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COMBINATION OF TWO HEAT-BASED UNMASKING 
SYSTEMS FOR AN IMMUNOFLUORESCENCE MULTIPLEX 
DETECTION OF RENAL STRUCTURES BY PRIMARY 
ANTIBODIES FROM THE SAME SPECIES 

ABSTRACT

In the context of the characterization of cortical structures of the kidney such as 
glomeruli and proximal convoluted tubules, antibodies (Ab) were used against 
podocin, Wilms tumor protein 1 (WT1) and megalin, respectively. Podocin 
plays a role in the regulation of glomerular permeability and is a marker of 
podocytes. WT1, through its binding function to specific deoxyribonucleic acid 
(DNA) sequences, is an important transcription factor in the development of the 
urogenital system and is therefore a marker of podocyte precursors. Megalin 
mediates tubular absorption and clearance of leptin and is a marker of proximal 
convoluted tubules. The three specific antibodies and conditions used for the 
detection of those three proteins of interest are:

1) �for WT1, a rabbit monoclonal Ab (ab267377, Abcam diluted at 1/500) whose 
corresponding epitope is unmasked by incubation in Tris-EDTA buffer pH 8.0  
at 95 °C for 40 minutes,

2) �for podocin, a rabbit polyclonal Ab (ab50339, Abcam diluted at 1/6000) 
unmasked by incubation in 10 mM buffer of sodium citrate pH 6.0 at 91 °C for 
24 minutes,

3) �and finally, for megalin, a rabbit monoclonal Ab (ab76969, Abcam diluted at 
1/1000) recognizing an epitope unmasked by incubation in 10 mM buffer of 
sodium citrate pH 6.0 at 91 °C for 24 minutes.

Despite recent advances in the combination of primary antibodies of the same 
species and the use of heat stripping steps between each labeling cycle, we have 
wondered about the combination of these different unmasking steps in the case 
of multiplexing. This article demonstrates the feasibility of combining different 
heat antigen unmasking protocols in the context of the use of primary antibodies 
of the same species.

KEY WORDS

Glomerulus, Immunofluorescence, Kidney, Megalin, Multiplexing, Podocin, 
Proximal Convoluted Tubules, Wilms Tumor Protein 1.
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RÉSUMÉ

Dans le cadre de la caractérisation de structures corticales du rein que sont les 
glomérules et les tubes contournés proximaux (TCP), nous avons utilisé des 
anticorps (Ac) dirigés contre la podocine, la protéine 1 de la tumeur de Wilms (WT1) 
et la mégaline. La podocine joue un rôle dans la régulation de la perméabilité 
glomérulaire et est un marqueur des podocytes. WT1 par sa fonction de liaison à 
des séquences d’acide désoxyribonucléique (ADN) spécifiques est un facteur de 
transcription important dans le développement du système uro-génital et est de 
ce fait un marqueur des précurseurs podocytaires. La mégaline médie l’absorption 
tubulaire et la clairance de la leptine et est un marqueur des TCP. 

Les trois anticorps spécifiques et conditions utilisés pour la détection de ces trois 
protéines d’intérêt sont :

1) �pour WT1, un Ac monoclonal de lapin (ab267377, Abcam dilué à 1/500) dont 
l’épitope correspondant est démasqué par une incubation dans un tampon Tris-
EDTA pH 8 à 95 °C pendant 40 minutes,

2) �pour la podocine, un Ac polyclonal de lapin (ab50339, Abcam dilué à 1/6000) 
démasqué par une incubation dans un tampon 10 mM de citrate de sodium  
pH 6 à 91 °C pendant 24 minutes,

3) �et enfin pour la mégaline, un Ac monoclonal de lapin (ab76969, Abcam dilué à 
1/1000) reconnaissant un épitope démasqué par une incubation dans un tampon 
10 mM de citrate de sodium pH 6 à 91 °C pendant 24 minutes.

