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Evolution de I'imagerie en Pathologie

1957 1987 2017




Place des nouvelles techniques d’'imagerie in situ

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

O Limitations des techniques

= Biologie moléculaire NG
- Absence de contexte spatial

= |HC, IF, HIS
- Non quantitative
- Pb spécificité et sensibilité
- Auto-fluorescence
- Evaluation limitée des biomarqueurs

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




Approche multiparamétrique

Pathologie

Morphologique

Moléculaire
Fonctionnelle
Biochimique
Topographique
Digitale

Quantitative

Cibles

Diagnostic, classifications, hétérogénéité
ADN, ARN, protéines

Voies de signalisation et métabolisme
Lipides, glucides, peptides, protéines
Interactions cellulaires et moléculaires
Imagerie de haute définition

Analyse des data (Image J, Definiens)



Approche multidisciplinaire

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

Technologies in situ Technologies in situ
vectorielles non vectorielles
IHC/IF multispectrale * Imagerie par spectrométrie
RNA FISH/CISH de masse (IMS)
Immunoligation (PLA) * Imagerie par OCT
Nanostring in situ

RNA sequencing in situ
IHC par spectrométrie de masse




Objectifs

Caractérisation simultanée de biomarqueurs
multiples dans un contexte tissulaire et cellulaire

A Multiplexed epitope imaging
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B Tissue motifs and spatial networks C Patient stratification
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D Drug target discovery and efficacy E Precision medicine
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@ @ = :T?::x? - -ﬁ!?? classification, choosing to assess
B

treatment and prognosis treatment efficacy

Signatures diagnostiques

Classifications
Facteurs pronostiques Stratification des patients dans le cadre

Facteurs prédictifs d’une médecine de précision

Bodenmiller, Cell System, 2016



Pathologie et nouvelles imageries moléculaires

Adaptées a I’évolution de la Pathologie

Complexité: 60% d’augmentation du nombre de blocs et
de lames /cas en 10 ans

Réle déterminant: diagnostic, analyses supervisées,
décisions thérapeutiques

Hétérogénéité phénotypique tumorale:

-diversité génétigue (sous-clones)

-non génétique (épigénétique, stochastique, hiérarchique,
microenvironnement)

Conditions pré-analytiques optimales

Tissus: diagnostic, cellularité, hétérogénéité

Prélevements: 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

7 7 7
0’0 0’0 0’0

* Nature des panels: tumeur, microenvironnement, systeme immunitaire
* Intégration des données: bioinformatique

e Seuils et quantification: Logiciels, Analyste d’'images

e Répartition spatiale

 Délai de rendu

* (Cout



TECHNOLOGIES VECTORIELLES

IMAGERIE MULTIPLEX RNASCOPE
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IMAGERIE MULTIPLEX



Plateforme d’imagerie multispectrale



Principe

IM multi-couleur

* Plateforme automatisée d’IF multispectrale
e 200 lames

* FFPE

X400

* Jusqu’a 7 cibles

* Localisation et expression de biomarqueurs
* Rapidité d'analyse

* Reproductibilité

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 multi-couleur



Technique opal
Systeme d’amplification par la Tyramide

Incuber avec 'HRP - conjugué ,

Incubation avec un anticorps primaire
pour une cible d’intérét

Do

Echantillon ¢




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

Réaction avec le TSA A

Incuber avec 'HRP - conjugué

>-e

Incubation avec un anticorps primaire
pour une cible d’intérét

Do
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Les radicaux libres forment des liaisons covalentes avec les
tyrosines proches de 'épitope

OH OH
¢ § f*
Amplification du signal , N e
mpiliitication du signa
P A S b

Réaction avec le TSA 2

Incuber avec 'HRP - conjugué

>

Incubation avec un anticorps primaire
pour une cible d’intérét

Do

Echantillon ¢




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

Dissociation des Anticorps 4 L'anticorps primaire suivant est introduit
et le process est renouvelé avec une

Amplification du signal autre couleur

P> o

Réaction avec le TSA 2

Incuber avec 'HRP - conjugué

>-e

Incubation avec un anticorps primaire
pour une cible d’intérét

Do

Echantillon ¢



Microwave % I ﬁ
Treatment %
’\/

¥ %

Tissue Section - -
cD20 Anti-CD20 (Rabbit) Opal 520 *:
D8 Anti-CD8 (Rabbit) Opal 540 **
HRP-Anti-Rabbit *
cos A Anti-CD4 (Rabbit) Opal 570 **
*
PD-1 Opal 670

