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Perkinelmer

Venez découvrir notre gamme compléte de produits
autour de 'lHC!

Nouvelle solution pour inhiber 'autofluorescence:
VECTOR true VIEW

Une nouvelle génération de dissection de tissus

Se protéger du Formol: Présentation de notre
gamme de produits Formol GO (produits neutralisant
le formol).

Phénotypage d’échantillon : maitrise de la technique
etde ’analyse.

Lidée est de pouvoir présenter les étapes clés
nécéssaires au phénotypage des échantillons
biologiques. La maitrise et la compréhension des
variables est cruciale. Seront exposés les techniques
de fixations, outils de phénotypages (colorations,
localisation de protéines, ARN,...) et outils
d’acquisition et d’analyses d’image

L'imagerie tissulaire en multispectral :

Technologie basée sur 3 piliers fondamentaux

- La préparation des échantillons en multiplexe
avec amplification du signal jusqu’a 8 couleurs
en fluorescence.

- Limagerie en multispectral permettant de
supprimer les artefacts des cross-talk et de
I’autofluorescence.

- Une interface informatique fonctionnant en
intelligence artificielle et capable de gérer les
bibliothéques spectrales pour déconvoluer les
signaux.
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Programme 22 Juin

Jeudi XXXI¢me Congres AFH 2018 - Toulouse

Organisatrices scientifiques : Nathalie BOURGES-ABELLA, Florence CAPILLA
Toulouse, cité de 'Espace Histologique

21 Juin 2018

08h00 - Accueil des congressistes
09h00 - Ouverture du congrés

Mot de bienvenue de la présidente de ’AFH, Nathalie Accart et des responsables scientifiques du congrés
Nathalie Bourgés-Abella et Florence Capilla

* 09h15 - Audrey Dussutour- Le Blob : rencontre avec un OVNI du monde vivant

Session 1 : Immunohistochimie
Modérateur : Nathalie Bourgés-Abella

* 9h45 - Florence Capilla - Etat des lieux des pratiques techniques histologiques et immunohisto-
chimiques

e 10h05 - Marie-Noélle Lucas - Détection des protéines du virus influenza par immunohistochimie sur
tissu aviaire

10h25 - Pause et visite de I’exposition
10h55 - Atelier des firmes /[ Visite de I’exposition / Session posters

e 12h00 - Monique Courtade - Application des techniques immunohistochimiques a des prélévements
cytologiques: quelques régles a respecter

e 12h20 - Florence Bernex - Suivi de myélodysplasie par analyse histochimique et évaluation du cycle
cellulaire chez la souris

12h40 - Déjeuner

Session 2 : Multiplexing et Microscopie Virtuelle
Modérateur : Florence Capilla

e 14h00 - Salvatore Valitutti- Localisation et état d’activation des lymphocytes T cytotoxiques infiltrant
le mélanome

mss>» 10600 X 7T

* 14h30 -Nathalie Van Acker - Technique histologique d’immunofluorescence multiplex
14h50 - Pause et visite de ’exposition
15h20 - Atelier des firmes / Visite de ’exposition / Session posters
* 16h20 - Francois-Xavier Frénois - « Next Generation Imaging » en pathologie clinique et expérimentale
e 16h40 - Arnaud Abreu - Segmentation d’objets dans des images de fluorescence multiplexe 2D et 3D
* 17h00 - Journée a théme - Retour sur la table ronde
17h20 - Cloture de la premiére journée

. XXX[eme
20h00 - Diner de gala Congrés AFH

TOULOUSE
2018
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Vendredi XXXI¢me Congres AFH 2018 - Toulouse

Organisatrices scientifiques : Nathalie BOURGES-ABELLA, Florence CAPILLA
Toulouse, cité de 'Espace Histologique

22 Juin 2018

Session 3 : Méthodologies histologiques originales (1)
Modérateur : Nathalie Accart

e 09h00 - Olivier Andréoletti - Apport du PET Blot dans [’étude des maladies liées au mépliement des
protéines de type prion

* 09h20 - Loic Fiévet - Génération d’organoides de moelle osseuse a partir de cellules stromales
mésenchymateuses humaines

* 9h40 - Assemblée générale de ’'AFH

e 10h10 - Corinne Barreau- Mise en évidence de I’hétérogénéité spatio-fonctionnelle du tissu adipeux
sous cutané murin par différentes approches d’histo-imagerie

¢ 10h30 - Isabelle Massou - La microdissection laser adaptée a 'exploration des neurones chez I'abeille

Session 4 : Méthodologies histologiques originales (2)
Modérateur : toutes

e 10h50 - Thierry Gilbert - Anomalies transitoires du développement osseux en ['labsence d’une protéine
centrosomale. Est-ce vraiment important ?

11h10 - Pause et visite de ’exposition
11h40 - Atelier des firmes [ Visite de I’exposition / Session posters

* 12h40 - Chrystelle Bonnard - Détection d’activités protéolytiques par zymographie in situ
13h00 - Déjeuner

e 14h00 - Camille Larue - Apports des techniques spectroscopiques en biologie végétale

* 14h20 - Eric Lacoste - Imagerie en Tomographie Optique Cohérente (OCT)

e 14h40 - Cédric Garcia- Analyse multi-paramétrique en histopathologie des thrombi intra-craniens
récupérés par thrombectomie mécanique chez des patients atteints d’accident vasculaire cérébral

15h00 - Cléture du congrés
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Assemblée Générale Ordinaire 21:22 Juln

Vendredi 22 Juin 2018

Participants
Tous les congressistes présents

Electeurs
Les congressistes présents, membres adhérents a jour de leur cotisation 2018

ORDRE DU JOUR
Activités du bureau
¢ Secrétariat (Lucie Fontaine)

Bilan de ’année 2018
Présentation des effectifs de ’année 2018

mmrosSsmownonp

¢ Trésorerie (Nicolas Gadot)
Bilan budgétaire 2016-2017
Budget prévisionnel 2017-2018
¢ QUITUS
¢ Publications / Revue (Anna Bencsik)
¢ Communication (Jérome Amiaud)
¢ Relation avec les firmes (Alain Fautrel)

Elections du bureau (Nathalie Accart)

¢ Election des membres du bureau
¢ QUITUS

mr>AmZmao

Divers (Nathalie Accart)
¢ Date et lieu du congres 2019
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Le Blob, un ovni du monde vivant

Audrey DUSSUTOUR

Centre de Biologie Intégrative (CBI), Centre de Recherches sur la Cognition Animale (CRCA
UMR 5169), CNRS - Université Paul Sabatier, 118 route de Narbonne, 31062 Toulouse

Une seule cellule de 10m? ... Ni plante ni animal ni champignon, voici le blob ! Derriere ses
allures d’ovni, cet organisme promet des avancées scientifiques majeures. Un jour aux Etats-
Unis une dame trouve dans son jardin une énorme masse jaune de la texture d’'une éponge. Les
policiers sont appelés et, paniqués, lui tirent dessus, sans aucun effet, les pompiers le brilent
mais, le lendemain, la chose a doublé de taille. C’est un blob. Evidemment, cela a donné lieu a
un film d’épouvante : « Beware of the Blob ».