Malgré les avancées récentes dans la combinaison d’Ac primaires de même espèce 
et le fait d’utiliser des étapes de décapage à la chaleur entre chaque cycle de 
marquage, nous nous sommes posés la question de la combinaison de ces différents 
démasquages dans le cas de multiplexing. Cet article démontre la faisabilité de la 
combinaison de différents protocoles de démasquages antigéniques à la chaleur 
dans le cadre de l’utilisation d’anticorps primaires de même espèce.

MOTS CLÉS 

Glomérule, Immunofluorescence, Mégaline, Multiplexage, Podocine,  
Protéine 1 de la tumeur de Wilms, Rein, Tubes Contournés Proximaux (TCP).
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INTRODUCTION 
Nous nous sommes intéressés au rein dans le cadre d’un projet sur la diminution 
liée à l’âge de l’expression d’une protéine d’intérêt. Dans le but de caractériser 
la structure de ce tissu, nous avons donc décidé d’utiliser la technique de 
multiplexage en immunofluorescence (IF) pour mettre en lumière l’architecture 
du tissu et notamment certaines structures d’intérêt comme les glomérules et les 
tubules contournés proximaux (TCP). 

Le rein est un organe de l'appareil urinaire des vertébrés [2]. Il a de multiples 
fonctions : hormonales, de régulation de la pression sanguine et d'élimination 
des toxines. Il assure ainsi, par filtration et excrétion d'urine, l'équilibre 
hydroélectrolytique (homéostasie) du sang et de l'organisme en général. Ses 
fonctions hormonales comprennent la synthèse de l'érythropoïétine, du calcitriol 
(forme active de la vitamine D) et de la rénine. Il existe une relation très importante 
entre la morphologie et la fonction rénale. Un rein normal de forme caractéristique 
en haricot, montre des structures bien distinctes comme le cortex, la médulla ou 
le hile mais aussi microscopiques comme le néphron composé de son glomérule 
et son système de tubes épithéliaux que sont les tubes contournés distaux (TCD) 
et proximaux (TCP), ainsi que le tissu conjonctif rénal composé de fibroblastes, 
de cellules immunitaires comme les cellules dendritiques, les lymphocytes et les 
macrophages, sans oublier le système vasculaire (Figure 1) [2][3]. L’intégrité et la 
densité des glomérules et des tubes, sont directement corrélées avec la fonction 
rénale dont le taux de filtration glomérulaire est un marqueur important [4].

Figure 1 : Schéma illustrant l’organisation du rein, depuis l’échelle du tissu rénal jusqu’à 
celle du glomérule. Le rein est composé d’unités fonctionnelles de filtration appelées 
néphrons (d'après [2]).
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Dans le cadre de l’étude des lésions apportées aux reins et à leur fonction après 
perfusion du rein, nous avons développé une technique d’immunofluorescence 
(IF) pour la détection de trois marqueurs protéiques de cellules présentes dans 
les structures corticales que sont les glomérules et les TCP. Tout d’abord, la 
podocine, protéine encodée par le gène NPHS2, joue un rôle important dans 
le système rénal. Cette protéine membranaire largement exprimée dans les 
podocytes du glomérule joue un rôle essentiel pour le maintien de la barrière de 
filtration du rein, empêchant les protéines de se déverser dans l’urine primitive. 
La podocine interagit étroitement avec d’autres protéines comme la néphrine. 
Cette interaction est nécessaire à la formation et à la stabilisation du système 
qui filtre le plasma sanguin dans le glomérule. Son emplacement et sa fonction 
assurent la perméabilité sélective de la barrière de filtration [5]. 

