMIE PATHOLOGQUE

Résultats similaires sur des néoplasies neuroendocrines pulmonaires

Monosan
Progen
Thermo Fisher Scientific

Zytomed Systems GmbH
mAb clone PHES Unknown 0 0 0 1 -

Biocare Medical

b ok
Rl =R R R

e eones e 2| s 1 o (o | o
Thermo Fisher Scientific
Al n el Thermo Fisher Scientific 0 0 o 1 -
22 | Dako/Agilent 5 11 3 3 < 73%
pATTo=-0¢ 1 Invitrogen 0 0 1 0 -
pAb RB-9003 1 MNeoMarkers ] ] 1 ] -




OBJECTIFS DE L’ETUDE

o Comparer la performance diagnostique des deux clones de la
chromogranine A : DAK- A3 et LK2H10

o Evaluer et comparer la performance diagnostique :

» Des « nouveaux marqueurs »: Chromogranine B, INSM1

> Par rapport aux marqueurs immunohistochimiques utilisés en routine:
Chromogranine A, Synaptophysine, CD56

Pour établir le diagnostic de néoplasie neuroendocrine de 10 sites
anatomiques (thymus, poumon, tractus digestif, peau, tractus génital)



MATERIEL & METHODE

/ 1120 patients inclus \

Diagnostics différentiels. n= 408

Méoplasies neuroendocrines, n= 712
» ADK n=33

« Poumon  EPI n=31
Thymus n=11
+ Poumon n=126 *ADK n=126
. Pancréas -TSPP n=29
“CCAn=23
» Pancréas n=169 *C5n=15
* Foie n= 40 _ »CHC n=18
~ Métastases hépatiques n=81 . Foie
“ CK n=38

= Autres NEN digestives* n=200
* (Esophage- Estomac- "ADKn=73

Tractus genital** n=24 Colon - rectum
“EPI [oesophage)

Carcinomes de Merkel n=61 ~
n=22

ADK= adénocarcinome- EPL: carcinome épldermaide- TSPP: tumewrs
solide et pseudo papillaire- CCA: carcinome & cellules acineuses- C5:
eystadénome séreux- CHC: carcinome hepatocellulale- CK:
cholanglocarcinome

*{Esophage, ducdénum, estomac, grale, colon,

rectum
5 ulve, ool utérin, utérus, ovaire



MATERIEL & METHODE

1120 patients inclus

/ \

Meoplasies neuroendocrine:, n= 712 Diagnostics différentiels. n= 408

» Poumon

Thymus n=11
Etude multicentrique:

Hopital Beaujon (Clichy)
Hopital Bichat (Paris)
Institut Gustave Roussy (Villejuif)

Hopital Marie Lannelongue (Le Plessis Robinson)

VV VY

(Esophage- Estomac-
Colon - rectum

*ADK n=73

Tractus génital** n=20

“EPI [oesophage)
n=22

Carcinomes de Merkel n=53

ADK= adénocarcinome- EPL: carcinome épldermalde- TSPP: tumedrs
solide et pseudo papillaire- CCA: carcinoime & cellules acineuses- C5;
eystadénome séreux- CHC carcinorme hépatocellul e CK:
cholanglocarcinome

*(Esophage, ducdénum, estomac, gréle, colon,
recturm
** Vulve, col utérin, utérus, ovalre




MATERIEL & METHODE

Les 5 marqueurs immunohistochimiques suivants ont été testés:

Chromogranine A

Chromogranine A
Synaptophysine

CD56

Chromogranine B

INSM1

LK2H10

DAK- A3
27G12

CD564

Poly

A-8

Abcam

DAKO
Novocastra

Novocastra

Novus

Santa cruz

Double lecture immunohistochimique sur:

- Biopsies

1/500

1/200
1/100

1/50
1/800

1/50 ov

- TMA (Tissu Micro Array, bloc multi-tissus) établi a
partir de piéces opératoires (3 a 4 spots pour chaque patient)




MATERIEL & METHODE

Etablissement d’un score immunohistochimique pour chaque marqueur

,,
™

e §o .

Score 0: 0%* Score 1: < 10%* Score 2: 10 a 50%*  Score 3: > 50%*

N/ /

NEGATIF POSITIF

* Pourcentage de cellules tumorales marquées
Exemple du marquage par la chromogranine A, clone LK2H10, NEN pancréas, x 200



RESULTATS

Chromogranine A, les clones ne sont pas tous équivalents !