Au-dela de l'anecdote, le blob est un organisme unique de par ses caractéristiques. Il peut
vivre éternellement. Ses seuls ennemis sont la lumiére et la sécheresse. Il peut « hiberner», en
attendant des jours meilleurs. Coupé en morceaus, il cicatrise en deux minutes et les morceaux
deviennent des blobs autonomes. Le blob - ou physarum polycephalum - n’a pas de systeme
nerveux, mais est capable d’apprendre, d’anticiper des événements et de planifier des réseaux
optimisés. Bien que dépourvu de cerveau et d’estomac, c’est un génie de la nutrition. Le
blob révele d’étonnantes capacités et les scientifiques vont de découvertes en découvertes.
Chacune d’elle ouvre une fenétre sur notre propre espece: mystere de nos origines, nouvelle
facon d’appréhender lintelligence.
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Etat des lieux des pratiques techniques histologiques et
immunohistochimiques

Florence CAPILLA
Inserm / UPS / ENVT US006 CREFRE, Toulouse

Il existe un grand nombre de techniques de préparation tissulaires et de methodes d’examen
(colorations histologiques, immunomarquages) qui permettent de visualiser 'ensemble des
cellules d’un tissu sur une coupe.

Afin d’obtenir de belles coupes histologiques cet exposé a pour but de décrire les differentes
méthodes de conservation des échantillons qui sont essentiels et dont le choix dépend des
applications ainsi que les différentes méthodes d’immunomarquages.
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Tropisme et distribution tissulaires des virus IAHP :
intérét de limmunohistochimie

Marie-Noélle LUCAS?, Céline BLEUART?, Isabelle PARDO?, Charlotte FORET-LUCAS?,
Jean-Luc GUERIN? et Maxence DELVERDIER'?

1. Anatomie-Pathologique, Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse

2. IHAP 1225, INRA, Chaire de Biosécurité Aviaire, Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse

’examen histopathologique fait partie intégrante de la démarche diagnostique en pathologie
aviaire, et est également couramment utilisé en recherche. Cette analyse est souvent couplée a
'examen immunohistochimique notamment dans les cas de pathologie infectieuse, spontanée
ou expérimentale, afin de mettre en évidence in situ les antigenes des agents pathogenes
suspectés (viraux, bactériens, fongiques ou parasitaires) et ainsi visualiser leur tropisme
tissulaire et leur distribution dans l'organisme des oiseaux infectés.

’étude des épisodes récents d’infection des volailles (poulets, pintades, canards, oies) par
différents virus influenza aviaire dans le Sud-Ouest de la France a permis de confirmer le
pantropisme tissulaire des virus influenza aviaire hautement pathogenes (VIAHP), incluant
notamment un tropisme pour le tégument, et responsable d’une infection systémique avec
atteinte multiorganique modérée a sévere selon les organes, les souches virales et 'espece
concernee.

Par ailleurs, la littérature rapporte la mise en évidence d’une réplication virale et la possibilité
de détecter par immunohistochimie des antigenes viraux IAHP dans les follicules plumeux de
poulets et de canards infectés, dans le cadre d’infections expérimentales.

Cette étude a eu pour objectif de rechercher la présence de virus IAHP H5N8 et d’évaluer la
charge virale dans les plumes lors des épidémies d’influenza aviaire de palmipedes survenues
dans le Sud-Ouest de la France début 2017. Plusieurs élevages de canards mulards et pékin
de 5 a 13 semaines, et d’'oies de 8 semaines, confirmés positifs pour le virus H5N8, ont fait
lobjet de prélevements tissulaires, cutanés et viscéraux, pour RT-PCR quantitative et pour
histopathologie de routine, suivie d'immunohistochimie dirigée contre la nucléoprotéine
virale spécifique des influenza A. Les charges virales détectées dans la pulpe des plumes se
sont révélées tres supérieures a celles détectées dans les prélevements classiques (écouvillons
trachéaux et cloacaux). Uexamen immunohistochimique a confirmé une expression virale
intense dans 'épithélium des gaines folliculaires et dans les bulbes plumeux.

omoOoZmammZ0O0

Le tropisme du virus IAHP H5N8 pour le tégument et les plumes souléeve la question du risque
associe pour la diffusion du virus dans l'environnement et d’un élevage a 'autre, mais permet
également d’envisager d’utiliser les plumes en tant que prélevements a des fins diagnostiques

et d’épidémio-surveillance. s
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Lapplication des techniques d’immunohistochimie a des
prélevements cytologiques : quelques regles a respecter

Monique COURTADE-SAIDI, Céline BASSET, Dominique D’AURE, Julie MEILLEROUX,
Soléne EVRARD

Département d’Anatomie et Cytologie Pathologiques, IUC Toulouse Oncopole,
1 av Irene Joliot-Curie, 31059 Toulouse

Limmunocytochimie (ICC) constitue une aide précieuse pour affiner le diagnostic cytologique.
Cependant sa réalisation est parfois limitée par des problemes de reproductibilité. Une
des contraintes est représentée par la diversité des échantillons et de leur préparation.
L’harmonisation des étapes préanalytiques constitue un pré-requis indispensable afin
d’obtenir une bonne reproductibilité. Les résultats obtenus seront différents selon que l'on
travaille sur lame d’étalement, sur cytospins ou bien a partir de prélevements fixés en milieu
liquide. Il est possible d’harmoniser la fixation de lames d’étalement ou de cytospins avant
la technique d’ICC. Il sera nécessaire de connaitre la nature du fixateur s’il s’agit d’'un milieu
liquide. En effet, le formol justifiera un démasquage antigénique préalable. Certains anticorps
nécessiteront obligatoirement un démasquage antigénique, notamment pour les antigenes
nucleaires, cela ne sera pas systématiquement necessaire pour des antigenes membranaires
ou cytoplasmiques. Les techniques de démasquage devront étre ajustées a la cytologie (temps
plus courts avec les pH élevés). Nous présenterons quelques exemples a partir d’anticorps
fréequemment utilisés en cytologie.
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Apport des techniques cytologiques et histologiques
dans la caractérisation phénotypique d’un modele murin
de tumeurs hématopoiétiques et de tumeurs ovariennes
survenant chez la personne agée

Malik LUTZMANN?, Florence BERNEX??, Caroline MARTY*, Isabelle PLO?,
William VAINCHENKER*, Cindy DA COSTA DE JESUS!, Dana HODROJ?, Luc FORICHON?,
Caroline BRET®, Candice MARCHIVE?, Jean-Sébastian HOFFMANN! and Marcel MECHALI’

1. CRCT, Inserm, Toulouse, France,

2. RHEM, BioCampus Montpellier, CNRS, INSERM, Univ Montpellier, Montpellier, France
3. IRCM, Inserm, Montpellier, France

4.IGR, INSERM, UMR, Villejuif, France,

5. RAM, BioCampus Montpellier, CNRS, INSERM, Univ Montpellier, Montpellier, France
6. Départment d’Hématologie, Hopital St Eloi, Univ Montpellier, Montpellier, France,
7. IGF, CNRS, Univ Montpellier, Montpellier, France.