Anti-PD-1 (Rabbit



2 Imagerie multispectrale



Cameéra 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 prélevement tissulaire un
spectre d’émission dissocié

Color (RGB) Multispectral




Reconnaissance de |la longueur d’onde
spécifigue de chaque fluorophore et épitope
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3 Analyse d’image et export



Etapes de I'analyse

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

IIHIIIHIIIIIIIIHHHHIf

a

inForm will scare cells based on All projects must contain an Export

All projects must contain a Prepare inForm will use hand-drawn training inForm will find cells using ether inForm will assign phenotypes
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




Dapi en Hématoxyline

FonCtion BleaChing Fluorescence en DAB

CD4 CD20 CD8 CD68 CK
Opal520 Opal540 Opal570 Opal650 Opal690




Workflow



Préparation du panel

IHC monoplex Librairie spectrale

Panel spécifique d’un tissu Préparation de la librairie spectrale

Création de lames monoplex

Sélection des anticorps 1 lame marquée/ pour chaque ac

Mise au point des anticorps (chromogénique) 1lame marquée avec du DAPI

1 lame sans marquage (autofluo)
Titration des anticorps en IF et de la TSA
Acquisition des images monoplex
Ajustement des conditions
Intensité 10 a 20 ion d d inf
Tps d’exposition: 50/150m (x20) Extraction du spectre dans inform

Bruit de fond <10%

Analyse du panel

Acquisition Image  Segmentations Phénotypage

IHC multiplex

Tests positionnels

Attribution des fluorophores (Opal)
Sélection d’un ordre optimal
Immunomarquage multiplex
Vérification: crosstalk, interférence

Repositionnement si nécessaire

Scoring Co-localisation

Stomat cope cote - Intraspithelial COR Calis

2w B Foeel B K B
§ -




Application Recherche

Cancer du sein/Systéme lymphoide tertiaire



IHC MONOPLEX

Déparaffinage

Démasquage

Bloquage

Incubation de I’anticorps primaire

Introduction de I’HRP

TSA Plus (Opal

Dissociation de 1’Ac par la chaleur

Coloration et montage

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

Répéter en utilisant différents fluorophores
Etape 3a 7 =2h15 par Ac




Same contrast

Individual contrast

Same contrast

Individual contrast

Optimisation du panel

Titration des ac primaires

1:340 1:180 1:60 1:20
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Titration des fluorophores

1:600 1:300 1:150 1:50
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Préparation de la librairie spectrale




Préparation de la librairie spectrale
IHC multiplex

Préparation de la librairie spectrale Image brute
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Visualisation image brute lame entiere
Sélection de zones d’intéret

Fhenochart
1.04

Zones d’intérét

* Set de training: préparation de I'image composite, segmentations et scoring
e Batch: analyse de grandes séries d’images



Extraction de |la librairie spectrale dans inForm




i}

inForm 2.3.0

Acquisition de I'image composite 5 plexe

Image brute CD21 DC-lamp

CD21 DC-lamp CD21 DC-lamp CD21 DC-lamp CD3 PNAG




Analyse d’images

Segmentation tissulaire Segmentation cellulaire
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Application Diagnostique

Cancer du sein/microenvironnement



Analyse d’images

Image composite Segmentation tissulaire Segmentation cellulaire

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

B cell:
Cytotoxic T:  yell
Helper

O Py 0 2 L s

Call Y Position

Cell X Position

Phénotypage cellulaire Scoring Analyse de colocalisation



L'IHC multi(mono)plex quantitative

Une alternative?



Principe et workflow

IHC monoplex séquentielle 4 Sequential IHC .’
X
IHC standard itérative: HRP/AEC /_\,
e Multiplex Jo)
Numérisation de la lame IHC d=7
) IHC r__3
12 Ac / méme lame

\ Antibody stripping

T

O IHC multiplex

Alignement des 12 lames numérisées (Cell Profiler)

Transfert des images sur Image)

Extraction de 'AEC/hematox par un algorithme de déconvolution de couleurs
Conversion en échelle de gris

Visualisation multiplex par couleurs artificielles

Image coregistration D 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



(JAnalyse des données

sSegmentation cellulaire (Cytométrie multiparamétrique, Cell Profiler)
sSegmentation tissulaire et densité