Néoplasies neuroendocrines n=463

*k*k

CJ NEGATIVE
Bl POSITIVE

% de cas

Clone de Chromogranine A

Sensibilité du clone LK2H10 ( 83%) > DAK-A3 (71%)

Marque Abcam

» Thymus n=11

» Poumon n=106

» Pancréas n=135

 Meétastases hépatiques n=48
* NEN digestives® n=87

* Tractus genital n=4

~ Rectum n=29

* Carcinome de Merkel n=43

*(Esophage, duodénum,
estomac, gréle et colon



Chromogranine A, les clones ne sont pas RESULTATS \
tous équivalents !
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Deux cas de néoplasie neuroendocrine
du pancréas, x200




RESULTATS

Chromogranine A, les clones ne sont pas
tous équivalents !

Le clone LK2H10 est plus sensible (83%) que le clone DAK-A3 (71%)

Le contréle positif sur la lame doit étre une coupe d’appendice et non un
fragment de tumeur neuroendocrine trés positive avec le clone
chromogranine A « maison »




Chromogranine B dans les RESULTATS
néoplasies neuroendocrines

rectales: données connues... Néoplasies neuroendocrines rectales, n=47

*k*k

100__ 3 négatif
Sensibilite: 80 & posit
Chr A abcam = 34% o
Chr B = 91% S 607
; 40-
20—
La chr B est plus sensible que la

chr A dans le rectum

Méoplasies neuroendocrines rectales

“ Rectum (n=47)




RESULTATS

Chromogranine A versus chromogranine B dans les carcinomes de Merkel

Carcinomes de Merkel, n=53

**k%*

100-
" SE— [ NEGATI

80 Bl POSITIV

% de cas

Carcinome de Merkel, x120 v Q

Carcinomes de Merkel

La chromogranine B est tres peu exprimée dans les carcinomes de
Merkel

Carcinomes
= de Merkel
(n=53)




RESULTATS

La chromogranine B a-t-elle un intérét en dehors des lésions digestives b

Néoplasies neuroendocrines (sauf rectum et Merkel), n=576
87% 89%

MNEN Chr A ws chr B sans le rectum ni Merkel 100_
Total n=576
. 80 ) NEGATIVE
_ Thyrmus n=11 i
0 B POSITIVE
» Poumon n=125 ® 60_
(&)
q) -
_ ©
= Pancréas n=167 © 40—
* Foie n=40 e i
~ Méta hép NEN pancréas n=63
- 204
* MEN digestives® n=150
* Restotrrredr— A
* Tractus génital n=20 0-
~—Eareirarmedetiterkel n=53
7
‘G . &?“ J
sophage, duodénum, C}\ O‘Q

estomac, gréle et colon

Les chromogranines A et B ont une sensibilité comparable en dehogs des lesi
digestives basses et cutanées




Spécificité de la Chromogranine B RESULTATS
dans les |ésions pancréatiques
neuroendocrine-like?

Expression de la Chr Adans le p

100 —
80
Expression de la Chr B dans le pancréas n=357 60

40

% de cas

100-
4 0 | —
80~ 3 NEGATIVE Ry
g B POSITIVE vy
Sensibilité dans le pancréas g %7 N
Chromogranine A:92 % S 40 @e"‘&
Chromogranine B: 94 % S <
Spécificité dans le pancréas 20'_
Chromogranine A: 99,5 % 0-

Chromogranine B: 79,5 %

&
Q\éo‘
é@o Pancréas: Chr A vs chr B
n=357
&
\é}(\ « Pancréas NEN (n=167)
O'Zr
~ TSPP (n=29)
* Cyst sér (n=15)
“ CCA (n=21)
La chr B est moins spécifique dans les lesions S——

pancréatiques




Spécificité de la Chromogranine B RESULTATS
dans les |ésions pancréatiques

neuroendocrine like? Expression de la Chr B dans le pancr

c
|

100+
80
Expression de la Chr A dans le pancréas n=357 60‘

40

1oo _
I_H \Hr: NEGATIVE 07

i Chr A abcam

% de cases

PREY IREY PR QU PR
’t' »

o~

AvschrB

e dans 90% des TSPP X100

Q:_o’b' o « Pancréas NEN (n=167
&
N
\0
O’b » TSPP (n=29)
* Cyst sér (n=15)
* CCA (n=21)
La chr B est moins spécifique dans les lésions DK 1125

pancréatiques




INSM1, nouveau marqueur neuroendocrine ?

Facteur de transcription (/Insulinoma Associated Protein 1)
Localisation nucléaire

Exprimé :

- dans les tissus embryonnaires subissant une différenciation neuroendocrin
- dans le pancréas par les cellules endocrines des ilots de Langerhans
- dans l’estomac par les cellules entérochromaffines

Dans la littérature...