Notre equipe a developpé un modele murin de tumeurs survenant chez la personne agee:
tumeurs de l'ovaire et tumeurs héematopoiétiques. Ces tumeurs apparaissent chez la souris avec
le temps, suite a l'inactivation d’une protéine impliquée dans la réparation des dommages a
'ADN.

Notre exposé se centrera sur 'apport des techniques cytologiques et histologiques pour
caractériser ces tumeurs en microscopie optique. Seront envisagés différents marquages visant
a mettre en évidence les cellules en réplication, les cellules apoptotiques et les dommages de
I’ADN sur coupes tissulaires et/ou sur cellules libres, obtenues apres tri cellulaire ou a partir
d’étalement de moelle osseuse et de rate. Ces techniques, cytologiques et histologiques, sont
complémentaires pour établir le diagnostic morphologique tumoral et pour mettre en évidence
invivo leréle causal a long terme des dommages a ’ADN dans l'induction du développement et
la progression de tumeurs en fonction de ['age.

’accumulation de dommages a 'ADN au fil des années se révele donc étre un élément capital
expliquant la survenue de tumeurs chez la personne agée.
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La lutte des lymphocytes T cytotoxiques avec les cellules
cancéreuses ala synapse immunologique : apport de
Pimmunoflorescence multiplex

Salvatore VALITUTTI

INSERM, UMR 1043, Dynamique moléculaire des interactions lymphocyte, Institut
Universitaire du Cancer de Toulouse (IUCT), Toulouse France

Notre équipe s’intéresse a l'étude des synapses immunologiques formées entre cellules du
systeme immunitaire humain, et en particulier a 'étude de leur composition moléculaire, leur
dynamique et leur fonction. Dans la premiére partie, je résumerai nos travaux sur les synapses
lytiques formées par l'interaction entre les lymphocytes T cytotoxiques humains (CTL) et les
cellules cibles tumorales. En particulier, j'exposerai les résultats de travaux récents «in vitro»
sur les mécanismes moléculaires de la cytotoxicité d’origine CTL humaine en décrivant les
événements qui se produisent des deux cotés de la synapse lytique “CTL/cellule cible”.

Dans la deuxieme partie, je présenterai I'axe de recherche «in situ» que nous commencons
a développer en collaboration avec la plateforme Imag'IN du département d’anatomie
pathologique de I'lUCT, en utilisant comme modeles de cancer, le mélanome et le carcinome
pulmonaire non a petites cellules (NSCLC). Nous avons lintention d’optimiser une méthode
d’analyse in situ d'immunofluorescence multiplex pour les marqueurs phénotypiques et
d’activation d’intérét a partir de biopsies fixées au formol et incluses en paraffine (FFPE). Un
nombre important de marqueurs de l'activation des cellules immunitaires et de la résistance
des cellules tumorales (détectés par immunofluorescence (IF) et/ou hybridation in situ mRNA)
sera répertorié et quantifié a 'aide d’outils de calcul développés en collaboration avec l'Institut
de Mathématiques de Toulouse. Ces outils permettent une analyse multidimensionnelle des
immunomarquages afin de recenser des combinaisons de marqueurs tissulaires en corrélation
avec l'évolution de la maladie et la réponse au blocage des points de contréle immunitaires.
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Les approches techniques et les défis a relever pour le
développement de limmunofluorescence multiplex

Practical approach for and pitfalls in the development of
fluorescent multiplex assays

Nathalie VAN ACKER

Institut Claudius Regaud, Laboratoire d’Anatomie Cytologie Pathologiques, IUCT-O,
1 avenue Irene Joliot-Curie, 31059 TOULOUSE Cedex 09

Au cours du développement de techniques de marquages immunofluorescents multiplex, de nombreux
défis techniques peuvent entraver la qualité et la précision de la détection simultanée de plusieurs
cibles dans des coupes de tissus tumoraux. Lutilisation du
multiplexage fluorescent pour des activités de diagnostic
clinigue et de recherche expérimentale connait aujourd’hui
une croissance importante avec une multitude de possibilites
disponibles sur le marché. Cette grande variété d’outils, ainsi
que les caractéristiques techniques de 'immunohistochimie
par fluorescence, rendent parfois le développement de tests
multiplex d’une incroyable complexité. Au cours de cette
présentation, je détaillerai diverses approches technigues
pour le développement de 'immunofluorescence multiplex
tout en insistant sur la démarche permettant de relever les
défis techniques les plus courants qui peuvent étre rencontrés.
Obtenir des signaux fluorescents n’est pas si compliqué, mais
obtenir un marquage correct de plusieurs cibles simultanees w2
qui reste compatible avec une imagerie de lames entieres et : »
une analyse automatisée d’images est un véritable état de l'art. ;

Pan-Cytokeratin (green), FoxP3 (yellow),

CD8 (red), CD4 (Blue), CD3 (purple)

During the development of fluorescent multiplex assays, many technical challenges can hinder the efficient creation
of accurate and precise assays of multiple targets in one tissue section. The use of multiplexing in clinical and
experimental settings knows a steady increase today, with a multitude of possibilities available on the market. This
wide variety of tools, together with the technical characteristics of fluorescence immunohistochemistry, make the
development of multiplex assays sometimes a true but fruitful battle.

During this presentation, a technical approach will be presented for the development of multi-target
immunofluorescence. Tips and tricks will be explained to tackle the most common technical challenges which can be
encountered during this process. To get fluorescent signals is not that complicated, but to get correct visualization of
your targets compatible with whole slide scanning and automated image analysis, is a true state of the art.

Siege social : Mairie d’Amboise — BP 247 — 37402 AMBOISE Cedex
Identifiant SIRET : 508 028 461 00012

f
%

21-22 Juin
2018

omoOoZmammZ0O0

XXX|eme
Congres AFH

2018

TOULOUSE



of
@Association Francaise d’Histotechnologie

Principes de microscopie digitale en mode fluorescence
sur lames entieéres

Frangois-Xavier FRENOIS, PhD

Plateforme Imag’IN - Institut Universitaire du Cancer de Toulouse (IUCT, CHU Toulouse),
Toulouse France

