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Histopathologie
- Analysemorphologique: gold standard
-IHC IF, HIS
- Biologiemoléculaire

Limitations des techniques

Biologie moléculaire NG
- Absencede contexte spatial

IHC, IF, HIS
- Nonquantitative
- Pbspécificite et sensibilité
- Auto-fluorescence
- Evaluatiorlimitée des biomarqueurs

Histopathologie NG
- Multiplesbiomarqueurs
- Cartographiesnoléculaires et biochimiques
- Corrélation aux données histopathologiques
- Génome transcriptome, protéome




Approche multiparamétrique

Pathologie
Morphologique
Moleculaire
Fonctionnelle
Biochimique
Topographique
Digitale

Quantitative

Cibles
Diagnostic, classifications, hétérogenéité
ADN, ARN, protéines
Voies de signalisation et métabolisme
Lipides, glucides, peptides, protéines
Interactions cellulaires et moléculaires
Imagerie de haute définition

Analyse des data (Imagelkfinieng



Approche multidisciplinaire

Pathologistes, mathématiciens, physiciens, biochimistes,
analystes en imagerie, bioinformaticiens

Technologiesn situ
vectorielles

Technologiesn situ
non vectorielles

To To To To Do o

IHC/IFmultispectrale
RNA FISH/CISH
Immunoligation(PLA)
Nanostringn situ
RNAsequencingn situ

IHC par spectrométrie de mass

A Imagerie par spectrométrie
de masse (IMS)
A Imagerie par OCT




Objectifs

Caractérisatiorsimultanée debiomarqueurs
multiples dans un contexte tissulaire et cellulairg

W

A Multiplexed epitope imaging
@ Lymphocyte 42~ Fibroblast e Stam cell

—— o . D @) (@) Epithetial cal Tumor call Basament
ization Rewiring —alk membrane
Tissue sample g m—— %Macmphage == Endathelial call Stroma
L Y 2
A r 4
ASI:::: ) " A Immune Multiplexed tissue image
Modulation
2]

B Tissue motifs and spatial networks C Patient stratification
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7&1 I/
Selective N | An Abetting Cell state 1 Location Patient group 1 Patient group 2
Proliferative | Microenvi- @ k2 seeeee
= L < ARAREE AR
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Location
state 2 state 3
Patient group 3
Patient data

D Drug target discovery and efficacy E Precision medicine

»
Use (B), (CJ Use (B)
and (D) for and (D)

@ @ = :T?::x? - -ﬁ!?? classification, choosing to assess
B

treatment and prognosis treatment efficacy

Signatures diagnostiques

Classifications — _
Facteurs pronostiques Stratification des patients dans le cadrg

Facteurs prédictifs RQdzyS YSRSOAYS

BodenmillerCellSystem, 2016
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Pathologie et nouvelles imageries moléculaire
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A Complexitdr cm> RQFdzZAYSYy il GA2y
de lames /cas en 10 ans

A

A

Réle déterminant diagnostic, analyses supervisées,
décisions thérapeutiques

Hétérogénéité phénotypiquaumorale:

-diversitégénétique (souslones)

-non génétique (épigénétique, stochastique, hiérarchique,
microenvironnemeny

Conditionspre-analytiquesoptimales
Tissus diagnostic, cellularité, hétérogénéité
Prélevements biopsies préhérapeutiques
Technique artéfacts de fixation, coagulation
Classificationsréactualisation (TNM, WHO)

To Do To To To
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o Io Do P Do Do

Questions

Place des techniques

Application:RNAscopemultiplex
Preuve de concepilanostringn situ, IHC par spectrométrie de masse
Recherche: IMSequencingn situ

Nature des panelgumeur, microenvironnement, systeme immunitaire

Intégration des donnéedioinformatique

Seuils et quantificatiov [ 2I3A0AStas yIFfteaidsS RQAY
Répartition spatiale

Délai de rendu

Cout



TECHNOLOGIES VECTORIELLE

IMAGERIBMULTIPLEX RNASCOPE
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Principe

IM multi-couleur

t £ FGST2NYS | wofigdctraler|a S S
200 lames

FFPE

X 400

Wdza lj dzQt 1T OAO06f Sa
Localisatioret expressiorde biomarqueurs
wkLIARAGS RQlFyIlfeas
Reproductibilité