Ensuite, la mégaline est un récepteur endocytaire à ligands multiples qui agit 
avec la cubiline (CUBN) pour médier l’endocytose des lipoprotéines de haute 
densité. Dans le rein, la mégaline assure l’absorption tubulaire et l’élimination 
de la leptine. La leptine est également transportée à travers la barrière 
hémato-encéphalique du système nerveux central par endocytose au niveau 
de l’épithélium du plexus choroïde qui exprime également la mégaline. Dans 
le rein, la mégaline intervient dans l’endocytose et la dégradation lysosomale 
ultérieure de la cystatine C (CST3) au niveau des cellules des tubules proximaux 
du rein régularisant l’absorption rénale de nombreuses autres protéines et 
complexes [6].

Finalement, la protéine tumorale de Wilms, communément appelée WT1, est un 
facteur de transcription critique impliqué dans plusieurs processus cellulaires. Il 
est largement exprimé dans différents tissus. La protéine WT1 régule l’expression 
des gènes en se liant à des séquences d’ADN spécifiques, influençant la 
croissance et la différenciation cellulaires. WT1 joue un rôle essentiel dans 
le développement du système urogénital et dans le maintien des cellules 
mésothéliales. La protéine WT1 est essentielle au développement normal des 
reins et des gonades, soulignant son importance dans l’embryogenèse [5]. 

L’IF est une méthode classiquement utilisée en histologie pour la détection des 
protéines dans des tissus [7]. Elle est aussi bien utilisée sur tissus congelés que sur 
des tissus fixés et inclus en paraffine. L’utilisation de l’IF sur des tissus en paraffine 
nécessite généralement d’ajouter une étape de démasquage antigénique dans 
le protocole d’IF [8]. Dans le cadre de multiplexage des Ac, il est beaucoup plus 
facile de combiner des Ac primaires d’espèces différentes fonctionnant après un 
démasquage antigénique unique, permettant ainsi en un seul cycle de marquage 
d’incuber tous les Ac primaires ensemble, puis tous les Ac secondaires ensemble. 
La combinaison d’Ac primaires de même espèce détectant des antigènes révélés 
après des démasquages différents accroît la difficulté et demande notamment 
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beaucoup plus d’étapes de validation, comme la place des différents Ac primaires au 
fil du protocole, leur résistance aux différents cycles de démasquage-dénaturation, 
le choix des Ac secondaires. Dans ce cas, il est alors nécessaire de faire appel à 
des protocoles de dénaturation des complexes Ac primaire-secondaire entre 
chaque cycle d’incubation des Ac, afin d’éviter des réactions entre Ac primaires 
et secondaires indésirables. Dans cet article, nous présenterons la méthodologie 
utilisée pour le développement d’une technique de multiplexage par la 
combinaison d’Ac primaires de même espèce et de protocoles de démasquages 
antigéniques différents. L’intérêt de cette technique réside dans le choix des Ac qui 
n’est donc plus limité à des Ac d’espèces différentes ou nécessitant des étapes de 
démasquage antigénique similaire.

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

a. Animaux
Une souris femelle (C57Bl6, The Jackson Laboratory), a été maintenue dans 
une animalerie approuvée par l'AAALAC (Association pour l’évaluation et 
l’accréditation des soins aux animaux de laboratoire) selon un cycle lumière/
obscurité de 12 heures (h). Elle a été acclimatée aux conditions de l’animalerie 
pendant un minimum de 7 jours avant la manipulation expérimentale. Toutes 
les expériences ont été conformes au Guide des National Institutes of Health 
pour le soin et l'utilisation des animaux de laboratoire et ont été approuvées 
par le Comité institutionnel de soins et d'utilisation des animaux de la société 
NOVARTIS (Bâle). Des contrôles ont été effectués quotidiennement afin de 
garantir la bonne santé de l’animal qui a été sacrifié à l’âge de 8 semaines. 

