De la coupe a la carte : comment la
technologie de transcriptomique spatiale
Visium® redéfinit la vision du tissu.
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[ Pourquoi la biologie spatiale ? J

[ Positionnement de la technologie Visium® dans I'écosysteme ]
spatial

[ Un exemple de projet en oncologie ]
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Deux mondes separes...
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TECHNIQUE IN SITU ANALYSE EN BULK
(COUPE HISTOLOGIQUE) (TUMEUR DANS UN TUBE)

Analyse dans le contexte spatial d’origine Analyse apres dissociation et mélange de toutes les cellules
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TECHNIQUE IN SITU
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-jusqura la transcriptomique spatial

TECHNIQUE IN SITU ANALYSE EN BULK
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Technologie Compagnie Transcriptome Résolution Imagerie
complet directe

Quelques technologies de TS

‘ Visium V2 10X Genomics 1-10 cells 6,5 X 6,5 mm
11 x11 mm
VisiumHD 10X Genomics Cellulaire 6,5 X 6,5 mm
11 x11 mm
Xenium 10X Genomics Sub-cellulaire 12 x 24 mm
ATERA (2026) 10X Genomics Sub-cellulaire Whole slide
lllumina Spatial  lllumina Sub-cellulaire Whole slide
(2026)
MERFISH/ Vizgen Sub-cellulaire 1 cm?
MERSCOPE
GeoMx DSP Bruker Regional 14 x 33 mm
(but ROI)
CosMx Bruker Sub-cellulaire 15 x 20 mm




ICﬁ Principe de |la technologie Visium

Visium

Capture Area with 55 pm barcoded spots,
their centers 100 pum apart
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De Visium V2 a Visium HD
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Visium HD

Capture Area with continuous lawn of
2x2 pym barcoded squares, binned to 8x8 pm

Visium

Capture Area with 55 pum barcoded spo
their centers 100 pum apart

100 um
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% Workriow - Visium

Sample prep Probe hybridization CytAssist Probe Library Data processing
& imaging & ligation probe capture extension construction

Sequencing & visualization

Préparation de I'échantillon Construction de la librairie NGS / Analyse bioinformatique



1. Preparation de I'échantillon:

v" Qualification ARNm
Sélection ROI

Coupe (5um), déparaffinage, coloration (HE)
Numerisation

Décoloration (HCI)

I Decrosslinking
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o Visium V2 — Etape 1
1

DV200 = 38%

1. Qualification des ARNm
v' Copeaux FFPE du méme bloc —
v Extraction (RNeasy FFPE kit, Qiagen)

DV200 = 87%

v Qualification (Tape station, Agilent)

> Prérequis pour Visium DV200 >30%

DV200

n=85 HGSOV



Impact de la duree de fixation sur le DV200
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Visium V2 — Etape 1
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2. Sélection de la région d’'intérét (6,5 x 6,5 mm)

v' Coordination avec le pathologiste
- Eviter les zones de nécrose, les calcifications

- Optimiser le positionnement de la ROI

L



3. Coupe / déparaffinage / coloration

- Ré-hydratation des blocs (bain eau glacée)

- Positionnement de la ROI dans le cadre limité,

dans l'axe x,y

[ |
VWR SuperFrost }

- Protocole manuel pour déparaffinage / coloration P oremum

L




4. Numérisation

v" Montage non permanent : Glycérol 85% + FixoGum®
v" Numeérisation x20 (export .tif + format du scanner)

v Démontage lamelle dans eau

v’ Séchage a 37°C

(A cette étape, les lames peuvent étre conservées 15 jours dans le noir a +4°C)

L




v Décoloration (HCI)

v Decrosslinking

L



Lames

Microtubes

% visium Vz — Etape 2

Cancer

. Construction de la librairie
Hybridation des sondes
Ligation des sondes
Digestion des ARN, capture des sondes liberees (CytAssist®)

v
v
v
v Extension et élution des sondes
v' Préamplification, purification et quantification
v

. Sample Index Read 1T:28 *3arr:plr9)‘n(iei>:
Indexatlon (i—)ﬂ‘“— _"‘”'U
e — E—

P5 Re d1T atial UMI Poly(dT)VN Read 25:50 Read 2S



Visium V2 — Etape 3
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3. Sequencage & analyses bioinformatiques
v" NGS des librairies

v Alignement spatial

Tissue Plot with Spots Colored by Clustering G t-SNE Projection of Spots by Clustering G &
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t-SNE2
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v Analyse bioinformatique

= Normalisation », .
= Clustering |
= Déconvolution cellulaire R

= Heatmaps spatiales




Projet MR-OMICS
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Courtesy from PinkCC lab. Pr S Nougaret
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scale
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Unravelling tumor biology through Al imaging

Histology scale DETECT-DIAGNOSE-MONITOR RESPONSE to CANCER
Non invasively
Immune TME
Proteomic
Transcriptomic » M\ |

Genomi N
enomic \ _’. 77




1 Alignment between 9.4T images and Histology slides

In vivo
Macroscopic scale

Clinical 3T MRI

Registration 3D Mold

EX vivo
Microscopic scale

Whole Slide Images (WSI)

’%

Pre-clinical 9,4T MRI
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Tissue characterization

Automated

» registration
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Voxel-wise radiomi
feature maps

» Habitat imaging

Spatial
transcriptomics
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Courtesy from PinkCC lab. Pr S Nougaret



o Exploring Tumor Heterogeneity through Spatial Transcriptomics
1

Intra-Tumor Heterogeneity
Prospective Cohort s Inter-Tumor
MROMICS — 2 Heterogeneity

Carcinomatosis
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Courtesy from PinkCC lab. Pr S Nougaret/ JP Villemin



@ Quelgues métriques

“wﬁwﬁ FEES S PSS PSS

Mumber of spots Numhu-r nfur-uam Mean # of UMIs Med # of Genes

4 616 287 M 32723 7924
1 586 64 M 6 224 2 593
1180 M 65 219 10 221




Samples per patient

Proportions des principaux types cellulaires entr

Cell Type

EE:E:E:.?'_:- ' prédominent par rapport aux

i . cellules lymphoides.
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Courtesy from PinkCC lab. Pr S Nougaret/ JP Villemin
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Les signatures geniques correspondent plus ou
|c|\1 moins a I"histologie

nstntul ré ional du C aaaaa
ll r|v

Cancer Cells Adipocytes Blood cells

mim
Q >m
OGG |
&o

@
s@e P

u@ o ,o,q», )
BOLONC M
BRCODT I
'o’se, “ 2




ICI‘\g Un exemple de transcriptome / expression proteique
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CD163 Myeloid.cell

LogCou

Courtesy from PinkCC lab. Dr JP Villemin
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; Qualité tissulaire
et préparation
des echantlllons

BIOINFORMATIQUE

Traitement,
intégration et
visualisation
des données

La performance de la technologie dépend autant
de la qualité de I'échantillon que de l'interprétation
biologique et de I'analyse des données.




Merci pour votre attention
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The lab Research Publications Join us News Events Team Contact

Welcome to the PINKcc lab

Precision Imaging as a New Key in Cancer Care (PINKcc): Advancing Al-driven
imaging biomarkers for oncology.

Join the PINKCC Lab - Precision Imaging & Al in Cancer Care

https://pinkcc.com
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