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Evolution de l’imagerie en Pathologie

1957 20171987



Place des nouvelles techniques d’imagerie in situ

 Histopathologie
- Analyse morphologique: gold standard
- IHC, IF, HIS
- Biologie moléculaire

 Limitations des techniques

▪ Biologie moléculaire NG
- Absence de contexte spatial

▪ IHC, IF, HIS
- Non quantitative
- Pb spécificité et sensibilité
- Auto-fluorescence
- Evaluation limitée des biomarqueurs

 Histopathologie NG
- Multiples biomarqueurs
- Cartographies moléculaires et biochimiques   
- Corrélation  aux données histopathologiques
- Génome, transcriptome, protéome



Approche multiparamétrique

Pathologie

Morphologique  Diagnostic, classifications, hétérogénéité 

Moléculaire ADN, ARN, protéines

Fonctionnelle                                   Voies de signalisation et métabolisme

Biochimique Lipides, glucides, peptides, protéines

Topographique                                Interactions cellulaires et moléculaires

Digitale Imagerie de haute définition

Quantitative    Analyse des data (Image J, Definiens)

Cibles



Approche multidisciplinaire

Technologies in situ 
vectorielles

Technologies in situ 
non vectorielles

• Imagerie par spectrométrie 

de masse (IMS)

• Imagerie par OCT

• IHC/IF multispectrale

• RNA FISH/CISH

• Immunoligation (PLA)

• Nanostring in situ

• RNA sequencing in situ

• IHC par spectrométrie de masse

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



Objectifs

Caractérisation simultanée de biomarqueurs
multiples dans un contexte tissulaire et cellulaire

Stratification des patients dans le cadre 
d’une médecine de précision

Signatures diagnostiques
Classifications

Facteurs pronostiques
Facteurs prédictifs 

Bodenmiller, Cell System, 2016



Pathologie et nouvelles imageries moléculaires 

▪ Adaptées à l’évolution de la Pathologie
• Complexité: 60% d’augmentation du nombre de blocs et 

de lames /cas en 10 ans

• Rôle déterminant: diagnostic, analyses supervisées, 
décisions thérapeutiques

• Hétérogénéité phénotypique tumorale: 

-diversité génétique (sous-clones) 

-non génétique (épigénétique, stochastique, hiérarchique, 

microenvironnement)

▪ Conditions pré-analytiques optimales
• Tissus: diagnostic, cellularité, hétérogénéité 

• Prélèvements:  biopsies pré-thérapeutiques 

• Technique: artéfacts de fixation, coagulation

• Classifications: réactualisation (TNM, WHO)



Questions

• Place des techniques

❖ Application: RNAscope, multiplex
❖ Preuve de concept: Nanostring in situ, IHC par spectrométrie de masse
❖ Recherche: IMS, sequencing in situ

• Nature des panels: tumeur, microenvironnement, système immunitaire

• Intégration des données: bioinformatique

• Seuils et quantification:  Logiciels, Analyste d’images

• Répartition spatiale 

• Délai de rendu

• Cout



TECHNOLOGIES VECTORIELLES

IMAGERIE MULTIPLEX RNASCOPE

NANOSTRING IN SITU IMMUNOLIGATION



IMAGERIE MULTIPLEX



Plateforme d’imagerie multispectrale



Principe 

• Plateforme automatisée d’IF multispectrale

• 200 lames 

• FFPE

• X 400

• Jusqu’à 7 cibles

• Localisation et expression de biomarqueurs

• Rapidité d’analyse 

• Reproductibilité 

IM multi-couleur

Imagerie multispectrale

Analyse d’images 



1 Marquage multi-couleur



Technique opal
Système d’amplification par la Tyramide

Incubation avec un anticorps primaire 
pour une cible d’intérêt

Echantillon

Incuber avec l’HRP - conjugué



Incubation avec un anticorps primaire 
pour une cible d’intérêt

Echantillon

Incuber avec l’HRP - conjugué
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Réaction avec le TSA 

La péroxydase catalyse la conversion des molécules 
de tyramide en radicaux libres hautement réactifs 