To Bo Po Po o Do Do I

Multiplexed immunohistochemistry, imaging, and quantitation:
A review, with an assessment of Tyramide signal amplification,
multispectral imaging and multiplex analysis

Edward C. Stack, Chichung Wang, Kristin A. Roman, Clifford C. Hoyt *



1 Marquage multcouleur



Technique opal
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|l ncuber -conuguwe, | 6 HRP

Incubation avec un anticorps pripaire
pour une zzi bl e

an 2 ’1‘! % vfr
Echantillon i o -, ~.;;, ,» 6




La péroxydase catalyse la conversion des molécu

de tyramide en radicaux libres hautement réactifs

Réaction avec le T§A

|l ncuber -conugusy | GHR?D

Incubation avec un anticorps prifpaire
pour une zzi bl e

Echantillon'

les



Les radicaux libres forment des liaisons covalentes jav
tyrosines proches |c

OH OH
? CH, CH,
| |
. g . LI N C/C\N ............. C/C\N .......
Amplification du signal I Il

Réaction avec le T§A

~

|l ncuber -comjugueEy | 60 H

Incubation avec un anticorps prifpaire
pour une zzi bl e

Echantillon'



Dissociation par lahaleurdef QdrifQaire et
secondaireen gardantlesfluorochromesintacts

Dissociation des Anticogps L6 anti cor ps pri mai
et le process est renouvelé avec une
Amplification du sigrfal autre couleur

Réaction avec le T§A

|l ncuber -conugueE | 6 HRP

Incubation avec un anticorps pripaire
pour une zzi bl e

Echantillon'



Microwav& I ﬁ
Treatment%
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****
Tissue Section -
CD20 AntiCD20 (Rabbit) opal 520**
*
AntiCD8 (Rabbit)

Opal 540y
HRPANtiRabbit *
coa A AntiCD4 (Rabbit)l Opal 570 **
l *
PD1

AntiPD1 (Rabbit) Opal 670



2 Imagerianultispectrale



Caméramultispectrale

A AcquisitionR Q A Y avéc8régrandnombre
de longueursk Q2 y($p&ti

A Un fluorophore peut théoriquement
émettre dans plusieurs cubes (spectres
chevauchants)

A Chaque cube de la caméra capte pour
chaquepixel du prélévementtissulaireun
spectreR QS Y Adissodié2 y

Color (RGB) Multispectral




Reconnaissancede la longueur RQ2 Y RS
spécifiquede chaquefluorophore et épitope
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Configure Project

Prepare Images Segment Tissue Find Features Phenotyping Score Export
Prepare the images for analysis Segment the images into different Find features within the imageny Aasign phenotypes to individual cells Score cells based on intensity Save the table data and imagery
tissue categories using thresholds or segmentation thresholds
algorthms
(7)) Manual Tissue Segmentation @ Cell Segmentation @ Phenotyping @ Score
@ Trainable Tissue Segmentation | () Object Segmentation () Skip this step () Skip this step

IIHIIIIIIIIIIIIHIHHIIIf

All projects must contain a Prepare inForm will use hand-drawn training inForm will find cells using ether inForm will assign phenotypes inForm will scare cells based on All projects must contain an Export

Images step. regions to train a tissue finder. The thresholded or algorthmic based on user selected examples. threshold values. step.
image will be seamented by this segmentation.
automated finder.

| Corfigws | [ Cancel




Dapien Hématoxyline

FOnCtiOnBleaChing Fluorescence en DAB

CD4 CD20 CD8 CD68 CK
Opal520 Opal540 Opal570 Opal650 Opal690




Workflow



Préparation du panel

IHCmonoplex Librairie spectrale

tySt aLISOATFAILdzS RQdzy (A a&a( Préparation de la librairie spectrale
Création de lamemonoplex

Sélection des anticorps 1 lame marquée/ pour chaquac

1 lame marquée avec du DAPI

Mise au point des anticorpschromogénique
1 lame sans marquagautofluo)