"Phénotypage

CD45* 5 CD3*CD8~
l‘ _‘ 3
8 8 0.5222.C08 Foxp
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Image plot Magnified
Y { RONG
120 3160 0283 s 04002 0.1004
2 2178 21 03078 02155 01782 02175 01770 I
B ER 1t AR, L
5 2120 24 03460 04880 O 04477 01502 CD3*CD8 Foxp3~
8 2003 26 04468 04468 04468 04488 04468 =g
7 2041 25 04777 047/7 04777 04777 04777 : CD45p16
8 2458 28 04017 04017 04017 04017 04017 Multinlav IHC
8 1107 28 03560 03560 03560 03580 0.3560
10 2275 20 03816 03816 03818 0.3818 0.3816
34023 4330 4033 04122 00774 00722 00781 00803
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Tsujikawa et al. Cell report 2017



(JAnalyse des données

sSegmentation cellulaire (Cytométrie multiparamétrique, Cell Profiler)
sSegmentation tissulaire et densité

"Phénotypage

Muclei

GATA3

CD56

= PD-L1
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Tsujikawa et al. Cell report 2017



U OO

Indications

Recherche, Pathologie clinique

Panels diagnostiques (microbiopsies, TMA)
Hétérogénéité tumorale

Sous-populations tumorales minoritaires
Microenvironement

Systéme immunitaire

populations cellulaires

Statut immunitaire

Interactions intercellulaires

Checkpoints: cellules tumorales et du ME
Statut fonctionnel des CD8

Biomarqueurs pronostiques et prédictifs



RNA SCOPE



Principes

Résolution spatiale cellulaire des ARNs
Quantification de l'expression génique
Détection simultanée de plusieurs genes
Topographie des dots: cytoplasmique +++

Technique

Sensibilité: systeme 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)

Workflow

e Pré-traitement

* Hybridation

* Amplification du signal
e Détection du signal

* 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

Sondes en Z Tail-1 Tail-2

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

Linker/spacer: connecte la base au sommet du Z

Sommet: site de fixation des pré-amplificateurs (14 nt) ez 77 Target Recognition Portion

Target mRNA Transcript

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

Hybridation : 20 paires ZZ / cible

Spécificité +++ (diminution du bruit de fond)

X

Non-specific Target



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 +++

Label Probes
L)

-
L)
.l

Amplifiers

= Bacillus subtilis



Détection du signal et scoring

RNAscope monoplex RNAscope multiplex

Détection Scoring manuel Scoring automatisé
DAB, rouge (3 cibles) * “'T."agej
IHC multispectrale (> 4 cibles) e (0=absence * Fiji
Visualisation : 1 ARN = 1 dot e 1=124copies e Définiens
e 2=42310copies * InForm
e 3=>10 copies * Nuance




Applications

Recherche

Clinique

J Espéces, genes et tissus

d Absence d’anticorps
e Anticorps de faible expression
* LncRNAs, ARN circulaires

 Validation de techniques NGS
et d’anticorps

J Double FISH-IHC
O Variant d’épissage
[ Analyse single cell
J PDX

 Cellules souches

1 Oncologie

* Fusions, amplification

* |Immuno-oncologie

e Panels (petites biopsies)

* Infections: HPV, EBV, CMV,
HBV

 Hétérogénéité
* Pathways
O Inflammation




Anticorps suboptimaux

1. Immunohistochimie

Non disponible Ac hENT1 murin 10D7G2

Forte

Ac hENT1 lapin MBL

2. Quantification des ARNm

n=43

i Forte
ponible Ac hENT1 lapin ABNOVA it
Forte

Ac hENT1 lapin ACRIS .
rel3

Expression d’hENT1 en inmunohistochimie

B

Forte

n=106

=
&

gRT-PCR-FFPE samples

Percent survival

ADK pancréas traités par gemcitabine
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HR: 0.37, p=0.02 HR: 0.32, p=0.02

Median PFS: 11.24 months vs. not reached

Median OS: 28.56 vs. 67.6 months

Evaluation en routine par RNAscope plutot que I'lHC?



LncRNAs, ARNSs circulaires

MALAT1



Hétérogéenéité tumorale

Med. PD-L1 it No PD-L1
Expression ¢ Expression

. in cancer cells 3 5 & in necrotic cells
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Voies de signalisation

MYC, liver cancer



Cellules souches Cellules souches




Panels diagnostic/pronostic




Immuno-oncologie

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

[CAPTURE PROBE REPORTER PROBE

mRNA

1

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

Simple: pas de RT, amplification, Ac I :_,_,.,:,__,.,_ T T —
"

800 cibles /échantillon ] i
. —— T __f:

Townr oo sveches!