Incubation avec un anticorps primaire 
pour une cible d’intérêt

Echantillon

Incuber avec l’HRP - conjugué

Réaction avec le TSA

Les radicaux libres forment des liaisons covalentes avec les 

tyrosines proches de l’épitope

●

Amplification du signal



Incubation avec un anticorps primaire 
pour une cible d’intérêt

Echantillon

Incuber avec l’HRP - conjugué

Réaction avec le TSA

Amplification du signal

Dissociation par la chaleur de l’Ac primaire et 
secondaire en gardant les fluorochromes intacts

Dissociation des Anticorps L’anticorps primaire suivant est introduit 
et le process est renouvelé avec une 
autre couleur



CD20

CD4

PD-1

Anti-CD20 (Rabbit)

Anti-CD8 (Rabbit)

Anti-CD4 (Rabbit)

HRP-Anti-Rabbit

Opal 540

Opal 570

Opal 670

Tissue Section

Microwave
Treatment
Microwave
Treatment
Microwave
Treatment

CD8

Microwave
Treatment

Anti-PD-1 (Rabbit)

Opal 520



2 Imagerie multispectrale



• Acquisition d’images avec un grand nombre
de longueurs d’ondes (spectre)

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

• Chaque cube de la caméra capte pour
chaque pixel du prélèvement tissulaire un
spectre d’émission dissocié

Caméra multispectrale



Spectra
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22
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Reconnaissance de la longueur d’onde
spécifique de chaque fluorophore et épitope



3 Analyse d’image et export



Etapes de l’analyse



Spectrally separated H&E Foxp3 

CD20
Opal540

CD8
Opal570

CD4
Opal520

Foxp3
Opal620

DAPI

Cytokeratin 

CD68 CD20 CD8 CD4 

CD68
Opal650

CK
Opal690

Dapi en Hématoxyline
Fluorescence en DABFonction Bleaching



Workflow



IHC monoplex

Panel spécifique d’un tissu

Sélection des anticorps

Mise au point des anticorps (chromogénique)

Titration des anticorps en IF et de la TSA 

Ajustement des conditions
Intensité  10 à 20
Tps d’exposition: 50/150m (x20)
Bruit de fond <10%

Analyse du panel

Préparation du panel

Librairie spectrale IHC multiplex

Préparation de la librairie spectrale

Création de lames monoplex

1 lame marquée/ pour chaque ac

1 lame marquée avec du DAPI

1 lame sans marquage (autofluo)

Acquisition des images monoplex

Extraction du spectre dans inform

Tests positionnels

Attribution des fluorophores (Opal)

Sélection d’un ordre optimal

Immunomarquage multiplex

Vérification: crosstalk, interférence

Repositionnement si nécessaire

Acquisition Image PhénotypageSegmentations Co-localisation Scoring



Application Recherche

Cancer du sein/Système lymphoide tertiaire 



IHC MONOPLEX

Etape 1

Déparaffinage

Etape 2

Démasquage

Etape 3

Bloquage

Etape 4

Incubation de l’anticorps primaire

Etape 5

Introduction de l’HRP

Etape 6

TSA Plus (Opal)
tape 7:

Etape 7

Dissociation de l’Ac par la chaleur

Etape 8

Coloration et montage

Répéter en utilisant différents fluorophores

Etape 3 à 7 = 2h15 par Ac

3 couleurs = minimum 7h de run

7 couleurs = minimum 14h de run



Optimisation du panel

Titration des ac primaires

Titration des fluorophores
Tests de positionnement/ IHC multiplex

Préparation de la librairie spectrale 



Préparation de la librairie spectrale
IHC multiplex

Préparation de la librairie spectrale Image brute



Visualisation image brute lame entière
Sélection de zônes d’intéret

Zones d’intérêt

• Set de training: préparation de l’image composite, segmentations et scoring
• Batch: analyse de grandes séries d’images



DC-lamp

CD20 PNAd

CD3

CD21

Extraction de la librairie spectrale dans inForm



Acquisition de l’image composite 5 plexe

Image brute CD21 CD21 DC-lamp

CD21  DC-lamp CD20 CD21 DC-lamp CD20 CD3 CD21 DC-lamp CD20 CD3 



Analyse d’images

Segmentation tissulaire Segmentation cellulaire

Phénotypage Scoring et export



Application Diagnostique

Cancer du sein/microenvironnement



Analyse d’images

Segmentation tissulaire Segmentation cellulaireImage composite

Phénotypage cellulaire Scoring Analyse de colocalisation



L’IHC multi(mono)plex quantitative 

Une alternative?