Titration des anticorps en IF et de la TSA
Acquisition des imagemonoplex
Ajustement des conditions
Intensité 10 a 20
¢ LA RQSELRAAGAZYY pnakmpny
Bruit de fond <10%

Extraction du spectre danmform

Analyse du panel‘

IHC multiplex

Tests positionnels

Attribution des fluorophores (Opal)

{St SOGA2Y RQdzy 2NRNB 2|
Immunomarquagemultiplex

Vérification: crosstalk interférence

Repositionnementsi nécessaire

Acquisition Image Segmentations Phénotypage Scoring Colocalisation

o ko= -
£ 90 15 Blgiindiiebidd %0 1 80




Application Recherche

Cancer du seligystemdymphoidetertiaire



IHCMONOPLEX

Déparaffinage

Démasquage

Bloquage

Incubation dd 6 a n t primaoer p

Introductiondd 6 HR P

TSA Plus (Opal

Dissociation deé 6 pac lachaleur

Coloration et montage

3 couleurs = minimum 7h de run
7 couleurs = minimum 14h de run

Répéteren utilisant differents fluorophores
Etape3 a 7 =2h15par Ac




Same contrast

Individual contrast

Same contrast

Individual contrast

Optimisation du panel

Titration desacprimaires

1:340 1:180 1:60 1:20

Titration desfluorophores

1:600 1:300 1:150 1:50

Préparation de la librairiespectrale

Tests dgoositionnement/ IHCmultiplex




Préparation de la librairie spectrale
IHC multiplex

Préparation de la librairie spectrale Image brute
TR D T e

Units:
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Visualisationmage brute lamentiere
Sdection de PnesR QA V I S NB
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Extraction de ldibrairie spectraledansinForm

i

inForm 2.2
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inForm 2.3.0

1 OljdzA aAGA2Y RS pexai

Image brute CD21DClamp

CD21DClamp CD21DCGlamp CD3 CD21DClamp CD3PNAd
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Application Diagnostique

Cancer du sein/microenvironnement
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Image composite Segmentation tisalaire Segmentation cellulaire

Nearest neighbor from cyto toxic CD8 to PD-L1 pos ceff

B cell:
Cytotoxic T:  yellow
Helper
Regulatory
Epithelial:
Other:

Call Y Position

Cell X Position

Phénotypage cellulaire Scoring Analyse de colocalisation
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Une alternative?
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Principe et workflow

IHCmonoplexséquentielle
IHC standard itérativéddRP/AEC
Numérisationde la lame IHC
12 Ac/ mémelame

HCmultiplex

Image coregistration D

Vw8 b t%"" ~ |

o

2" S
R

oy F

BN e
. : P\

Multiplex
IHC

Alignement des 12 lames numérisé&elIProfiler)
Transfertdes images sumageJ
9 Eid NJ O A Beyhatdrpggr uh &jo®thme deléconvolutionde couleurs
Conversion en échelle de gris
Visualisation multiplex par couleurs artificielles

/

Sequential IHC

mX']z

= | &

\ Antibody stripping

T

Visualization

Tsujikawa et al. Cell report 2017



Lymphoid biomarker panel

Nuclei

PD-L1
CD45

Myeloid biomarker panel

Nuclei
MHC class i

CD66b

PD-L1
CD45

Tsujikawa et al. Cell report 2017



C Analyse des données

ASegmentation cellulaireCytométriemultiparamétrique,CellProfiler)
ASegmentation tissulaire et densité

APhénotypage
CD45* 5 CD3*CD8~
.6 3 05
g
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g4 e S 04
ol 0.3 ad 2
Quantification of 2 $0.35
R 0.24
chromogenic signals s -—)g o
0.1 02 03 04 05 1071 10% '0.10.20.30405
p16 Mean Intensity CD3 Mean Intensity Foxp3 Mean Intensity
Image plot Magnified ™
o
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s
@)
Q.
(5]
S
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C Analyse des données

ASegmentation cellulairedytométriemultiparamétrique,CellProfiler)

ASegmentation tissulaire et densité
APhénotypage

Muclei

Min Median Max
N Mormal

C Cell dens'ni'x %cells!mmz]|

HPV™ HNSCC

HPV* HNSCC 1w ' o

[ Myeloid | Lymphoid

Lymphoid-inflamed (L) Hypo-inflamed (H

Lymphoid cell density

4000

{cells/mm?)