Au cours des quarante dernieres années, plusieurs avancées importantes dans la thérapie du
cancer ont été realisées grace a des découvertes de type rupture, comme récemment dans
le domaine de limmunothérapie. Cependant, malgré les progres actuels, si le diagnostic est
de plus en plus précis et la prise en charge de la pathologie de plus en plus personnalisée,
le nombre de cibles moléculaires prometteuses demeure limité, alors qu’il existe un besoin
urgent de nouveaux biomarqueurs et de cibles thérapeutiques. Beaucoup d’espoirs étaient
attendus des technologies de sequencage a haut debit, mais leur impact sur la découverte
et le traitement du cancer reste limité et nous entrons dans une ere post-génomique. En effet,
pas moins de 90% des diagnostics de cancer reposent encore sur des analyses microscopiques
de suspensions cellulaires et de coupes de tissus. La quantité de cellules examinées par ces
techniques morphologiques est énorme (6 cm? de tissu contient en moyenne 2 a 3 millions de
cellules), et ce matériau renferme une grande quantité de caractéristiques de la tumeur et de
son microenvironnement que l'on peut désormais approcher grace aux nouvelles techniques
de détection simultanée de plusieurs biomarqueurs en fluorescence multiplex. Ces nouvelles
techniques impliquent donc le développement de méthodes d'imagerie fonctionnelle toujours
plus complexes et de haute qualité pour 'acquisition d’images de microscopie, qui génerent
par ailleurs une quantité de données a analyser toujours plus importante qu’il reste difficile
voire impossible a appréhender sans aide algorithmique. Nous entrons désormais dans une
nouvelle ere pour l'imagerie microscopique medicale, et il devient primordial de développer
des outils d’analyse quantitative automatique performants, validés, et certifiés, capables
d’aider les pathologistes dans leur prise de décision.
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Segmentation d’objets dans des images de fluorescence
multiplex en 2D et en 3D

Arnaud ABREU, étudiant en thése

Institut Roche/Laboratoire Icube, Université de Strasbourg

’histopathologie, associée a l'imagerie fonctionnelle et la microscopie digitale sur lames
entieres, apporte aujourd’hui des informations cruciales dans de nombreux domaines de la
recherche biomédicale et dans le diagnostic de nombreuses pathologies telles que les cancers.
Néanmoins, la quantité d’'information a analyser tend a étre toujours plus importante, si
bien qu’une intégration non-subjective de l'ensemble de ces données pour des applications
de recherche ou de diagnostic devient impossible sans recourir a des logiciels d’analyse
automatique des images. Si des solutions commerciales existent et permettent d’établir des
rapports de surfaces, d’analyser les co-localisations de marqueurs, de segmenter, compter et
caracteriser des objets dans les images, ces logiciels comportent d’importantes limitations
qui freinent considérablement leur diffusion. Les solutions softwares reposent en effet sur
des algorithmes et architectures figés aux applicatifs restreints et ne sont pas transposables
a de nouvelles problématiques. Les progres récents en matiere de traitement des images, de
machine-learning,dedata-miningetd’ingénierielogicielfontémergeruneréelle compréhension
des images par les machines et les rendent capables d’adapter leurs analyses a différentes
problématiques. Ces solutions d’analyse d’images pourront étre appliquées directement ou
a court terme en routine hospitaliere afin d’aider les pathologistes dans leur diagnostic, et
participeront a la définition de nouveaux standards pour la prise en charge thérapeutique des
patients.
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Génération d’organoides de moelle osseuse a partir de
cellules stromales mésenchymateuses humaines

Loic FIEVET, Nicolas ESPAGNOLLE, Luc SENSEBE, Frédéric DESCHASEAUX
Nicolas.Espagnolle@efs.sante.fr
STROMALab, team 2 Inserm U1031, EFS-PM, Univ. Toulouse P. Sabatier, Toulouse

Des recherches récentes montrent que les cellules souches sont capables de générer in vitro
des petites unités fonctionnelles de tissus, nommées organoides. De par leur structure en 3D,
ces organoides permettent une étude pertinente du comportement des cellules dans la mise
en place d’un microenvironnement proche des conditions in vivo. Au laboratoire, nous avons
précédemment décrits une nouvelle population de cellules stromales mésenchymateuses
(CSM) phénotypiguement et fonctionnellement trés immatures. Le but de 'étude a donc été de
savoir si ces CSM immatures pouvaient générer des organoides de moelle osseuse (MO) dont
elles sont issues.

Ainsi afin de caractériser et comprendre 'établissement d’une architecture proche de celle
d’'une MO permettant le soutien de 'lhématopoiese, des sphéroides de CSM ont été étudiés
phénotypiquement notamment par des approches histologiques et d’un point de vue
fonctionnelin vitro/in vivo. Les sphéroides étaient constitués d’un réseau vasculaire dense et de
cellulesengagéesspontanémentdanslavoieenchondrale, premiére étapedanslaformationdes
os longs et nécessaire a l'installation d’'une MO (surexpression des marqueurs ostéoblastiques
RUNX2, OSTERIX et chondrocytaires COL2al). En paralléle, les études histologiques ont
démontreé la présence consequente de matrice remettant en cause ['utilisation du matrigel lors
de la culture a long terme. Au niveau fonctionnel, les sphéroides avaient la capacité d’attirer les
cellules CD34+ comprenant les cellules souches hématopoiétiques associé a une secrétion de
CXCL12 et d’angiopoietine 1, facteurs clés de la niche hématopoiétique. Des approches in vivo
sonten cours afin de transposer ces données a l'échelle d’'un organisme. Nous avons ainsi décrit
pour la premiére fois que des CSM humaines pouvaient générer des organoides fonctionnels de
MO avec une structure enchondrale présentant des fonctions hématopoiétiques.
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Mise en évidence de ’hétérogénéité spatio-fonctionnelle
du tissu adipeux sous cutané murin par différentes
approches d’histo-imagerie

Corinne BARREAU?, Jules DICHAMP?, Christophe GUISSARD?, Jacques ROUQUETTE?,
Yves MARTINEZ*, Franck PLOURABOUE?, Audrey CARRIERE?, Anne LORSIGNOLY,
Louis CASTEILLA!

1. STROMALab, Université de Toulouse, CNRS ERL 5311, EFS, INP-ENVT, Inserm U1031, UPS,
Toulouse, France

2. IMFT, Université de Toulouse, CNRS, INPT, UPS, Toulouse, France

3. ITAV, Université de Toulouse, CNRS USR 3505, Toulouse, France

4. CNRS-FR3450, FRAIB, Auzeville

Le tissu adipeux blanc, impliqué dans le stockage et la libération de 'énergie, fait partie des
tissus les plus plastiques de l'organisme. Il est notamment capable de changer de phénotype
lors d’un stress thermique et de se transformer en tissu adipeux de type brun, spécialisé dans
la thermogénese de non frisson (phénomeéne de brunissement). Afin de mieux comprendre la
biologie et la plasticité de ce tissu, nous avons déecidé de caractériser sa structure jusqu’alors
mal décrite.

