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Autofluorescence tissulaire et lipofuscines : 
un défi majeur pour l’hybridation in situ par RNAscope

Valentin GARCIA
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Autofluorescence tissulaire

Développement de stratégies pour réduire l’autofluorescence tissulaire

CONTEXTE
Études histologiques en fluorescence: hybridation in situ / Immunofluorescence (IF) 
Principal problème: tissus fortement autofluorescents

Souris âgées HumainPNH
(primates non-humain)
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Autofluorescence tissulaire

Développement de stratégies pour réduire l’autofluorescence tissulaire

CONTEXTE
Études histologiques en fluorescence: hybridation in situ / Immunofluorescence (IF) 
Principal problème: tissus fortement autofluorescents

Souris âgées HumainPNH
(primates non-humain)

TISSUS AUTOFLUORESCENTS
Bruit de fond élevé

Masquage du signal spécifique
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Tissu: moelle épinière
Épaisseur: 14 µm

Tissu: cerveau
Épaisseur: 4 µm

Autofluorescence intrinsèque des tissus
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Tissu: moelle épinière
Épaisseur: 14 µm
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RNAscope: sonde contrôle 
positive humaine (PPIB)

Quelle est l’origine de cette 
autofluorescence ?

Autofluorescence intrinsèque des tissus
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Les Lipofuscines: qu’est-ce que c’est ?

Pigments d’usures intracellulaires autofluorescents associés au vieillissement et considérés comme des 
« pigments de vieillissement »
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TYPES CELLULAIRES ?

cellules musculaires 
cardiaques

neurones

14
macrophages résidents



APPROCHES TECHNIQUES

1. Approches chimiques

Sudan black B TrueBlack

Masque les pigments 
lipidiques autofluorescents

Extinction spécifique de la 
fluorescence des 

lipofuscines
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APPROCHES TECHNIQUES

1. Approches chimiques

Sudan black B TrueBlack

Masque les pigments 
lipidiques autofluorescents

Extinction spécifique de la 
fluorescence des 

lipofuscines

2. Approches physiques

Dégradation des molécules 
auto-fluorescentes

Temps d’exposition: 30min à 2h

Photoblanchiment moins agressif

Temps d’exposition: 2h à 72h

UV Lumière intense / LED
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1. Approches chimiques

Sudan black B TrueBlack

Masque les pigments 
lipidiques autofluorescents
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fluorescence des 

lipofuscines

2. Approches physiques

Dégradation des molécules 
auto-fluorescentes

Temps d’exposition: 30min à 2h

Photoblanchiment moins agressif

Temps d’exposition: 2h à 72h

OBJECTIFS

Réduire le bruit de fond

Améliorer le rapport 
signal / bruit

Éviter les faux positifs

Développer des protocoles robustes 
et reproductibles

Conserver les marquages 
spécifiques (RNAscope/IF)

UV Lumière intense / LED

Analyses fiables
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Exposition aux UV

UV
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Tissu humain:
moelle épinière

Exposition:
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AUTOFLUORESCENCE 
TISSULAIRE

UV 

+ =
Perte du marquage 
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Traitement au True Black
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21



Traitement au True Black

Tissu humain:
moelle épinière

Exposition: NON

Traitement:
True Black 

post-RNAscope

AUTOFLUO ARNm PPIB Merge

SA
N

S 
Tr

u
e 

B
la

ck

70µm

22



Traitement au True Black

Tissu humain:
moelle épinière

Exposition: NON

Traitement:
True Black 

post-RNAscope

AUTOFLUO ARNm PPIB Merge

SA
N

S 
Tr

u
e 

B
la

ck
A

V
EC

 T
ru

e 
B

la
ck

70µm

Temps d’exposition

23



Traitement au True Black

Merge

SA
N

S 
Tr

u
e 

B
la

ck
A

V
EC

 T
ru

e 
B

la
ck

AUTOFLUO
ARNm PPIB

DAPI

70µm10µm

Tissu humain:
moelle épinière

Exposition: NON

Traitement:
True Black 

post-RNAscope

24



Traitement au True Black

Merge

SA
N

S 
Tr

u
e 

B
la

ck
A

V
EC

 T
ru

e 
B

la
ck

AUTOFLUO
ARNm PPIB

DAPI

70µm10µm

Tissu humain:
moelle épinière

Exposition: NON

25

Traitement:
True Black 

post-RNAscope
• Diminution globale des signaux fluorescents
• Augmentation du rapport signal/bruit
• Conserve le marquage RNAscope

True Black
Post-RNAscope

• Élimination partielle de l'autofluorescence
• Compatible avec un couplage IF ?



Traitement True Black pré-RNAscope
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Traitement True Black pré-RNAscope
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Expositions aux LED
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Tissu humain:
moelle épinière

Expositions 
répétées:

29



Expositions aux LED
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Expositions aux LED

No exposure

Ex. 488 nm 400ms

Ex. 560 nm 400ms

Donneur: 35ans

Sans exposition 30h 60h 90h 120h

→ Diminution de l’autofluorescence

LED
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Expositions aux LED

No exposure

Ex. 488 nm 400ms

Ex. 560 nm 400ms

Donneur: 35ans

Sans exposition 120h

Atténuation de l’autofluorescence suffisante ?

LEDContraste
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Expositions aux LED
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• Marquage RNAscope post-LED

• Adapter l’exposition au tissu
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CONCLUSION
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PERSPECTIVES de R&D

Application à 
d’autres modèles

Acheter une lampe LED 
spectre complet

Tester le couplage LED / 
TrueBlack post-RNAscope

+

Vérifier le couplage IF
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RNAscope post-exposition UV
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