_“:||:

&
*

a—

i}

000 40

00

Myeloid cell density

{cells/mm?)

Tsujikawa et al. Cell report 2017
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Indications

Recherche, Pathologie clinique

Panels diagnostiquesfcrobiopsies TMA)
Hétérogéneite tumorale
Souspopulationstumorales minoritaires
Microenvironement

Systeme immunitaire
populationscellulaires

Statut immunitaire

Interactions intercellulaires

Checkpoints: cellules tumorales et du ME
Statutfonctionnel des CD8

Biomarqueurs pronostiques et predictifs



RNA SCOPE



Principes

Workflow

To To Io )

To To To Do Do To Do Do o)

Résolution spatiale cellulaiclesARNSs
QuantificationR S t QSELINBaaAz2y
Détectionsimultanée de plusieurs genes
Topographie des dotscytoplasmiquet++

Technique

SensibilitY aeadsYS RQIFYLX AT
Spécificité design des sondes

Tissugongelés et FFPE

Résultatgeproductibles

Variabilitéeréduite

Conditiongpré-analytiques tissu

Automatisé BOND RX, VENTANA DISCOVERY
Cibles: > 300 nRNAscopg > 50nt Basescope

ISy Al dzS

A Prétraitement
A Hybridation
A Amplification du signal

x o1 d A aDétection du signal
A Quantification

Fully Automated RNAscope In Situ Hybridization Assays for
Formalin-Fixed Paraffin-Embedded Cells and Tissues

Courtney M. Anderson, Bingging Zhang, Melanie Miller, Emerald Butko, Xingyong Wu,
Thomas Laver, Casey Kernag, Jeffrey Kim, Yuling Luo, Henry Lamparski, Emily Park,

Nan Su, and Xiao-Jun Ma*
Advanced Cell Diagnostics, 7707 Gateway Blvd, Newark, California 94560



Hybridation

Do o Do )

O

Sondes en Z
. FASY aAlS RQKe 0 NRA R25M) 2
Linkerkspacer connecte la base au sommet du Z

Sommet: site de fixation dggé-amplificateurg14 nt)

Hybridation entandem: 2séquences cibles
adjacentes (paires Z2)

Hybridation: 20pairesZZ / cible

Specificité+++ (diminution du bruit de fond)

Linker

Double Z 2
arget Probes

T

Tail-1 Tail-2

Target Recognition Portion

Target mRNA Transcript

X

Non-specific Target




Amplification

T ()

To Do o) Do

0

Amplification

20 pré-amplificationde la partie supérieuredes20
paires ZZ(14 x 2=28nt)

20 amplificateurs pré-amplificateur

20 sondes marquées / amplificateur

Complexe de 20 x 20 x 20 = 8000 molécules/ 1k
Détection

HRPDAB (3 cibles), rougignromogénique
IHCmultispectrale(> 4 cibles)

Visualisation : 1 ARN = 1 dot

Sensibilité+++

(b)

Label Probes
L)

Amplifiers

= Bacillus subtilis



Détection du signal etcoring

RNAscopeanonoplex RNAscopanultiplex

Détection Scoringmanuel  Scoringautomatisé
DAB, rouge (3 cibles) * Ir'rlageJ
IHC multispectrale (> 4 cibles) e 0=absence * Fiji
Visualisation : 1 ARN = 1 dot e 1=124copies e Définiens
e 2=42310copies * InForm
 3=>10copies * Nuance




Applications

Recherche

C Especes, genes et tissus

Clinique

C!oaSyoOS RQlI yiuh O:

A Anticorps de faible expression
A LncRNASARN circulaires

C Validation de techniques NG$
Si RQlIYyGAO2NLIA

C Double FISHHC
C+xI NAFY(d RQSLAGRB
C Analyse singleell
C PDX

¢ Cellules souches

Q)¢

C Oncologie

2 ANEUJgions, amplification

A Immuno-oncologie

A Panels (petites biopsies)

A Infections: HPV, EBV, CMV,
HBV

A Hétérogénéité
Z@ I§athways

C Inflammation




Anticorpssuboptimaux