Le developpement d’outils méthodologiques comme la transparisation du tissu et 'acquisition
en multipositions par microscopie confocale avec une résolution cellulaire nous a permis
d’imager en 3D le tissu dans sa totalité et d’analyser les signaux d’autofluorescence. Ceci a été
permis grace a une collaboration étroite avec des physiciens experts dans le traitement d’image.
Nousavonsainsimontre qu’il existaitune hétérogeneite structurale du tissu adipeux sous cutané
avec une region centrale « segmentable » et une région périphérique « non segmentable ».
Des approches d’immunofluorescence nous ont permis de démontrer que seule la partie
centrale du tissu était capable de se convertir en tissu adipeux de type brun. Le développement
d’algorithmes d’analyses automatiques en 3D basés sur les signaux d’autofluorescence mais
aussi sur les signaux de vascularisation (lectine fluorescente) a permis d’affiner la cartographie
du tissu et de démontrer 'existence d’'un nombre défini de lobules caractérisés par des densités
vasculaires différentes. La mise en place d’expériences de microdissection laser a montré que
chacun de ces lobules avait une signature moleculaire particuliere, associée a une capacite de
brunissement spécifique.

Lacombinaisondecesdifférentesapprochesd’histo-imagerieapermisd’établirunecartographie
spatiale, fonctionnelle et biologique, nécessaire pour une meilleure compréhension des
mécanismes moléculaires et cellulaires a l'origine de 'importante plasticité du tissu adipeux.
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La microdissection laser adaptée a ’exploration des
neurones chez ’abeille

Manon MARQUE?!, Yves MARTINEZ?, Martin GIURFA! et Isabelle MASSOU*
Isabelle.massou@univ-tlse3.fr

1. Centre de Recherches sur la Cognition Animale, Centre de Biologie Intégrative, UMR
5169, Université Paul Sabatier, Bat 4R3, 118 route de Narbonne, 31062 Toulouse Cedex 09

2. Plateforme Imagerie, FR AIB, Campus INRA, 24 Chemin de borde rouge, BP 42617
Auzeville, 31326 Castanet Tolosan cedex

Labeille domestique, Apis mellifera, est un modele animal privilégié dans les neurosciences,
notamment pour la compréhension des bases neurales de la cognition. En effet, les abeilles
présentent des capacités d’apprentissage et de méemoire remarquables qui peuvent étre
abordées par des études comportementales et neurobiologiques au niveau de leur cerveau
miniature (1 mm?).

Au laboratoire, l'abeille apprend et mémorise des taches simples ou complexes en associant
des odeurs ou des stimuli visuels a une récompense alimentaire (solution sucrée) ou a une
punition. Des approches invasives, par exemple de pharmacologie ou d’électrophysiologie,
nous permettent d’accéder aux réseaux de neurones responsables de ces apprentissages. En
2006, grace au sequencage du génome de l'abeille, 'acces aux approches moléculaires a été
facilité. Cette avancée nous permet de développer aujourd’hui des techniques variées ciblant
des genes ou des protéines exprimées dans le cerveau et d’étudier leur role dans les processus
cognitifs.

La technique de microdissection permet de découper des corps cellulaires de
neurones specifiques et/ou des régions cellulaires d’intérét du cerveau afin d’y réaliser par la
suite des analyses moléculaires ciblées. Cette technique a été mise au point au laboratoire sur
coupes histologiques de cerveau d’abeille. Apres des étapes de préparation du tissu (dissection,
congélation, coupe), les coupes pré-colorées, sont placées sur un microscope afin de permettre
l'isolation des cellules ou d’une partie du tissu que 'on souhaite étudier par une séquence de
laser infra-rouge puis UV. A partir de ces cellules, plusieurs techniques peuvent étre appliquées
comme par exemple l'extraction d’ARN pour quantifier leur expression. A I'heure actuelle, nous
étudions les variations d’expression de certains genes codant pour des récepteurs présents
dans des cellules du cerveau, cellules identifiées suite a 'apprentissage et la formation de
mémoire olfactive a long terme des abeilles.

Ces études comportementales et neurobiologiques ouvrent donc de nouvelles perspectives
pour la compréhension des changements moléculaires sous-jacents a ces processus cognitifs.
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Anomalies transitoires du développement osseux en
absence d’une protéine centrosomale. Est-ce vraiment
important ?

T. GILBERT, N. LECLAND, C. BIERKAMP, A. MERDES
Inserm, CNRS UMR5547, Université P Sabatier, Centre de Biologie Intégrative, Toulouse, FR.

La ninéine est une protéine centrosomale indispensable a 'lassemblage des microtubules chez
tous les eucaryotes. La ninéine est également essentielle a la reformation de 'architecture du
centrosome a chaque cycle cellulaire et sa présence sur 'un des deux centrioles lui confére un
role lors de la division asymétrique de cellules souche. Enfin chez ’homme, des mutations de la
ninéine ont été rapportées chez des patients présentant une microcéphalie ou des dysplasies
du squelette, en lien avec la localisation de la ninéine a la base du cil primaire. Afin de préciser
'implication de la ninéine dans ces anomalies du développement, nous avons génére des
souris invalidées pour la ninéine. Un premier examen de ces animaux ne semblait pas mettre
en évidence de défauts majeurs. Cependant l'observation de portées de taille réduite et de
fréquents morts nés nous a conduit a réexaminer en détails les organes cibles associés aux
ciliopathies ainsi que les défauts de structure chez 'adulte et a différents stades embryonnaires.
En utilisant différentes techniques et colorations histologiques, nous montrons que chez
l'adulte, ni le foie ni le rein ne présentent d’altération, et aucun situs inversus ou polydactylie
ne sont observés. Par contre par colorations in toto du squelette d’embryons suivies de
transparisation, nous observons une ossification précoce des doigts des membres inférieurs et
supérieurs au stade E16.5 chez les mutants. Celle-ci n’est plus observée a des stades plus tardifs
et ne se traduit pas par la formation d’os plus longs. De méme on observe au niveau des os du
crane une ostéogenese avancee que nous caractérisons a 'heure actuelle.
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Detection of proteolytic activities by In situ zymography

Proteases play essential roles in physiology and pathophysiology. To fully understand the
function of a given protease, it is important to determine its cellular origin and thus be able
to visualize its activity in the tissue. In situ zymography is an appropriate technique to answer
these questions. To perform /n situ zymography, unfixed tissue cryosections (6 ym thickness)
are incubated with a protein substrate bound to a quenched fluorochrome. Upon digestion
of this substrate by endogenous proteases, cleavage products emit fluorescence, allowing
their visualization by fluorescent imagery. Different types of proteolytic activities may be
revealed according to the nature of the substrates, the composition of the buffer (pH and
co-factors) and the use of protease inhibitors. The interest of this technique is to be able to
precisely localize protease activity within a tissue, and to correlate the intensity of this activity
with a pathophysiological context. This approach is useful in different situations where active
proteases are suspected to play a role, like in some skin and gut pathologies.
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Apports des techniques spectroscopiques en biologie
végétale

Camille LARUE
ECOLAB, Université de Toulouse, CNRS, INPT, UPS, France

Si les techniques spectroscopiques basées sur les tres grandes infrastructures de recherche (TGIR) sont
couramment utilisées dans des disciplines telles que la physique ou encore les sciences des matériaux,
elles sont moins répandues chez les biologistes. Elles permettent pourtant d’accéder a des informations
qui peuvent faire grandement avancer notre compréhension des mécanismes biologiques.