Two additional Colorectal Cancer samples tested (images not shown).



Hybridation

Capture Prodes ‘ﬁ
i e OO s
" a e }
i J . ;ﬂ;;:,:-_i‘.‘ JSunse
A5 Susss OB
Reporter Probes  mycme 5
“ v "
JIS e >

Target Probe Compiex  Sollfon Phase Hybridization

1. Hybridization

Les sondes s’hybrident directement
a 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

Workflow

Purification
Immobilisation

3. Immobilization

Analyse numérique

4. Image Counting & Data Collection

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

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

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

Krtoom =

vt e o
Marquage avec des anticorps fluorescents
conjugués a des oligoN photoclivables (1)
@ Rraimion @ onanosms nro
Visualisation des lames et sélection des -
G

Aspirate oligos
with microcapillary

régions d’intérét (2)

Process de chaque zone d’intérét (3) ® “S”ti“b';'g“’
Clivage des oligoN (UV) S
Aspiration microcapillaire des oligoN
Dispersion et polarisation dans des puits

Hybridation (4)

Lecture (5)




Prototype

Highly Multiplexed In Situ Protein Profiling
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FIGURE 2. Overview of in situ protein profiling workflow./(1) Process: FFPE slide-mounted
tissue is incubated with a cocktail of primary antibodies conjugated to DNA oligos via a
photocleavable linker together with a limited number of visible wavelength-imaging reagents.

(2) View: Regions of interest (ROI) are identified with visible light-based imaging reagents at
low-plex to establish overall “architecture” of tumeor slice (e.g., image nuclei, perhaps one or two key
turor biomarkers). (3) Profile: Select ROls are chosen for high-resolution multiplex profiling and
cligos from the selected region are released upon exposure to UV light. (4) Plate: Free
photocleaved oligos are then collected via a microcapillary-based “sipper” and stored in a
microplate well for subsequent quantitation. (5) Digitally Count: During the digital counting step,
photocleaved oligos from the spatially resolved ROls in the microplate are hybridized to 4-color,
6-spot optical barcodes, enabling up to ~1 million digital counts of the protein targets (distributed
over up to 800-plex markers) in a single ROl using standard NanoString nCounter instruments.

Preuve de concept

(1) To establish overall tissue
morphology, a tonsil
sample was imaged
using 2-color
fluorescence of Ki-67
(cell proliferation
marker) and CD3
(immune cell marker).

(2) Vvarious regions of interest
(ROIs) (400 pm x 300
pm) were then selected
for detailed molecular
profiling with an oligo-
antibody cocktail
already bound to the
sample.

(3) UV cleavage within
selected ROIs allows
multiplex digital profiling
(nCounter counts).

(4) From four representative ROIs, digital counts were obtained for
CD3 and Ki-67. Regions include a germinal center with high
levels of Ki-67 (#5), a germinal center with moderate levels of
Ki-67 and CD3 (#9, “mixed”), a non-germinal center with high
levels of CD3 (#1), and a connective tissue region with low
levels of Ki-67 and CD3 (#12, “control”).

(5) Regions and targets with similar profiles were identified
using a hierarchically clustered heatmap of standardized
data (across targets)

CcD3
O Ki67

0 100,000 200,000
nCounter Counts

Couner Coun's

[ .
1000

=1000

ww

10

Region of Interest —»12 10 11 6 5 4 9

(ROl P L

Contol K67+ Mised coae
Ragion type

(based cn mmunohistochomistry)

* Multiplexe de 30 protéines ou ARN différents
* Coupes a 5um démasquées a forte chaleur et haute pression




Analyse single cell

Tonsi stalned with CD3 anad CD4 radbit antibodies (T c2ll markers)
and CD1% and CD20 mouse antbodies (B c2ll markers) and
visualized with goat ant-mouse and goat anti-rabolt antibodies
Iabelzd with differant fluorophores.

Counts from single c2ll lllumination of 12 T celis and 12 B celis.