Principe et workflow 

 IHC monoplex séquentielle

▪ IHC standard itérative: HRP/AEC

▪ Numérisation de la lame IHC

▪ 12 Ac / même lame
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 IHC multiplex
▪ Alignement des 12 lames numérisées (Cell Profiler)
▪ Transfert des images sur ImageJ
▪ Extraction de l’AEC/hematox par un algorithme de déconvolution de couleurs
▪ Conversion en échelle de gris
▪ Visualisation multiplex par couleurs artificielles
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Analyse des données
▪Segmentation cellulaire (Cytométrie multiparamétrique, Cell Profiler)
▪Segmentation tissulaire et densité
▪Phénotypage
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Analyse des données
▪Segmentation cellulaire (Cytométrie multiparamétrique, Cell Profiler)
▪Segmentation tissulaire et densité
▪Phénotypage
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Indications

 Recherche, Pathologie clinique

 Panels diagnostiques (microbiopsies, TMA)

 Hétérogénéité tumorale

• Sous-populations tumorales minoritaires 

 Microenvironement

 Système immunitaire 

• populations cellulaires

• Statut immunitaire 

• Interactions intercellulaires 

• Checkpoints: cellules tumorales et du ME

• Statut fonctionnel des CD8

 Biomarqueurs pronostiques et prédictifs



RNA SCOPE



Workflow 

• Pré-traitement

• Hybridation 

• Amplification du signal 

• Détection du signal

• Quantification 

Principes

 Résolution spatiale cellulaire des ARNs

• Quantification de l’expression génique

• Détection simultanée de plusieurs gènes

• Topographie des dots:  cytoplasmique +++

 Technique

• Sensibilité: système d’amplification

• Spécificité: design des sondes

• Tissus congelés et FFPE

• Résultats reproductibles

• Variabilité réduite 

• Conditions pré-analytiques : tissu

• Automatisé: BOND RX, VENTANA DISCOVERY

• Cibles: > 300 nt (RNAscope), > 50nt (Basescope)  



Hybridation

 Sondes en Z

• Base: site d’hybridation avec la cible d’ARN (18-25 nt)

• Linker/spacer: connecte la base au sommet du Z

• Sommet: site de fixation des pré-amplificateurs (14 nt)

 Hybridation en tandem : 2 séquences cibles 
adjacentes (paires ZZ)

 Hybridation : 20 paires ZZ / cible

 Spécificité +++ (diminution du bruit de fond)



Amplification 

 Amplification

• 20 pré-amplification de la partie supérieure des 20
paires ZZ (14 x 2= 28 nt)

• 20 amplificateurs / pré-amplificateur

• 20 sondes marquées / amplificateur

• Complexe de 20 x 20 x 20 = 8000 molécules/ 1kb)

 Détection 

• HRP-DAB (3 cibles), rouge chromogénique

• IHC multispectrale (> 4 cibles)

• Visualisation : 1 ARN = 1 dot

 Sensibilité +++



Détection du signal et scoring

RNAscope monoplex RNAscope multiplex

Scoring manuel Scoring automatisé

DAB, rouge (3 cibles) 
IHC multispectrale (> 4 cibles)
Visualisation : 1 ARN = 1 dot

Détection



Applications

Recherche

 Espèces, gènes et tissus

 Absence d’anticorps 
• Anticorps de faible expression

• LncRNAs, ARN circulaires

 Validation de techniques NGS 
et d’anticorps

 Double FISH-IHC

 Variant d’épissage

 Analyse single cell

 PDX

 Cellules souches

Clinique

 Oncologie

• Fusions, amplification

• Immuno-oncologie

• Panels (petites biopsies)