b. Prélèvement et préparation des tissus
Les deux reins ont été prélevés sur une souris profondément anesthésiée par 
une dose d’isoflurane létale de 3 à 5 %, puis perfusée par voie transcardiaque 
avec une solution 0,1 M phosphate tamponnée à pH 7,4 et réfrigérée (PBS, 
10010-031, Gibco, Suisse) jusqu'à ce que les extrémités des pattes deviennent 
blanches, puis pendant 4 min par une solution de paraformaldéhyde à 
4 % préparée par dilution ¼ d’une solution stock à 16 % (15710-S, Electron 
Microscopy Sciences, Etats Unis d’Amérique). Les reins ont ensuite été isolés 
et post-fixés par immersion dans une solution tamponnée de formaline à 10 % 
(HT501320, Sigma-Aldrich, Suisse) pendant 16 h à température ambiante (TA). 
La post-fixation a été standardisée afin de ne pas induire de problème de 
destruction des épitopes protéiques. 
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Après déshydratation dans des bains d’éthanol (82343-156, Brenntag, Suisse) 
de pourcentage croissant suivis par des bains de xylène (82510-156, Brenntag, 
Suisse), les tissus ont été imprégnés puis inclus en paraffine (39602004, 
Leica Biosystems, Suisse). Les blocs ont été stockés à TA jusqu’à utilisation. 
Les coupes de reins de 5 μm d'épaisseur ont été recueillies sur des lames 
Histobond M+ (Marienfeld GmbH & Co. KG, Allemagne). Les lames ont été 
séchées complètement à 37 °C puis à TA pendant un minimum de trois jours 
avant d’être utilisées pour les immunomarquages la semaine suivant la coupe, 
garantissant la bonne conservation des antigènes.

c. Anticorps utilisés et protocole final du triplex
Le Tableau I donne les caractéristiques des Ac primaires et secondaires utilisés 
dans les expériences menées. Les anticorps ont d’abord été testés en simple 
marquage afin de déterminer la meilleure condition de détection des protéines 
d’intérêt, notamment de démasquage antigénique et de concentration de 
l’anticorps. Les conditions de démasquage antigénique testées classiquement 
en immunohistochimie et utilisées ici sont le tampon Tris EDTA pH 8 (tampon 
CC1, Réf.950-223, Roche) utilisé à 95 °C pendant 40 min ; le tampon 10 mM 
de citrate de sodium à pH 6 (tampon CC2, Réf. 950-224, Roche) utilisé à 91 °C 
pendant 24 min ; une solution commerciale de protéase (Protéase 1, Réf. 760-
2018, Roche) appliquée pendant 4 min à 37 °C ou une solution de pepsine 
(Prétraitement  3, Réf. 760-2020, Roche) appliquée à 37 °C pendant 16 min. Les 
Ac primaires, tous développés chez le lapin, ont été révélés par l’OmniMAP 
(Réf. 760-4311, Roche) anti-IgG de lapin couplé à la peroxydase de raifort (HRP) 
révélée ensuite par le ChromoMAP-DAB (Réf. 760-159, Roche). Une étape de 
contre-coloration des noyaux à l’Hématoxyline II (Réf. 790-2208, Roche) suivie 
d’une étape de bleuissement à l’aide du Bluing Reagent (Réf. 760-2037, Roche) 
permet d’identifier les structures tissulaires. 

Dans un second temps, la séquence des deux protocoles de démasquage 
antigénique à la chaleur dans deux tampons de composition et de pH 
différents est testée sur le simple marquage de chaque protéine-cible. Les 
marquages ont été réalisés selon le protocole précédent excepté qu’un double 
démasquage en tampon CC2 puis CC1, ou en tampon CC1 puis CC2, a été 
initialement effectué afin de vérifier la résistance de chaque marquage dans 
ces conditions. La révélation est dans ce cas encore chromogénique suivie 
d’une contre-coloration à l’Hématoxyline II.
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Enfin les Ac ont été combinés et les conditions testées afin de valider l’absence 
de cross-réactivité des anticorps avant et après dénaturation à la chaleur sont 
référencées dans le Tableau II. Globalement les protocoles d’IF en simple 
marquage ou en marquages multiples séquentiels ont été menés dans 
l’automate d’immunohistochimie Ultra Discovery™ (Roche). 