La micro-spectroscopie par fluorescence X (UXRF) basée sur le rayonnement synchrotron permet de
réaliser des cartographies élémentaires en 2 dimensions (voir en 3D pour la tomographie X) avec une
résolution latérale pouvant descendre a quelques dizaines de nanometres et une tres grande sensibilité.
A laide de ces images, on peut ainsi déterminer la localisation d’un élément d’intéerét. Par exemple,
grace a l'utilisation de mutants de la plante modele Arabidopsis thaliana, la uXRF a permis d’étudier
la distribution du Zinc (Zn) et d’élucider le r6le de 2 genes (HMA4, HMA?2) dans le transport du Zn de la
plante-meére vers la graine (Olsen et al., 2016). En améliorant nos connaissances sur le fonctionnement
des transporteurs, nous pourrons a terme faire de la biofortification, c’est-a-dire dans ce cas modifier
des plantes pour accumuler plus de Zn et donc diminuer les phénomenes de carence alimentaire qui
entrainent des milliers de morts tous les ans a travers le monde.

En parallele a la uXRF, certaines lignes de lumiere au synchrotron permettent de coupler la spectroscopie
d’absorption des rayons X (XAS). Cette technique permet de sonder la structure de l'élément d’intérét
et de déterminer en particulier son état d’oxydation et ses ligands. C’est par exemple tres utile en
écotoxicologie pour comprendre le comportement et le devenir d’un contaminant pour mieux évaluer
son impact sur 'environnement. Dans le cas des nanoparticules d’Argent (Ag), cela a permis de mettre
en évidence une dissolution des nanoparticules et la présence d’Ag sous forme ionique complexée a du
soufre dans les tissus vegéetaux d’une plante agronomique (Larue et al., 2016).

Ces techniques sont cependant extrémement tributaires d’une bonne préparation des échantillons.
Depuis une dizaine d’années environ, de nombreux progres ont été fait autant sur 'équipement des
lignes de lumiére que surles techniques de préparation d’échantillons pour prendre en compte la nature
particuliere des échantillons biologiques (fragiles et sensibles aux rayonnements). Et ainsi étre capable
d’appliquer ces techniques spectroscopiques a des questionnements biologiques avec des résultats
fiables (Castillo-Michel et al., 2017).

- Castillo-Michel H, Larue C, Pradas del Real AE, Cotte M, Sarret G. (2017) Practical review on the use of synchrotron based micro-
and nano- X-ray fluorescence mapping and X-ray absorption spectroscopy to investigate the interactions between plants and
engineered nanomaterials. Plant Physiology and Biochemistry 110, 13-32. doi: 10.1016/j.plaphy.2016.07.018.

- Larue C, Castillo-Michel H, Stein R, Fayard B, Pouyet E, Villanova J, Pradas del Real AE, Magnin V, Trcera N, Legros S, Sorieul S,
Sarret G. (2016) Innovative combination of spectroscopic techniques to reveal nanoparticle fate in a crop plant. Spectrochim
Acta B 119, 17-24.

- Olsen LI, Hansen TH, Larue C, Osterberg JT, Hoffmann RD, Liesche J, Krdmer U, Surblé S, Cadarsi S, Samson VA, Grolimund
D, Husted S, Palmgren MG. (2016) Mother plant-mediated pumping of zinc into the developing seed. Nature Plants 16036,
doi:10.1038/nplants.2016.36.
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Imagerie en Tomographie Optique Cohérente (OCT)
in vivo chez ’animal de laboratoire : corrélation avec
Phistologie ex vivo

Eric LACOSTE

Imavita SAS, Canal Biotech, 3 rue des Satellites 31400, Toulouse, France

Les animaux de laboratoires sont largement utilisés a I'heure actuelle comme modele des
pathologies humaines en dermatologie comme le psoriasis, la dermatite atopique, la rosacée
ou 'acné. Ces modeles permettent de mieux comprendre la physiopathologie de ces maladies
complexes et multifactorielles, de découvrir des nouvelles cibles thérapeutiques potentielles et
de tester lefficacité de nouveaux traitements. Cependant, la confirmation du développement
correct de ces pathologies repose principalement sur I'histologie a partir de biopsies de
peau nécessitant une opération invasive ou 'euthanasie des animaux auxquels s’ajoutent les
protocoles de coupes et de colorations. Il existe cependant actuellement des technologies
d’imagerie accessibles comme la Tomographie Optique Coherente OCT (Optical Coherence
Tomography) qui permet de visualiser de maniere non invasive les structures histologiques
principales de la peau et d’évaluer la dynamique de la pathologie ou de Uefficacité de nouveaux
traitements (pharmacodynamique). 'OCT (OQLabscope (Lumedica)) permet de réaliser une
coupevirtuelle en profondeur (tomographie) de lorganeimagé a 'aide d’un laser,d’une caméra
et d’un logiciel de traitement d'image permettant des acquisitions rapides, sans contact et
sans dénaturation des tissus explorés. Pour réaliser les sessions d’imagerie, les animaux sont
anesthésiés a l'isoflurane, placés sur un support sous 'OCT pour une durée totale d’examen
de 5 a 10 minutes. Les résultats montrent une bonne corrélation de la technique OCT avec
I'histologie classique HES pour des structures lésionnelles supra-macroscopiques comme
I'’hyperkératose, 'hyperplasie épidermique ou certaines structures incluses dans le derme
comme les utriculesdans un modele d’acné chez la souris. Cette technique d’imagerie OCT peut
donc étre utilisée chez 'lanimal vivant a différents temps pour une évaluation longitudinale en
mesures répétées de [ésions des mémes animaux, en complément de ['évaluation histologique
classique. Par ailleurs, cette technique originale d’imagerie permet d’accélérer les protocoles
de recherche, de réduire le nombre d’animaux, de raffiner 'utilisation de 'lanimal et donc d’étre
en accord avec les recommandations européennes des 3Rs (Remplacer, Réduire, Raffiner) sur
l'utilisation de ’Animal de laboratoire a des fins scientifiques.
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Analyse multi paramétrique en histopathologie des
thrombus intra craniens récupérés par thrombectomie
mécanique chez les patients atteints d’accident
vasculaires cérébraux.

Le développement de la thrombectomie mécanique (TM) permet aujourd’hui d’analyser
les thrombus formés chez les patients atteints d’accident vasculaire ischémique. Si 'aspect
macroscopique du thrombus retiré montre qu’il existe au moins deux classes de thrombus
(rouge et blanc), 'analyse histologique permet de rechercher les sous classes de thrombus en
fonction de leur composition cellulaire et matricielle. Le but de notre étude était d’analyser les
relations entre composition du thrombus en histopathologie et origine présumée (étiologie) en
fonction des données cliniques.

