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tƭŀŎŜ ŘŜǎ ƴƻǳǾŜƭƭŜǎ ǘŜŎƘƴƛǉǳŜǎ ŘΩƛƳŀƎŜǊƛŜ in situ

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

Ç Limitations des techniques

Á Biologie moléculaire NG
- Absence de contexte spatial

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

Ç 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

Å Imagerie par spectrométrie 

de masse (IMS)

Å Imagerie par OCT

Å IHC/IF multispectrale

Å RNA FISH/CISH

Å Immunoligation(PLA)

Å Nanostringin situ

Å RNA sequencingin situ

Å 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 
ŘΩǳƴŜ ƳŞŘŜŎƛƴŜ ŘŜ ǇǊŞŎƛǎƛƻƴ

Signatures diagnostiques
Classifications

Facteurs pronostiques
Facteurs prédictifs 

Bodenmiller, CellSystem, 2016



Pathologie et nouvelles imageries moléculaires 

Á !ŘŀǇǘŞŜǎ Ł ƭΩŞǾƻƭǳǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ tŀǘƘƻƭƻƎƛŜ
Å ComplexitéΥ сл҈ ŘΩŀǳƎƳŜƴǘŀǘƛƻƴ Řǳ ƴƻƳōǊŜ ŘŜ ōƭƻŎǎ Ŝǘ 

de lames /cas en 10 ans

Å Rôle déterminant: diagnostic, analyses supervisées, 
décisions thérapeutiques

Å Hétérogénéité phénotypique tumorale: 

-diversité génétique (sous-clones) 

-non génétique (épigénétique, stochastique, hiérarchique, 

microenvironnement)

Á Conditionspré-analytiquesoptimales
Å Tissus: diagnostic, cellularité, hétérogénéité 

Å Prélèvements:  biopsies pré-thérapeutiques 

Å Technique: artéfacts de fixation, coagulation

Å Classifications: réactualisation (TNM, WHO)



Questions

Å Place des techniques

× Application: RNAscope, multiplex
× Preuve de concept: Nanostringin situ, IHC par spectrométrie de masse
× Recherche: IMS, sequencingin situ

Å Nature des panels: tumeur, microenvironnement, système immunitaire

Å Intégration des données: bioinformatique

Å Seuils et quantificationΥ  [ƻƎƛŎƛŜƭǎΣ !ƴŀƭȅǎǘŜ ŘΩƛƳŀƎŜǎ

Å Répartition spatiale 

Å Délai de rendu

Å Cout



TECHNOLOGIES VECTORIELLES

IMAGERIE MULTIPLEX RNASCOPE

NANOSTRINGIN SITU IMMUNOLIGATION



IMAGERIE MULTIPLEX



tƭŀǘŜŦƻǊƳŜ ŘΩƛƳŀƎŜǊƛŜ multispectrale



Principe 

Å tƭŀǘŜŦƻǊƳŜ ŀǳǘƻƳŀǘƛǎŞŜ ŘΩLC multispectrale

Å 200 lames 

Å FFPE

Å X 400

Å WǳǎǉǳΩŁ т ŎƛōƭŜǎ

Å Localisationet expressionde biomarqueurs

Å wŀǇƛŘƛǘŞ ŘΩŀƴŀƭȅǎŜ 

Å Reproductibilité 

IM multi-couleur

Imagerie multispectrale

!ƴŀƭȅǎŜ ŘΩƛƳŀƎŜǎ 



1 Marquage multi-couleur



Technique opal
{ȅǎǘŝƳŜ ŘΩŀƳǇƭƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ǇŀǊ ƭŀ ¢ȅǊŀƳƛŘŜ

Incubation avec un anticorps primaire 
pour une cible dôint®r°t

Echantillon

Incuber avec lôHRP - conjugué



Incubation avec un anticorps primaire 
pour une cible dôint®r°t

Echantillon

Incuber avec lôHRP - 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 dôint®r°t

Echantillon

Incuber avec lôHRP - conjugué

Réaction avec le TSA

Les radicaux libres forment des liaisons covalentes avec les 

tyrosines proches de lô®pitope

ǒ

Amplification du signal



Incubation avec un anticorps primaire 
pour une cible dôint®r°t

Echantillon

Incuber avec lôHRP - conjugué

Réaction avec le TSA

Amplification du signal

Dissociation par la chaleurde ƭΩ!Ŏprimaireet 
secondaireen gardantles fluorochromesintacts