Tableau I : Caractéristiques et références des anticorps primaires et secondaires utilisés 
dans les protocoles d’IF.

Tableau II : Tableau des conditions testées afin de valider l’absence de cross-réactivité 
des anticorps avant et après décapage à la chaleur.

Monoclonal 
IgG anti- 

WT1
lapin Cat. N° 

ab267377 Abcam
0,383 
mg/ 
mL

1/500
OmniMAP  
anti-IgG  
de lapin

Tyramide-
Rhodamine 760-233 Roche

Polyclonal 
IgG anti-
Podocine

lapin Cat. N° 
ab50339 Abcam

1,3 
mg/
mL

1/6000
OmniMAP  
anti-IgG  
de lapin

Tyramide-
FITC 760-232 Roche

Monoclonal 
IgG anti-
Mégaline

lapin Cat. N° 
ab76969 Abcam

0,9 
mg/ 
mL

1/1000
OmniMAP  
anti-IgG  
de lapin

Tyramide-
Cy5 760-238 Roche

Polyclonal 
IgG contrôle lapin Cat. N° 

bs-0295P Bioss 1 mg/ 
mL 1/1000

OmniMAP  
anti-IgG  
de lapin
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DAB 760-159 Roche
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Combinaison finale
Cycle Ac1 : Tampon CC1 95 °C, 40 min - IHC1

Suivi du Cycle Ac2 : Tampon CC2 100 °C, 8 min - IHC2
Suivi du Cycle Ac3 : Tampon CC2 100 °C, 8 min - IHC3

Condition 1 Ac1 - WT1 
Tyramide - Rhodamine

Ac1 - WT1 
Tyramide - FITC

Ac1 - WT1 
Tyramide - Cy5

Condition 2 X Podocine Megaline

Condition 3 WT1 X Megaline

Condition 4 WT1 Podocine X

Condition 5 WT1 X X

Condition 6 X X X
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Les anticorps (Tableau I) sont préparés par dilution dans le tampon de dilution 
Dako Ab diluent (Réf. S080983, Agilent). Les lames sont déparaffinées et 
réhydratées dans l’automate puis le premier démasquage en tampon EDTA 
pH 8 est réalisé à l’aide du tampon Ultra-CC1 (Réf. 950-223, Roche) à 95 °C 
pendant 40 min. Le premier Ac anti-WT1 est incubé pendant 1 h puis révélé 
par l’OmniMAP (Réf. 760-4311, Roche) pendant 16 min. Après révélation de la 
réaction par un kit Discovery Rhodamine (Réf. 760-233, Roche) pendant 8 min, 
les lames sont soumises à une étape de dénaturation à la chaleur à 100 °C 
pendant 8 min, qui sert également de démasquage antigénique en tampon 
pH 6 Ultra CC2 (Réf. 950-224, Roche). Cette étape est suivie par une étape 
d’inhibition des peroxydases à l’aide du réactif Discovery Inhibitor (Réf. 760-
4840, Roche) pendant 8 min. Les lames sont ensuite incubées dans le second 
Ac primaire anti-podocine pendant 1 h, puis dans le système de révélation 
OmniMAP dont le substrat est le kit Discovery FITC (Réf. 760-232, Roche). 
Encore une fois, les lames sont soumises à une étape de dénaturation à la 
chaleur dans le tampon pH 6 Ultra CC2 suivie d’une étape d’inhibition des 
peroxydases à l’aide du réactif Discovery Inhibitor. Les lames sont alors incubées 
dans le dernier Ac anti-mégaline pendant 1 h. L’Ac secondaire OmniMAP (Réf. 
760-4311, Roche) est alors utilisé pour la révélation et la réaction est amplifiée 
par l’utilisation de la Tyramide-Cy5 (Réf. 760-238, Roche). Les kits couplés aux 
fluorophores sont basés sur la réaction de la Tyramide avec l’HRP et ont été 
sélectionnés pour leur capacité à générer la plus faible autofluorescence sur 
tissus fixés et inclus en paraffine. Le choix du fluorophore a été fait pour la 
mégaline, étant donné que cette cible apparaît sur des cellules tapissées de 
microvillosités dans la lumière des TCP, ce qui aurait pu engendrer un bruit de 
fond plus important par la densité de ces structures. Nous avons donc choisi 
de les marquer avec la TSA-Cy5, les longueurs d’onde du rouge lointain étant 
plus compatibles spectralement avec un faible bruit de fond sur des coupes 
FFPE (Formalin-fixed, paraffin-embedded) et des structures denses. Les deux 
autres fluorophores ont été attribués aux deux autres cibles par défaut. Après 
rinçage, les lames sont finalement contre-colorées dans l’Hématoxyline II 
pendant 4 min puis dans le bluing reagent pendant 4 min. Après une étape de 
rinçage à l’eau chaude et au savon liquide, les lames sont finalement incubées 
dans 0,1 µg / mL de DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (Réf. 323108, Roche) 
pendant 10 min à TA. 