Matériels et Méthodes :

Les thrombus retirés lors des TM dans notre centre ont été collectés depuis octobre 2016. Ils
étaient fixés et inclus en paraffine puis analysés grace aux colorations hématoxylin éosine (HE),
Martius Scarlet Blue (MSB) et Rouge Sirius. Nous collections également les données cliniques
tels que : le traitement anti-agrégant, anticoagulant ou thrombolytique, I'aspect du thrombus
en IRM, U'etiologie de '’AVC et 'évolution clinique a 3 mois. Concernant la TM nous collections
les informations sur le score de recanalisation (TICI), le nombre de passage et la technique
utilisée pour retirer le thrombus.

Résultats :

’'analyse portait sur plus de 150 thrombus retirés entre octobre 2016 et novembre 2017 dans
notre centre. Les résultats préliminaires montrent des corrélations entre la composition des
thrombus et l'aspect en IRM. La combinaison des différentes colorations et structures des
caillots, nous ont amenés a mieux comprendre les difficultés rencontrées lors de la TM, nous
sommes ainsi arrivés a un index de dureté du caillot, qui est corrélé aux nombres de tentative
d’extraction lors de la TM. La corrélation entre le traitement médical lors de la survenu de 'AVC
et la composition particuliere des thrombus lorsque les patients sont sous anti-agrégants ou
anti-coagulants sera discutée.
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Evaluation de la virulence de Staphylococcus aureus :
Mise au point d’une technique histopathologique pour
le développement d’un modeéle d’infection dans Galleria
mellonella

Guillaume MENARD, Gevorg GHUKASYAN , Alain FAUTREL , Brice FELDEN

Le Staphylococcus aureus est responsable d’infections hospitalieres et communautaires, il est
considéré comme un probleme majeur de santé publique.

Lesuividel’expressionde genesdevirulencedelabactérieestun étapecledanssa pathogénicite,
impliquant des facteurs de transcription et les ARN de régulation (sARN : ARN bactérien). Les
sARNs sontimpliqués dans la colonisation et dans la virulence du Staphylococcus aureus. Pour
révéler le role spécifique de ces SARN pendant la colonisation et 'infection, il est primordial de
développer des nouveaux modeles qui imitent ces étapes essentielles.

Nous avons décidé d’utiliser La larve de Galleria mellonella qui apparait comme étant un
modeéle d’infection intéressant et représentatif.

La structure histologique de la larve comme la cuticule présente une barriere aux fixateurs et
Solvants lors de l'imprégnation en paraffine.

Des optimisations méthodologiques ont été nécessaire pour réaliser les observations
histologiques des larves de Galleria mellonella, nous avons ainsi pu mettre en évidence la
colonisation et la virulence des staphylococcus aureus par Immunohistochimie.
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Evolution d’un systeme de tracabilité vers une organisation
permettant gestion, tracabilité et interrogation en ligne de
la BioBanque Expérimentale du RHEM.

N. PIROT, Y. GLASSON, C. CARTIER, Y. NOEL, L. DE OLIVEIRA, M. OLIVE, M. EYBALIN, F. BERNEX
nelly.pirot@inserm.fr - florence.bernex@inserm.fr

IRCM, RHEM, BioCampus Montpellier, CNRS, INSERM, Univ Montpellier, Montpellier, France
Société ASA, Advanced Solutions Accelerator, 9 avenue de ’Europe, 34 830 Clapiers France

Les modeles animaux de maladies humaines sont utilisés en recherche pour modéliser, comprendre et
tester des hypotheses diagnostiques et thérapeutiques.

En 2008, le Réseau d’Histologie Expérimentale de Montpellier (RHEM) a été créé pour répondre aux
besoins des chercheurs répartis sur 5 instituts. Cette organisation en réseau a mis en exergue des
contraintes de tracabilité, de confidentialité et de gestion des plateaux techniques, que seule l'utilisation
d’un systeme informatique pouvait pallier. En collaboration avec une société montpelliéraine, le RHEM a
développé en 2008 un logiciel de gestion et de tracabilité d’une plateforme d’histologie expérimentale.
En 2016, plus de 50 000 blocs de paraffine étaient enregistrés.

Objectif
En 2016, nous avons décidé de générer une nouvelle version de notre logiciel pour améliorer
linterface chercheur et linterface technique, et pour valoriser les ressources biologiques
générées.

Méthode

En 2016, une concertation étroite a été réalisée entre les responsables du RHEM et la responsable
informatique du logiciel. Lamélioration des interfaces chercheur et technique ont d’abord été ciblées.
Une réponse a un appel d’offres GEPETOs a été effectuée pour financer ce travail. Ensuite, le module
d’interrogation en ligne a été généré.

» AmMm=- WO

Résultats

Une nouvelle version de ce logiciel a été développée et installée début 2017. Les chercheurs ont été
formés a l'utilisation de ce nouveau logiciel et depuis janvier 2017 enregistrent leurs échantillons dans
cette nouvelle application. La migration des données issues de ['ancienne version est en cours. Le
module d’interrogation en ligne sera implémenté en septembre 2018.

Conclusion

De nombreux blocs issus de souris génétiquement modifiées, de xénogreffes issues de biopsies
de patients ou de lignées tumorales humaines, seront ainsi rendus accessibles a la communauté
scientifique. Cet outil permettra d’augmenter le potentiel scientifique des blocs générés par
les chercheurs. D’un point de vue éthique, cet outil permettra de réduire le nombre d’animaux

utilisés en recherche expérimentale. )
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Transparisation d’organes et imagerie tridimensionnelle

Yaél GLASSON, Michel EYBALIN, Jean Philippe HUGNOT et Chantal RIPOLL
yael.glasson@inserm.fr - chantal.ripoll@inserm.fr

INM U1051, RHEM, BioCampus Montpellier, CNRS, INSERM, Univ Montpellier, Montpellier,
France

Le RHEM (Réseau d’Histologie Expérimentale de Montpellier) propose a ses utilisateurs des
prestations de microtomie sur tissus congelés ou inclus en paraffine, ainsi que des prises en
charge de projets allant de la préparation de I'’échantillon biologique a l'observation sur les
équipements de Montpellier Ressources Imagerie (MRI) et a 'analyse d'images.

Les techniques de transparisation (clearing) chimique, apparues récemment, permettent
de rendre optiquement transparents les tissus animaux ou humains. Les organes et tissus
transparisés peuvent ainsi étre observés en 3D en profondeur et en haute résolution, sans
passer par les étapes longues et fastidieuses de réalisation de coupes sériées. Ces techniques
présentent un grand intérét dans l'analyse des processus biologiques dans des organes
normaux ou pathologiques, aussi bien en biologie fondamentale qu’en sciences médicales.

C’est pourquoi, avec le soutien de la région Occitanie, de 'Europe (FEDER) et de l'université de
Montpellier, le plateau RHEM de l'Institut des Neurosciences de Montpellier (INM) s’est équipé
d’un systeme de transparisation X-Clarity (Logos BioSystems). Cet automate permet d’appliquer
de facon reproductible la technique de transparisation CLARITY et d’accélérer le processus de
délipidation.

