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Le microenvironnement tumoral: un paysage complexe

MHC Arginase/ ./
Costimulatory
molecules

QK
€

@
(®):

Apoptotic CD8* T & % Q
QR-\_‘
CD4* T cell Q B ]

: 1 l 'IL-6, PGE2, COX-2

s T ®

@

C
oo
©
Antibody production <¢— Cytokine (—Q’Q‘
by B cells
CD4" Th2 T cell

Apoptotic
@ Tumor cell Q CD8* T cell
@ TAM M2 CD4* Th2
phenotype T cell
55 MDscC Q Treg
Q CD8* Tcell Q CD4* Th17

'\ v g X L
SIS Q‘_‘ @ :

TGF-$, VEGE, GM-CSFE, TGF-q, IL-1, IL-6, IL-8 “

A Q [Immunosuppression]
S

;\Qﬂ

N

ol 0@ ¢
r‘.'

TGF-$, PGE2, IL-6, IL-10, adenosine
CD8" T cell

/&\ lL-I7—)Cytokine—)-
QQ—’ Cptkine —{ nflammation|
’Q CD4* Th17 T cell

o \.\v ﬁ?',‘ NK cell

lmmunosuppressionl

TGF-$, PGE2, IL-10

\) Tumor growth

@ EGF, PDGF, TGF-B, IL-6, IL-1, TNF-a
TAM M2 é{)
&

henotype .
phem
MMPs, TNF-«, 1L-1

/ol

-/
==

Q
Q

————, Interact

P @

4‘ Inhibit

CD4* T cell

NK cell

-3 Promote

A Duray, clin dev immunol 2010



Phénotypage des cellules du microenvironnement:

Approches technologiques
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Histologie standard
Morphologle+ IHC sur coupe Sériée

Marquage in situmultiparamétrique
Morphologie et phénotype

Tissu :
- congélé
- FFP Eormalin—fixed paraffirembeddegl

Marquage
- |HC conventionnelleoncomittante
- IHC séquentielle

- Enzymatique
- Fluorescence

Lecture

- Microscope en lumiérelanche / fluorescence
- Microscope spectral |
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1- Stratégie de marquage

-Immunohistochimieconventionnelleconcomittante
-Immunohistochimie sequentielle



Immunohistochimie conventionnellsoncomittante
Méthode directe

A Anticorps primaire directement conjugué a la molécmlarquée
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Application
Identification des lymphocytes T Résidents memoires dans le microenvironnement
de Tumeurs du poumon
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. CDSFITC CD8CD108Ecadherin-APC

CD103PE

Anticorps CD8 mousanti-humain IgG1 couplé FITC
AnticorpsCD103nouseanti-humain IgG1 couplBE
Anticorps ECadherinemouseanti-humainlgG1 coupl&PC

Nizard et al, Nature Com, 201



Immunohistochimie conventionnellsoncomittante
Méthode indirecte

1-Anticorpsprimaire non conjuguése lied QF Yy i A 38y S ‘.<— Anticorpslir
conjugueé au
2-Anticorps secondaire conjugug la molécule marquée traceur
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Immunohistochimie conventionnellsoncomittante
Méthode indirecte en FLUORESCENCE

Anticorps secondaire couplé aiuorophore Anticorps secondairdiotinile

Streptavidine
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Immunohistochimie conventionnelleoncomittante
Méthode indirecte en FLUORESCENCE

BTLA Mouse AF488oat
antiBTEA anti-mouse
1gG2b 1gG2b
PD1 Mouse anti | Biotinilé Cyan 3
PD1igG1 Donkeyanti | streptavidin
mouselgG1l
CDS8 Rat antt CD8| AF594goat
1gG2b anti-rat




Immunohistochimie conventionnellsoncomittante

Methodeindirecte enzymatique

Polymere
anti-Souris

. _ HRP ’ DAB
Anticorps Souris

)\ Polymeére
anti-Lapin

AP
Anticorps Lapin ’ FastRed
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Julien Adam (Gustave Rouss)



Methode multiplex concomitanten fluorescence

Fluorescent

Primary Secondary
antibodies antibodies Iabele.d :
streptavidin
Biotinylated
PDL: Rabbit CoF o Quu CYMAaDeled
anti-rabbit P
Cyan 3 conjugate
PD1 Mousce 9G] goat IgG1 specif
anti-mouse
AF594
conjugated
C
CK1 Mouse
Labul £ ¢
APC
CD8 conjugated
mouse 1gG2

Limite: especes +++

CD8 /PD1 /PDL1/CK19

Rousselet al Oncoimmunology2017



Immunohistochimie multiplex séquentielle

Principes

1. La peroxydase catalyse la formation de radidguamide.

Ces radicaux se lient de fagon covalente avec les protéines
de proximitée

2. Etape de dénaturation du dispositif de détection

permettantR Qdzi A f A asBoNéntieiedeF dntisRpg de
méme espece

Source: PerkinElmer