Après lavage dans de l’eau distillée (dH2O), les lames sont montées au Mowiol® 
4-88 (Réf. 47-590-4100GM, Calbiochem-Fischer scientific) et stockées à TA 
pendant au moins 1 h, puis à 4 °C pour un stockage prolongé.
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d. Microscopie
Les images en fond clair ont été acquises à l'aide d'un scanner de lames Aperio™ 
(Aperio™ HT 2.0, Leica Biosystems) pour une imagerie avec un objectif 20X 
d’ouverture numérique de 0,4. Les paramètres d'image correspondent à une 
taille de pixel de 0,25 μm/pixel et sont enregistrées sous format jpeg tuilées 
dont les tuiles ont une taille de 240 pixels par 240 pixels. Les images ont été 
obtenues à partir d'une seule coupe de tissu. Pour chaque coupe de tissu, un 
champ de vision a été capturé dans une zone corticale, région choisie pour son 
contenu des types cellulaires d’intérêt. 

Les images en fluorescence ont été acquises à l'aide d'un scanner de lames 
Nanozoomer™ S60 (Hamamatsu) pour une imagerie avec un objectif 20X 
d’ouverture numérique de 0,4. Les images ont été obtenues à partir d'une seule 
coupe de la zone corticale du rein. Les paramètres d'image ont été acquis avec 
23296 × 16128 pixels en XY en utilisant une taille de pixel de 0,44 μm/pixel. 
Les filtres utilisés étaient de longueur d’ondes d’excitation de 370 nm, 488 nm, 
561 nm et 638 nm, associés à des filtres d'émission de 430/50, 525/50, 600/50 
et 685/70 nm, respectivement. Les temps d’acquisition de chaque canal ont 
été choisis afin d’éviter la génération d’un bruit de fond lié au tissu. Les temps 
d’acquisition ont été standardisés pour chaque canal entre chaque protocole 
d’IF afin de pouvoir comparer l’efficacité de chaque condition. Aucune analyse 
d’images n’a été réalisée étant donné que la portée de cet article est focalisée 
sur le développement de cette méthode et non sur la quantification des signaux. 

Les images ont été ouvertes et manipulées avec le logiciel QuPath [9] afin de 
créer les planches.

RÉSULTATS

a. Détermination des conditions optimales de marquage pour chaque Ac testé 
La première étape pour garantir le succès de notre approche a d’abord été de 
vérifier l’efficacité des Ac en comparant les résultats de la détection des protéines 
d’intérêt dans des conditions de démasquage antigénique classiquement 
utilisées en immunohistochimie. La Figure 2A illustre les marquages obtenus 
dans les différentes conditions de démasquage antigénique pour chacun des 
trois Ac. Les encadrements de couleur montrent la qualité des marquages 
obtenus, les encadrements en vert correspondant aux meilleurs signaux 
obtenus, les encadrements en orange aux signaux de qualité moyenne et les 
encadrements en rouge aux signaux de moindre qualité. Les images non-
encadrées ne montrent aucun marquage. 