TMA

Tissue microarray containing Grade 2 colorectal cancer samples.
Epithelium {(PanCK, magenta) and T cells {CD3, green) labeled with fluorescently ¢
Two ROls (#1 and #5) contain regions that resemble tertiary lymphoid structures (n

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

D ¥ mm
Labalad with PanCK (sUmor Manker) ana CD4S fmmuns o2 marker) Labeled with PanCX (umor marker) and CD45 and CD3 (smmune cef markess)

Colorsctal Cancer - Tumar 1 Coleenctal Cancer - Temor 2 Lung Cancer (NSCLC) Melanoma

St = | i =

acldad f <4 b Adabied bl sk
—_— e —————— y -

Two additional Colorectal Cancer samples tested (Images not shown)
Data included In heatmap above.



Profiling ARN

Cancer sein HER2+

Her2 3+ Breast Cancer Sampie

Har2 Frowan 0HC)

FN Yy Ve —

il

Profiing resufts of Her2 and RPSE protein and RNA obtained on senal secions

Her2 RNA (18H)

Tonsit Sample - K-E7 (e proiferation marker) and PanCK (tumor marker)
- brerars Cells Glass Ol
revine Cols * Epihelyn

Profiing results of CD4S, CD20, and cytokeratin protein and RNA



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 a un oligonucléotide a brin court
Dot fluorescent ou coloré au site de ligation

1 dot = 1 interaction

N -

‘: & linear plasmid DNA
Streptavidin

Protein A

antibody

microtitre plate

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




Workflow

7 /

(5°) 'Xuj( L5

Liaison de 2 Ac primaires a 2
cibles interagissant (< 40 nm)

Hybridation des 2 sondes PLA quand les 2
cibles interagissent

Edification d’ une structure circulaire d'ADN
par ligation enzymatique des 2 sondes PLA
vec 2 oligonucléotides connecteurs

Fixation des 2 sondes
PLA aux 2 Ac primaires

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’especes différentes
Haute spécificité : 2 Acs primaires dirigés contre 2 épitopes

Ribosome

initiation

Chaine
d'acides
aminés

polypeptide

\

7 \\_l

Codon g‘\i

w\\"]%

Modifications
post-traductionnelles
protéine
mature

Vi Codon de
Lz terminaison
( codon stop)

1
“—— ARNm



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

PLUS:
MINUS:

-+ - - -
+ - - -
HCC827 PC9 A549

s - -
- - -

Merge



Interactions protéiques

ADAM-17/FHL2 colocalisation suggests interaction
and role of these proteins in colorectal cancer

FHL2 is a multifunctional scaffolding protein

FHL2 expression is associated with poor # = w0 i
.. - : ¢ S=——mmamr 130 vz
prognosis in colorectal cancer il e ' |
- "-;_ J - . L o ——— — 55 Tubulin
. . . . R g i — 55 Tubulin
ADAM-17 is a metalloprotease implicated in : Seakg 2 .
E

ectodomain shedding

Sw480

FHL2 regulates ADAM-17 plasma membrane
localisation

SW620

Colocalisation of these proteins is more
Figure I. (a) Immunohistochemical expression of ADAM-17 and FHL2 in HT29, HCT8/EI |, SW480 and SW620 cells (scale bars:

1 1 1 20 pm). (b) ADAM-17 (upper panel) and tubulin (lower panel) and (c) FHL2 western blotting in HT29, HCTS8/EI I, SW480 and
freq u e nt I n m a | Ig n a nt t h a n I n n O rm a | a n d SW620 cells. (d) ADAM-17/FHL2 PLA in SW480 cells: Brown dots indicate PLA signals (scale bar: 20 um). Insert: high-power view
of a single cell; arrows indicate PLA signals.

d ys p I a St i C Ce | | s MW: molecular weight.




Modifications post-traductionnelles

Tyrosine phosphorylation profiling

TKI-PYKD1

A

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

 Regulates protein activity and | = = = Nl =il

cellular localization

TKI-4G10

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

Elfineh et al. BMC Cancer 2014, 14:435



NOUVELLES APPROCHES D'IMAGERIE IN SITU
A HAUT DEBIT

IMAGERIE MALDI IHC PAR SPECTROMETRIE DE MASSE



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit

Les approches avec a priori (padlock)

ai mRNA ——
Primer

i mRNA - S
cDNA

iii Gap-fill padlock probe

Gap-filling and
ligation of
padlock probe

RNAseq « in situ »

b

iv Barcode padlock probe

Ligation of

barcode

padlock probe
cDNA ~

Base 2

Base 3

Base 4

Ke et al. Nat Method 2013



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

Les approches avec a priori (padlock)
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Ke et al. Nat Method 2013