TNE ORL
(n<100)

g see BT gy 4 FVTNNG IS
E. s e’ L TNE poumon (n=346 )
o . : ‘e % :.
' @ ® » - e A
el e 9% A o o:'.:. o TNE pancréas (et métastases hépat
e a0, (n<50)
N Lang, w .'.. - b
- ? o a R . - - » & ve P
P b. -~ - S, & o~ ® )
2 oR S P & : e b TNE col de I'utérus (n<50)
- Ly ¥ P +
PR AR ';5» o . ’ & TNE prostate (n<50)
> » .' . ... i wl, ‘. »
' ngr it ® 08 Wy * SN Carcinome de Merkel{(n<50)



INSM1, nouveau marqueur neuroendocriné ?

Tumeurs de la cavité thoracique, n=267

Chromogranine A, clone

a

TABLE 1. Expression of Neuroendocrine Markers

n/N (%)
Tumor INSM1 Synapto Chromo CD56 Any Traditional
High-grade NE
SCLC 37/39 (94.9) 24/39 (61.5) 19/39 (48.7) 21/30 (70) 29/39 (74.4)
LCNEC ‘ 14/23 (60.9) 11/23 (47.8) ‘ 14/23 (60.9) 18/23 (78.3)
Low-grade NE
Atypical carcinoid 18/18 (100) 18/18 (100) 18/18 (100) 15/18 (83.3) 18/18 (100)
Typical carcinoid 23/23 (100) 23/23 (100) 23/23 (100) 18/18 (100) 23/23 (100)
Paraganglioma 8/8 (100) 8/8 (100) 8/8 (100) 8/8 (100) 8/8 (100)
(EZ-ZA 2/61 (3.3) 4/61 (7.0) 1/61 (1.6) 3/61 (4.9) 8/61 (13.1)
SqCC 4/95 (4.2) 1/95 (1.1) 0/95 (0.0) 7/95 (7.4) 7/95 (7.4)

Chromo indicates chromogranin; NE, neurcendocrine; Synapto, syanptophysin.

Sensibilité
INSM1 (96.4%) >> Chromogranine A (71.2%) surtout dans les NEC

Spécificité
INSM1 (96.2%) < Chromogranine A (99.4%)




RESULTATS \

INSM1, nouveau marqueur neuroendocrine?

Sensibilité
Lésions neuroendocrines toutes localisations/différentiation/grade, n=533

. Chr A abcam

B LB CRIA N \w"““ 4""
AL 4 ””"?.v,,s, o gy

"h‘ I ?\\ '0 #
g‘j:;y‘é‘\.i‘!‘:.* .‘\. B '(‘V“a ‘%é" ﬂ‘ q W m‘
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?’} 4 ’45‘0\0' 'a & . %-l.'o Jé::‘?é -
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/-“ ‘ Chr A ab = 83% ‘

INSM1 dans une NEN colique, x200

Synaptophysine=|| CD56 =
93% 567%




RESULTATS \

INSM1, nouveau marqueur neuroendocrine?

‘({ :;ﬁf’i .. i A

Néoplasie neuroendocrine du pancréas, x 200

Tumeurs neuroendocrines toutes localisations, n=533

CHROMO A + CHROMO A-]  TOTAL
INSM 1+ 386 436
INSM1- 69 28 97
TOTAL 455 78 533

INSM1 pourrait étre un bon
complémentaire dans les ¢




RESULTATS \

INSM1, nouveau marqueur neuroendocrine?

ARSI 3 g
»‘;bf" .\ \--T_

Attention, INSM1 est peu spécifique dans l’cesophage

ou elle est exprimée dans les carcinomes épidermoides
‘ ChrAabcam

Synaptophysme s

86% de cas
INSM1+

i?,}




RESULTATS \

INSM1, nouveau marqueur neuroendocrine?

Specificite INSM1 (hors cesophage) = 99,4 %  Specificité Chr A=99 %

Synaptophysine = 88%

Attention, INSM1 est peu spécifique dans l’cesophage
ou elle est exprimée dans les carcinomes épidermoides

hr A L %
| Chr A abcam —_— ?Z |N5N_\_1 - g 1 35%de cas
A INSM1+

Synaptophysme

Qe L oD,

.|\o if

v




RESULTATS \

INSM1, nouveau marqueur neuroendocrine?

Et selon le grade/differenciation ?

Néoplasies neuroendocrines, n=541

DIFFERENCIATION GRADE % NEN ChrA + % NEN INSM1+

bien différencié G1 91,67 81,07
G2 91,07 83,33
G3 83,33 82,14

peu différencié 55,43

Meilleur performance d’INSM1 dans les tumeurs neuroendocrine
différenciées, toute localisations confondues




Take Home messages

Immunohistochimie dans les néoplasies
neuroendocrines:; des nouveautés ?

- Chromogranine A: se méfier du clone ! (sensibilité LK2ZH10>DAK-A3)

Nouveaux marqueurs:

- Chromogranine B: tres sensible mais pas toujours tres spécifique

- INSM1.: tres sensible et spécifigue
Mise au point parfois plus ardue

< Excellent marqueur complémentaire
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