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A Duray, clin dev immunol 2010

Le microenvironnement tumoral: un paysage complexe



Phénotypage des cellules du microenvironnement: 

Approches technologiques

Cytométrieen flux

Tissu : Tissu tumoral frais
Phénotype sans morphologie

Marquage in situ multiparamétrique
Morphologie et phénotype

Tissu : 
- congélé
- FFPE (formalin-fixedparaffin-embedded)

Marquage
- IHC conventionnelle concomittante
- IHC séquentielle

- Enzymatique
- Fluorescence

Lecture
- Microscope en lumière blanche / fluorescence 
- Microscope spectral

Analyse ŘΩƛƳŀƎŜ

Histologie standard

Morphologie + IHC sur coupe sériée

CD8HES



1- Stratégie de marquage

-Immunohistochimie conventionnelle concomittante
-Immunohistochimie séquentielle



Immunohistochimie conventionnelle concomittante: 
Méthode directe

Á Anticorps primaire directement conjugué à la molécule marquée
V Fluorescent
V Enzymatique 

Á¦ƴŜ ǎŜǳƭŜ ŞǘŀǇŜ ŘΩƛƴŎǳōŀǘƛƻƴ

Avantages: 

+Rapide

+Possibilité ŘΩǳǘƛƭƛǎŜǊ ŘŜǎ Acde même espèce

Inconvenients

-tŀǎ ŘΩŀƳǇƭƛŦƛŎŀǘƛƻƴ Řǳ ǎƛƎƴŀƭ ǇƻǎǎƛōƭŜ

- Accommercialisés non adaptés In situ (faddingΣ ΧΦΦύ

Tissus

Antigène (épitope)

Anticorps 
conjugué au 
traceur



CD8-FITC CD103-PE CD8-CD103-E-cadherin- APC

Nizard et al, Nature Com, 2017

Anticorps CD8 mouse-anti-humain IgG1 couplé FITC
Anticorps CD103 mouse-anti-humain IgG1 couplé PE
Anticorps E-Cadherinemouse-anti-humain IgG1 couplé APC

Application
Identification des lymphocytes T Résidents mémoires dans le microenvironnement 
de Tumeurs du poumon 



Immunohistochimie conventionnelle concomittante: 
Méthode indirecte

Tissus

Antigène (épitope)

Anticorps Ir

Anticorps IIr
conjugué au 
traceur

1-Anticorps primaire non conjugué se lie à ƭΩŀƴǘƛƎŝƴŜ

2-Anticorps secondaire conjugué à la molécule marquée  
ŘƛǊƛƎŞ ŎƻƴǘǊŜ ƭŜǎ ƛƳƳǳƴƻƎƭƻōǳƭƛƴŜǎ ŘŜ ƭΩŀƴƛƳŀƭ ŎƘŜȊ 
ƭŜǉǳŜƭ Ŝǎǘ ǇǊŞǇŀǊŞ ƭΩŀƴǘƛŎƻǊǇǎ ǇǊƛƳŀƛǊŜ

Avantages 
+ Sensibilité augmentée  (AC primaire : plusieurs sites de 
ƭƛŀƛǎƻƴ ǇƻǳǊ ƭΩ!/ ǎŜŎƻƴŘŀƛǊŜ)

Inconvenients
- Anticorps ŘΩŜǎǇŝŎŜǎ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘŜǎ ou de même espèce 
Ƴŀƛǎ ŘΩisoptypesdifférents

-> goat, mouse, donkey, rabbit, ΧΦ
-Ҕ LƎDмΣ LƎDнŀΣ LƎDнōΧ
-> espèces commercialisées limitées

-Réactions croisées avec les Igendogènes, Biotine 
ŜƴŘƻƎŝƴŜΧ



Tissus

Antigène (épitope)

Anticorps Ir

Anticorps IIr
conjugué au 
traceur

Immunohistochimie conventionnelle concomittante: 
Méthode indirecte en FLUORESCENCE

Système Avidine-Biotine
{ȅǎǘŝƳŜ ŘΩŀƳǇƭƛŦƛŎŀǘƛƻƴ Řǳ ǎƛƎƴŀƭ

vǳƛ ǳǘƛƭƛǎŜ ƭŀ ŎŀǇŀŎƛǘŞ ŘΩǳƴŜ ƳƻƭŞŎǳƭŜ ŘΩavidineà lier plusieurs biotines

Anticorps secondaire couplé au fluorophore Anticorps secondaire biotinilé



Immunohistochimie conventionnelle concomittante: 
Méthode indirecte en FLUORESCENCE

BTLA Mouse 
antiBTL-A 
IgG2b

AF488 goat
anti-mouse
IgG2b

PD1 Mouse anti 
PD1 IgG1

Biotinilé
Donkeyanti 
mouse IgG1

Cyan 3 
streptavidin

CD8 Rat anti- CD8 
IgG2b

AF594 goat
anti-rat

CD8
BTLA
PD1



Anticorps  Souris

Anticorps  Lapin

Polymère
anti-Souris
HRP

Polymère
anti-Lapin
AP

DAB

FastRed

CD4+   FoxP3+ Automate VentanaBenchmark Ultra

Julien Adam (Gustave Roussy)

-> 2 couleurs

Immunohistochimie conventionnelle concomittante: 
Méthode indirecte enzymatique



CD8 / PD1 / PD-L1/ CK19

Primary  
antibodies

Secondary 
antibodies

Fluorescent 
labeled 

streptavidin 

PDL1 Rabbit 
Biotinylated 
CόŀōΩнύ ŘƻƴƪŜȅ 

anti-rabbit 

CyTM2 labeled
streptavidin

PD1
Mouse IgG1, 

ˁ 

Cyan 3 conjugated 
goat IgG1 specific  

anti-mouse

CK19

AF594 
conjugated 

Mouse 
LƎDнŀΣ ˁ 

CD8
APC 

conjugated 
mouse IgG2a 

Roussel, et al, Oncoimmunology2017

Méthode multiplex  concomitante en fluorescence

Limite: espèces +++



Source: PerkinElmer

Immunohistochimie multiplex séquentielle

Principes 
1. La peroxydase catalyse la formation de radicaux tyramide.  

Ces radicaux se lient de façon covalente avec les protéines 
de proximité.

2. Etape de dénaturation du dispositif de détection
permettant ŘΩǳǘƛƭƛǎŜǊ ŘŜ Ŧŀœƻƴ séquentielle des anticorps de 
même espèce