• Infections: HPV, EBV, CMV, 
HBV

• Hétérogénéité

• Pathways

 Inflammation



Anticorps suboptimaux



LncRNAs, ARNs circulaires

PCA3 H19

HOTAIRMALAT1



Hétérogénéité tumorale Variant d’épissage

Immuno-FISH

FGFR4, LIV PDX mouse tumor sections

PDX



Voies de signalisation 

JAK1, liver cancer AKT3, liver cancer

JUN, esophageal cancerMYC,  liver cancer



Cellules souches Cellules souches

Olfm4, crypt base columnar stem cells LGR5, colorectal cancer

HPV

HPV, head and neck cancer IL6, Lymphoma 

Inflammation



Panels diagnostic/pronostic 

ERBB2, breast cancer PVT1, breast cancer

MET, EGFR, lung cancer CD8A, CD274, lung cancer

TTF1, lung cancer Napsin A, lung cancer



Immuno-oncologie

PD-L1, PD-1, PD-L2, CTLA4, LAG3, TIM3, 4-1BB, lung cancer



NANOSTRING IN SITU



Principe 

• Détection numérique des cibles par

des codes barres moléculaires

• Code barre multi-couleur = cible unique

• Triple hybridation

Sonde reporter pourvue des codes barres

Sonde de capture

Molécule cible

• Simple: pas de RT, amplification, Ac II  

• 800 cibles /échantillon

Profils d’expression tissulaire (FFPE) multiplexés
numérisés en ARNs et protéines avec conservation
de la topographie



Workflow

Hybridation

Les sondes s’hybrident directement
à la molécule cible en solution

La sonde Reporter porte le code
barre digital fluorescent (barcodes)

La sonde de capture contient un
fragment de biotine qui immobilise
le complexe hybridé

Analyse numérique

Transfert des échantillons dans le
nCounter Prep Station qui retire
les sondes en excès

Distribution, immobilisation et
polarisation des complexes
sonde-cible purifiés dans des
micro puits

Purification
Immobilisation

Digitalisation des échantillons par 
un microscope IF automatisé
Comptage des barcodes de chaque 
molécule cible
Export des données exportées en 
fichier tableau CSV



Workflow du nanostring in situ

Marquage avec des anticorps fluorescents
conjugués à des oligoN photoclivables (1)

Visualisation des lames et sélection des
régions d’intérêt (2)

Process de chaque zone d’intérêt (3)
Clivage des oligoN (UV)
Aspiration microcapillaire des oligoN
Dispersion et polarisation dans des puits

Hybridation (4)

Lecture (5)



Prototype

• Multiplexe de 30 protéines ou ARN différents
• Coupes à 5µm démasquées à forte  chaleur et haute pression

Preuve de concept



Analyse single cell TMA

Chris Merritt, Jaemyeong Jung, Giang Ong, Isaac Sprague, Kristina Sorg, Kristi Barker,
Charles Warren, Yan Liang, Dwayne Dunaway, Philippa Webster, Sarah Warren,
Joseph M. Beechem* NanoString Technologies, Inc. 



Profiling protéique

Cancer colo-rectal Cancer du poumon et mélanome



Profiling ARN

Cancer sein HER2+



IMMUNOLIGATION



Principe

 PLA in situ : Proximity Ligation Assay

 Signal

• Détection, visualisation et quantification subcellulaire

• Protéines : expression, interactions et modifications post-
traductionnelles

 Sonde PLA

• Anticorps secondaire couplé à un oligonucléotide à brin court

• Dot fluorescent ou coloré au site de ligation

• 1 dot = 1 interaction

Proximity assays for sensitive quantification of proteins
Christina Greenwooda, David Ruffb, Sara Kirvell a, Gemma 
Johnsona, Harvinder S. Dhillona, Stephen A. Bustina,∗



Workflow

Liaison de 2 Ac primaires à 2 
cibles interagissant (< 40 nm) Fixation des 2 sondes 

PLA aux 2 Ac primaires

Hybridation des 2 sondes PLA quand les 2 
cibles interagissent
Edification d’ une structure circulaire d'ADN
par ligation enzymatique des 2 sondes PLA 
avec 2 oligonucléotides connecteurs    

Amplification (x700) par ADN 
polymérase des molécules 
circulaires par cercle roulant (RCA)