A
Tampon CC1 

(Tris-EDTA pH9) 
95 °C, 40 min

Tampon CC2 
(10 nM sodium 

�citrate pH6) 
91 °C, 24 min

Protease 1  
37 °C, 4 min

Pepsine 
(Prétraitement 3) 

37 °C, 16 min

Podocine

Megaline

WT1
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Figure 2 : Test des différentes conditions de démasquage 
antigénique pour la détection de chaque protéine-cible. L’IHC a 
été réalisée sur des lames de rein. A) Ligne du haut : détection de 
la podocine ; Ligne du milieu : détection de la mégaline ; Ligne du 
bas : détection de WT1. Les encadrements verts correspondent aux 
meilleurs signaux obtenus, les encadrements oranges aux signaux 
de qualité moyenne et les encadrements rouges aux signaux de 
moindre qualité. Les images non-encadrées ne montrent aucun 
marquage. B) Image obtenue avec l’Ac isotypique contrôle utilisé 
dans la condition de démasquage antigénique au tampon CC2 à 
91 °C pendant 24 min. Les barres d’échelle représentent 60  µm.
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Nous pouvons donc dire que la podocine est bien révélée après un démasquage 
enzymatique à la protéase ou par la chaleur dans un tampon Tris-EDTA pH 9 (CC1). 
La mégaline est démasquée par les deux systèmes basés sur la chaleur quel que 
soit le tampon (CC1 ou CC2). Par contre, les deux démasquages enzymatiques soit 
dégradent la protéine (Protéase 1) soit le tissu (Prétraitement 3). Quant à la protéine 
WT1, elle n’est détectée que dans la condition de démasquage à la chaleur en 
tampon CC1. Les marquages obtenus sont validés par comparaison avec un Ac 
isotypique contrôle qui ne démontre aucun marquage dans les différentes conditions 
testées. La Figure 2B illustre un exemple de l’absence de réactivité en présence de 
l’Ac isotypique contrôle dans les conditions de prétraitement dans le tampon CC2. 
De plus, les marquages obtenus sont conformes aux marquages illustrés par les 
fournisseurs dans les fiches techniques correspondantes et ne sont pas visibles sur les 
structures rénales non-ciblées, confirmant ainsi leur spécificité.
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b. Combinaison des démasquages antigéniques
Etant donné les résultats obtenus en simple marquage, il est donc nécessaire 
de combiner les démasquages antigéniques à la chaleur en tampons de pH 
différents testés précédemment. La deuxième étape consiste donc à vérifier le 
maintien du marquage des trois protéines après plusieurs étapes d’inhibition 
et de dénaturation. Pour cela, les deux démasquages antigéniques sont 
réalisés consécutivement. Puis chaque Ac est incubé et révélé par le système 
d’amplification anti-lapin-HRP suivi de l’incubation au DAB, puis d’une contre-
coloration à l’Hématoxyline. La Figure 3 montre les résultats obtenus après les 
deux séquences de démasquage antigénique appliquées consécutivement. 
Les deux combinaisons de démasquages antigéniques ont donné des résultats 
satisfaisants avec cependant un avantage sur la combinaison du tampon CC1 en 
première position suivi par le tampon CC2, qui donne une meilleure conservation 
du tissu, notamment pour le marquage podocine. Notre choix se portera donc sur 
la séquence de démasquage en tampon CC1 incubé à 95 °C pendant 40 min suivi 
du démasquage en tampon CC2 incubé à 100 °C pendant 8 min pour la détection 
de WT1, mégaline ou podocine, ce qui garantira le succès de notre approche. 