Dissociation des Anticorps Lôanticorps 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



Å AcquisitionŘΩƛƳŀƎŜǎavecun grandnombre
de longueursŘΩƻƴŘŜǎ(spectre)

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

Å Chaque cube de la caméra capte pour
chaquepixel du prélèvementtissulaireun
spectreŘΩŞƳƛǎǎƛƻƴdissocié

Caméra multispectrale



Spectra

650 nm

625 nm

600 nm

575 nm

22

550 nm

x

y

z

Reconnaissance de la longueur ŘΩƻƴŘŜ
spécifiquede chaquefluorophoreet épitope



о !ƴŀƭȅǎŜ ŘΩƛƳŀƎŜ Ŝǘ ŜȄǇƻǊǘ



EtapesŘŜ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ



Spectrally separated H&E Foxp3 

CD20
Opal540

CD8
Opal570

CD4
Opal520

Foxp3
Opal620

DAPI

Cytokeratin 

CD68 CD20 CD8 CD4 

CD68
Opal650

CK
Opal690

Dapien Hématoxyline
Fluorescence en DABFonction Bleaching



Workflow



IHC monoplex

tŀƴŜƭ ǎǇŞŎƛŦƛǉǳŜ ŘΩǳƴ ǘƛǎǎǳ

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
¢Ǉǎ ŘΩŜȄǇƻǎƛǘƛƻƴΥ рлκмрлƳ όȄнлύ
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)

{ŞƭŜŎǘƛƻƴ ŘΩǳƴ ƻǊŘǊŜ ƻǇǘƛƳŀƭ

Immunomarquagemultiplex

Vérification: crosstalk, interférence

Repositionnementsi nécessaire

Acquisition Image PhénotypageSegmentations Co-localisation Scoring



Application Recherche

Cancer du sein/Système lymphoidetertiaire 



IHC MONOPLEX

Etape 1

Déparaffinage

Etape 2

Démasquage

Etape 3

Bloquage

Etape 4

Incubation de lôanticorpsprimaire

Etape 5

Introduction de lôHRP

Etape 6

TSA Plus (Opal)
tape 7:

Etape 7

Dissociation de lôAcpar la chaleur

Etape 8

Coloration et montage

Répéteren utilisant différents fluorophores

Etape3 à 7 = 2h15 par Ac

3 couleurs = minimum 7h de run

7 couleurs = minimum 14h de run



Optimisation du panel

Titration des acprimaires

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



Visualisationimage brute lame entière
Sélection de zônesŘΩƛƴǘŞǊŜǘ

½ƻƴŜǎ ŘΩƛƴǘŞǊşǘ

Å Set de trainingΥ ǇǊŞǇŀǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩƛƳŀƎŜ ŎƻƳǇƻǎƛǘŜΣ ǎŜƎƳŜƴǘŀǘƛƻƴǎ Ŝǘ scoring
Å BatchΥ ŀƴŀƭȅǎŜ ŘŜ ƎǊŀƴŘŜǎ ǎŞǊƛŜǎ ŘΩƛƳŀƎŜǎ



DC-lamp

CD20 PNAd

CD3

CD21

Extraction de la librairiespectraledansinForm



!Ŏǉǳƛǎƛǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩƛƳŀƎŜ ŎƻƳǇƻǎƛǘŜ р plexe

Image brute CD21 CD21 DC-lamp

CD21  DC-lamp CD20 CD21 DC-lampCD20 CD3 CD21 DC-lampCD20 CD3 



!ƴŀƭȅǎŜ ŘΩƛƳŀƎŜǎ

Segmentation tissulaire Segmentation cellulaire

Phénotypage Scoringet export



Application Diagnostique

Cancer du sein/microenvironnement



!ƴŀƭȅǎŜ ŘΩƛƳŀƎŜǎ

Segmentation tissulaire Segmentation cellulaireImage composite

Phénotypage cellulaire Scoring Analyse de colocalisation



LΩLI/ ƳǳƭǘƛόƳƻƴƻύplexquantitative 

Une alternative?