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

Les approches avec a priori (padlock)

Marmalized axprassion leval

- % HER2 (ERBBZ) ® RPLPO
VIM * GUS (GUSE)
© K67 (MKie7)  TFRC
! © STK15 (AURKA) + VEGF (VEGFA)
1a O BIRCS MYC
CONB1 0 MET
O MYBL2 TPs3
i ST-3 (MMP11) + EPCAM
+ CTSL2 - COND1
ER(ESAT)  » MUG1
10! & BAG1 RACT
& CDe8 HOXBT
& BOL2 & AIBT (NCOAS)
R P IR RE e HE3E B SRS IO R0 o as
[t bt f?gﬂn. T3
TRk W
w o \_ . g
. “.-‘ . ‘ 0 . "\“. ‘ :* '» . 1
s » » " bh.' ™ . - . -~ .

Ke et al. Nat Method 2013



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

Les approches sans a priori (FISSEQ)

a 5 phos (S P EEe EiYETINNN NNN -3° RT primer
3- -5 RCA primer
5’ phos- -3 Sequencing primer
RNA s e
p- S—- p——"" NH *
Amine-modified |
Primer cDNA NH
Call Cell

NIH CONA amplicon
An’phoon cross hnlang
\ r Cross-linked
b i 3D RNA-seq
( )\“ s -_;. ’ library
S =t in cells
b 5 N-x primers Hot formamide
Up to 7 cycles
Sequencing primer Fluorascent probe Confocal Teminator
hybridization figation imaging cleavage

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)

A B ®Penk Doczg & Kctd1g,m,l_, 3
Surface probe
Cleavage Amp and Spatial UMI mRNA capture
Site . seqhandle barcode (ID), ,__region :
Glass slide

Tissue section

( /’L\ )/' . U &‘ 3-.\). ) " ’ . . = "'._ SR ; .«b’ .;-"V" "-‘i'
o2t \' % J‘-”\’ {"“( 2 4 o o\« a_ ¢ .98 L 9. e o
Penk Doc2g Kctd12
\ ‘-" f £ .
fHTmHTTT IIHII [1fINTIT VD
LLERLL LRl LELLEE B LLLLLL LEELL] ‘ \ / \ o
. ‘ 1 :
\ [} .
ID582 D583 1ID584 ID585 1ID586 1ID587 1ID588 1ID589 ID590 <

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)

01234567

D E I 8 Log2 (norm counts)

IGFBPS

?@RC

1
POSTN
MI CL1
SCGB2A2

Features

Stahl, Science 2016



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

Laser

000
0000
oo

1500

= 1000

Intensit

500

.LIJI |

9/ 000 ¢1 500 2% 25%3000 3500




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

Fig. 4. MALDI IMS of a representative tissue section of HCC with microvascular invasion. (A) Hematoxylin and eosin staining showing areas of
tumor cells with distinct morphologies (T1/T2) and stroma (S). MALDI images showing spatial distribution of iens with m/z 3790 (B) and 5654
(C), highlighting heterogeneous expression of proteins in tumor cells. a.u., arbitrary unit.

Pote et al. Hepatology 2013



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

Forme diméthylée sur lysine 20 histone H4

! —— HCC/MiVI- (n=26) 7
HCC/MiVI+ (n=30)
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Pote et al. Hepatology 2013



Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit

A MiVI -

MALDI Imaging

MiVI +
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- Modification de I’histone H4 controlée par I'enzyme hMOF
- Impact sur la migration et I'invasion des cellules tumorales

Pote et al. Hepatology 2013



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

Technologie déclinable pour I'étude des lipides, de métabolites etc....



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

Tissue sectioning Deparaffination & Trypsin application Matrix application MALDI MS analysis
(~3 um) antigen retrieval
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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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Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
MALDI Imaging

Outil pour I'étude de I’hétérogénéité tumorale et des tumeurs mixtes
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Nouvelles approches d’imagerie in situ a haut débit
MALDI Imaging

Outil pour I'étude de I’hétérogénéité tumorale et des tumeurs mixtes
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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

i Estrogzén receptolas
EaET. X

b Kelfgtin -

Levenson et al. Lab Invest 2015



Conventional IHC Tumor Phenotype

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 a 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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