Figure 3 : Combinaison de 
démasquage antigénique. La 
séquence des deux protocoles 
de démasquage antigénique à la 
chaleur dans deux tampons de 
composition et pH différents est 
testée sur le simple marquage 
de chaque protéine-cible. Le 
marquage apparaît en brun après 
révélation à la DAB.
L’encadrement en vert représente 
les meilleurs marquages obtenus 
pour chaque protéine-cible. La 
barre d’échelle représente 60 µm.
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c. Validation de la combinaison des trois Ac de même espèce
Dans ce contexte d’utilisation de différents systèmes de démasquage antigénique et 
dans le but de combiner plusieurs Ac de même espèce, nous avons utilisé le même 
tampon CC2 dans des étapes de dénaturation à la chaleur entre chaque cycle de 
marquage. Nous avons donc vérifié la compatibilité des multiples dénaturations en 
tampon CC2 utilisé à 100 °C pendant 8 min avec la détection des protéines ciblées. 

Des étapes de neutralisation des HRP à l’eau oxygénée (H2O2) sont aussi incluses 
entre chaque cycle d’incubation des anticorps de même espèce. La Figure 4 
démontre l’absence de cross-réaction des anticorps avant et après dénaturation à la 
chaleur. Chaque condition testée est basée sur la même séquence de démasquage 
antigénique, de dénaturation et d’inhibition des peroxydases comme décrit dans 
le paragraphe c de la section Matériels et méthodes. En absence d’Ac primaire, 
aucun marquage n'apparaît dans le canal correspondant ni dans les autres canaux, 
confirmant l’absence de cross-réactivité des Ac secondaires avec d’autres Ac 
primaires. La présence des signaux spécifiques après incubation des trois Ac valide 
notre approche. La podocine apparaît en vert, la mégaline apparaît en rouge et le 
marqueur WT1 apparaît en magenta. Les signaux sont présents sur les structures 
attendues.

Figure 4 : Démonstration de l’absence de cross-réaction des anticorps avant et après stripping 
à la chaleur. Nous avons donc vérifié la compatibilité des conditions de dénaturation (tampon CC2 
utilisé à 100 °C pendant 8 min) avec la détection des protéines ciblées. Des étapes de neutralisation 
des HRP à l’H2O2 sont aussi incluses entre chaque cycle d’incubation des anticorps de même espèce. 
Nous vérifions l’absence de cross-réaction entre les Ac. La podocine apparaît en vert, la mégaline 
apparaît en rouge et le marqueur WT1 apparaît en magenta. Les barres d’échelle (conditions 1 à 4) 
représentent 50 µm et les barres d’échelle (conditions 5 et 6) représentent 100 µm. 
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CONCLUSION

Les avancées récentes dans l’utilisation d’étapes de dénaturation à la chaleur 
entre chaque cycle de marquage a permis la combinaison d’Ac primaires de 
même espèce. Ce travail démontre la faisabilité de la combinaison de différents 
protocoles de démasquages antigéniques à la chaleur dans des tampons différents 
incluant le tampon 10 mM citrate pH6 utilisé dans les étapes de dénaturation entre 
chaque séquence de marquage par des anticorps de même espèce, et associé 
à des étapes de neutralisation des HRP entre chaque cycle. Le triple marquage 
podocine-mégaline-WT1 sur le tissu rénal a été réalisé avec succès. Nous avons 
donc pu mettre en évidence l’architecture du tissu rénal par un protocole qui sera 
utilisé dans un modèle pathologique, et qui sera associé à la détection d’une 
protéine d’intérêt pour nos recherches. Plus globalement ce travail permet de 
lever les barrières posées par le multiplexage réalisé avec des Ac d’espèces 
différentes utilisés dans des conditions de démasquage antigénique unique. 
Cela ouvre également la possibilité d’utilisation d’Ac recombinants basés sur des 
séquences de même espèce, par exemple, ainsi que d’augmenter de ce fait le 
nombre de cibles pouvant être détectées sur un même échantillon tissulaire.
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