Principe et workflow 

Ç IHC monoplexséquentielle

Á IHC standard itérative: HRP/AEC

Á Numérisation de la lame IHC

Á 12 Ac/ même lame
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Ç IHC multiplex
Á Alignement des 12 lames numérisées (CellProfiler)
Á Transfert des images sur ImageJ
Á 9ȄǘǊŀŎǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩ!9/κhematoxpar un algorithme de déconvolutionde couleurs
Á Conversion en échelle de gris
Á Visualisation multiplex par couleurs artificielles
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ÇAnalyse des données
ÁSegmentation cellulaire (Cytométriemultiparamétrique, CellProfiler)
ÁSegmentation tissulaire et densité
ÁPhénotypage

T
s
u
jik

a
w

a
e
t 

a
l.
 C

e
ll

re
p
o
rt

 2
0

1
7



ÇAnalyse des données
ÁSegmentation cellulaire (Cytométriemultiparamétrique, CellProfiler)
ÁSegmentation tissulaire et densité
ÁPhénotypage

T
s
u
jik

a
w

a
e
t 

a
l.
 C

e
ll

re
p
o
rt

 2
0

1
7



Indications

Ç Recherche, Pathologie clinique

Ç Panels diagnostiques (microbiopsies, TMA)

Ç Hétérogénéité tumorale

Å Sous-populations tumorales minoritaires 

Ç Microenvironement

Ç Système immunitaire 

Å populations cellulaires

Å Statut immunitaire 

Å Interactions intercellulaires 

Å Checkpoints: cellules tumorales et du ME

Å Statut fonctionnel des CD8

Ç Biomarqueurs pronostiques et prédictifs



RNA SCOPE



Workflow 

Å Pré-traitement

Å Hybridation 

Å Amplification du signal 

Å Détection du signal

Å Quantification 

Principes

Ç Résolution spatiale cellulaire des ARNs

Å Quantification ŘŜ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ ƎŞƴƛǉǳŜ

Å Détectionsimultanée de plusieurs gènes

Å Topographie des dots:  cytoplasmique +++

Ç Technique

Å SensibilitéΥ ǎȅǎǘŝƳŜ ŘΩŀƳǇƭƛŦƛŎŀǘƛƻƴ

Å Spécificité: design des sondes

Å Tissuscongelés et FFPE

Å Résultats reproductibles

Å Variabilité réduite 

Å Conditionspré-analytiques: tissu

Å Automatisé: BOND RX, VENTANA DISCOVERY

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



Hybridation

Ç Sondes en Z

Å .ŀǎŜΥ ǎƛǘŜ ŘΩƘȅōǊƛŘŀǘƛƻƴ ŀǾŜŎ ƭŀ ŎƛōƭŜ ŘΩ!wb όму-25 nt)

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

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

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

Ç Hybridation: 20 paires ZZ / cible

Ç Spécificité +++ (diminution du bruit de fond)



Amplification 

Ç Amplification

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

Å 20amplificateurs/ pré-amplificateur

Å 20 sondes marquées / amplificateur

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

Ç Détection 

Å HRP-DAB (3 cibles), rouge chromogénique

Å IHC multispectrale(> 4 cibles)

Å Visualisation : 1 ARN = 1 dot

Ç Sensibilité+++



Détection du signal et scoring

RNAscopemonoplex RNAscopemultiplex

Scoringmanuel Scoringautomatisé

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

Détection



Applications

Recherche

Ç Espèces, gènes et tissus

Ç!ōǎŜƴŎŜ ŘΩŀƴǘƛŎƻǊǇǎ 
Å Anticorps de faible expression

Å LncRNAs, ARN circulaires

Ç Validation de techniques NGS 
Ŝǘ ŘΩŀƴǘƛŎƻǊǇǎ

Ç Double FISH-IHC

Ç±ŀǊƛŀƴǘ ŘΩŞǇƛǎǎŀƎŜ

Ç Analyse single cell

Ç PDX

Ç Cellules souches

Clinique

ÇOncologie

Å Fusions, amplification

Å Immuno-oncologie

Å Panels (petites biopsies)

Å Infections: HPV, EBV, CMV, 
HBV

Å Hétérogénéité

Å Pathways

Ç Inflammation



Anticorps suboptimaux


