Autofluorescence tissulaire et lipofuscines :
un défi majeur pour I’hybridation in situ par RNAscope
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Développement de stratégies pour réduire I'autofluorescence tissulaire
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Développement de stratégies pour réduire I'autofluorescence tissulaire
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Etudes histologiques en fluorescence: hybridation in situ / Immunofluorescence (IF)
Principal probleme: tissus fortement autofluorescents
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TISSUS AUTOFLUORESCENTS
Bruit de fond élevé
Masquage du signal spécifique
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Autofluorescence intrinseque des tissus

Ex. 488 nm 400ms

Ex. 560 nm 400ms

Tissu: cerveau Tissu: moelle épiniere
Epaisseur: 4 um Epaisseur: 14 pm RNAscope: sonde controle
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Quelle est l'origine de cette
autofluorescence ?
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Pigments d’usures intracellulaires autofluorescents associés au vieillissement et considérés comme des
« pigments de vieillissement »
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Traitement au True Black

True Black * Diminution globale des signaux fluorescents
Post-RNAscope * Augmentation du rapport signal/bruit
 Conserve le marquage RNAscope
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Traitement True Black pré-RNAscope

True Black
Pré-RNAscope

P



Expositions aux LED

/ Expositions \
répétées:
LED 0
f

]

Tissu humain:
moelle épiniere

. i

29



Expositions aux LED

/ Expositions \
répétées:
LED r
s

s
& 5w
|
P &

Tissu humain:
moelle épiniere

\_ %

Ex. 488 nm 400ms

Ex. 560 nm 400ms

Donneur: 35ans

Donneur: 50ans

100pum

» ooy

- Autofluorescence naturelle augmente avec I’age

30



|

Expositions aux LED

1 Donneur: 35ans

Sans exposition

30h

60h

90h

LED rf

120h

Ex. 560 nm 400ms

= Diminution de l'autofluorescence

31




|

Expositions aux LED

1 Donneur: 50ans

Sans exposition

60h

90h

LED rf

120h

-

30h

Ex. 560 nm 400ms

= Diminution de l'autofluorescence

32




[ Expositions aux LED

|

1 Donneur: 35ans

Sans exposition 120h

Ex. 560 nm 400ms

Atténuation de l'autofluorescence suffisante ?

Contraste///

LED ,i

/'

33



Expositions aux LED

9 bandes de couleurs

Bande UV [ Violet | Bleu Ble.u Orange | Rouge Rouge Far- Balnc
clair profond red
Longueur | 380 | 430 460 | 470 610 630 660 730 | Spectre
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RNAscope post-exposition UV
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