Détection chromogénique ou IF 
Quantification



Applications

 Interactions protéiques et complexes  moléculaires

• 1 Ac primaire : protéine cible 1

• 1 Ac primaire : protéine cible 2

 Modifications protéiques post-traductionnelles

• 1 Ac primaire : protéine cible

• 1 Ac primaire : modification post-traductionnelle

 Expression des protéiques

• Haute sensibilité : 2 Acs primaires d’espèces différentes

• Haute spécificité : 2 Acs primaires dirigés contre 2 épitopes



Complexes moléculaires

Visualization and quantitation of EGFR 
homodimerization and activation 

• Activation of EGFR results from
receptor homodimerization and
autophosphorylation

• PLA signals for EGFR
homodimers tended to be
higher in NSCLC cells harboring
EGFR mutations than in those
WT for EGFR

• Confers sensitivity to tyrosine
kinase inhibitors in some tumors



ADAM-17/FHL2 colocalisation suggests interaction 

and role of these proteins in colorectal cancer

Interactions protéiques

• FHL2 is a multifunctional scaffolding protein

• FHL2 expression is associated with poor
prognosis in colorectal cancer

• ADAM-17 is a metalloprotease implicated in
ectodomain shedding

• FHL2 regulates ADAM-17 plasma membrane
localisation

• Colocalisation of these proteins is more
frequent in malignant than in normal and
dysplastic cells



Modifications post-traductionnelles

• Tyrosine phosphorylation (pTyr)
is an important cancer relevant
posttranslational modification

• Regulates protein activity and
cellular localization

• Plays an important role in tumor
development by controlling cell
growth and differentiation

Tyrosine phosphorylation profiling 



NOUVELLES APPROCHES D’IMAGERIE IN SITU 
A HAUT DEBIT

RNASEQ « IN SITU »

IHC PAR SPECTROMETRIE DE MASSEIMAGERIE MALDI



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
RNAseq « in situ »

Les approches avec a priori (padlock)

Ke et al. Nat Method 2013



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
RNAseq « in situ »

Les approches avec a priori (padlock)

Ke et al. Nat Method 2013



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
RNAseq « in situ »

Les approches avec a priori (padlock)

Ke et al. Nat Method 2013



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
RNAseq « in situ »

Les approches sans a priori (FISSEQ)

Lee et al. Nat Protocols 2015



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
RNAseq « in situ »

Les approches sans a priori (spatial transcriptomics)

200M sondes
sur un spot de 100uM

1 lame: 1 spot tous les 200uM sur une zone de 6x6mm

Stahl, Science 2016



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
RNAseq « in situ »

Les approches sans a priori (spatial transcriptomics)

Stahl, Science 2016



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
MALDI Imaging



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
MALDI Imaging
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Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
MALDI Imaging
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Forme diméthylée sur lysine 20 histone H4

Forme acétylée 
sur lysine 16 
histone H4



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
MALDI Imaging

- Modification de l’histone H4 controlée par l’enzyme hMOF
- Impact sur la migration et l’invasion des cellules tumorales
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Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
MALDI Imaging

Technologie déclinable pour l’étude des lipides, de métabolites etc….



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
MALDI Imaging sur tissue FFPE



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
MALDI Imaging



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
MALDI Imaging



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
MALDI Imaging

HCC

CC

HepPar-1 CK7

Outil pour l’étude de l’hétérogénéité tumorale et des tumeurs mixtes



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
MALDI Imaging

Outil pour l’étude de l’hétérogénéité tumorale et des tumeurs mixtes

Average spectra

Gigante E, Master 2 2017

➢Maldi imaging on TMA 



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
IHC multiplex par spectrométrie de masse



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
IHC multiplex par spectrométrie de masse
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Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
IHC multiplex par spectrométrie de masse
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Conclusion

 Rencontre de la morphologie et de biologie moléculaire NG (Nanostring)

 Révolutionner la pratique de la Pathologie et de la clinique

 Microbiopsies +++

 Multiples biomarqueurs

-< 10 (RNAscope, IHCmultiplex)

-50 à 500 (IHC-IMS, IMS)

-800-10 000 (Nanostring in situ)

 Nouvelles cibles 

-Phénotypes cellulaires multiples (IHC multiplex)

-ARN (RNAscope)

-Peptides, glucides, lipides (IMS)

-Mécanismes moléculaires: interactions, modifications post-traductionnelles 
(Immunoligation), variants d’épissage (RNAscope)
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