Le RHEM a mis en place un service de transparisation permettant de traiter de nombreux
échantillons murins (cerveaux, pattes, intestins, cochlée etc.) ou humains (tumeurs etc.). Nous
avons montré que X-clarity permet de conserver les tags et marqueurs fluorescents des tissus
(ex. Tomato, Dil-Vybrant+, etc.) ainsi que l'antigénicité des tissus (ex. Oligl, GFAP, NF200KD,
myosine TA, etc.). La transparisation permet également d’utiliser des techniques de génération
de deuxieme et troisieme harmoniques (SHG, THG) pour la visualisation par exemple des fibres
de collagene et de ['élastine. Lutilisation de microscopes a haute résolution (microscopie
multiphotonique et a feuillet de lumiére) sur la plateforme MRI permet de visualiser la structure
tridimensionnelle des tissus et organes.

Références :

Advances and perspectives in tissue clearing using CLARITY KHR Jensen and RW Berg. Journal of
Chemical Neuroanatomy 2017, 86: 19-34.

PEA-CLARITY: 3D molecular imaging of whole plant organs WM Palmer, AP Martin, JR Flynn, SL Reed, RG
White, RT Furbank, and CPL Grof. Scientific Reports 2015, 5: 13492.
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Imagerie en immuno-oncologie : Phénotypage de différents
groupes de cellules immunes sur des coupes tissulaires en
FFPE

Résumé poster Jean-Pierre MAQUIN

Roslyn C. LLOYD, James R. MANSFIELD, Kent JOHNSON, Michael FELDMAN,
Elizabeth A. MITTENDOREF, Clifford C. HOYT, Virginie GOUBERT

Le domaine de 'immuno-oncologie connait depuis ces dernieres années un engouement
croissant di aux récents succes des immunothérapies sur certaines tumeurs. Les cellules
immunes sont aujourd’hui clairement identifiées pour interagir parfois dans de nombreux
conflits au sein du microenvironnement tumoral. Cependant l'obtention des informations
relatives aux phénotypes de ces cellules impliquées, présente des difficultés techniques. Des
méthodes existantes peuvent soit fournir des informations phénotypiques sur des échantillons
homogenes (ex.: Cytométrie en flux ou PCR) ou des informations morphologiques sur des
mono immuno-marquages (IHC standard). Nous présentons ici une méthodologie permettant
de quantifier et qualifier l'expression des marqueurs cellulaires multiplexés, de facon analogue
a ce que l'on pourrait obtenir en cytomeétrie de flux mais dans ce cas en imagerie in situ sur des
coupes tissulaires (FFPE).

Cette méthodologie combine : Un marquage multiplexe séquentiel jusqu’a 8 antigenes
utilisant des anticorps provenant de la méme espece; une imagerie multi spectrale
automatisée afin de supprimer les artéfacts tels que l'autofluorescence et les cross-talk entre
les différent canaux fluorescents; une analyse automatisée intégrant lintelligence artificielle
qui peut quantifier 'expression des marqueurs par cellules, déterminer le phénotype cellulaire,
compter séparément les cellules dans le compartiment tumoral et le stroma, et enfin fournir
une haute résolution des images.

Nous présentons ici des exemples de cette nouvelle méthodologie : Le marquage multiplexe;;
I'analyse et validation de CD4, CD8, CD20, PD-L1, Foxp3, cytokératine et DAPI dans le cancer
du sein; et CD8, CD34, PD-L1, FOXP3 et DAPI dans le cancer épidermoide de la téte et du cou.
Chaque exemple montrera 'application du marquage multiplexe, la quantification par cellule
et le phéenotype cellulaire provenant des images multi spectrales, ainsi que les méthodes
explorant les distributions spatiales des cellules dans et autour de la tumeur.
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Evotec, une plateforme d’histologie au service de 'immuno-
oncologie et du microenvironnement tumoral.

Gaélle BADET, Roselyne BROUSSY, Anne BRIAUX, Céline POUSSEREAU-POMIE, Pierre FONS

Equipe Clinical Translation, groupe Translational Biology, EVOTEC France,
195 route d’ Espagne BP 13669, 31036 Toulouse Cedex, France

Implantée a proximité du site de l'oncopdle toulousain depuis 2015, la société Evotec offre
divers services dans le domaine de la biologie. Une des missions de l'équipe «clinical
translation » est d’identifier des biomarqueurs permettant de comprendre le mécanisme
d’action de nouveaux composeés dans le domaine de l'immuno-oncologie notamment par les
technigues d’immunohistochimie.

En prenant 'exemple de ['évaluation d’un composé interne en association avec une thérapie
de type « check point» inhibiteur, nous avons étudié le mécanisme d’action du composé a
I'aide des techniques d'immunohistochimie et établi des biomarqueurs d’activité notamment
au niveau de la caractérisation des cellules de limmunité. De cette étude réalisée surun modele
murin, nous avons réalisé une translation vers la clinique pour une étude de l'expression
de la cible sur différents types de tumeurs humaines en collaboration avec les cliniciens et
histopathologistes de 'oncopdle. Cette étude a permis de proposer une strategie pour la
stratification de patient.

Ainsi, le développement de la plateforme d’histologie associée a létroite collaboration
avec l'oncopole nous permet de proposer une analyse du microenvironnement tumoral sur
des tumeurs humaines et sur des modeles oncologiques murins pour l'établissement de
biomarqueurs d’activité et pour la stratification des patients.
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La caractérisation des macrophages durant la régénération
musculaire

*K. NIKOVICS, *D. RICCOBONO, H. MORIN, T. POYOT, X. HOLY, A. BENDAHMANE, M. DROUET,
A. L. FAVIER

La régénération musculaire apres une blessure (telle que lirradiation) est d’'une grande
importance. Cependant, les mécanismes moléculaires et cellulaires ne sont toujours pas
clairs. On pense que les cytokines jouent un role fondamental dans les différentes étapes de
la régénération musculaire. Ils sont sécrétés par de nombreuses populations de cellules, mais
les producteurs predominants sont les macrophages et les lymphocytes T auxiliaires. D’autre
part, il a été démontré que l'injection de cellules souches stromales / souches dérivées du tissu
adipeux (ASC) pouvait améliorer la régénération musculaire. Les cellules souches induisent
probablement les modulations coordonnées de l'expression des genes dans différentes
cellules de macrophages. Par conséquent, nous avons étudié les modeles et le calendrier des
changements dans l'expression génique de différentes cytokines survenant lors du chargement
des cellules souches.

La régénération musculaire a été étudiée dans un muscle irradié du modéle animal minipig
en présence ou en l'absence de traitement ASC (irradié et traité avec ASCs, IRR + ASC, irradié
non traité avec ASCs, IRR et non-IRR non irradié). Nous avons caractérisé les populations de
macrophages parimmunomarquage dans différentes conditions. Dans notre étude, nous avons
trouvé principalement des M2 et quelques macrophages M1 dans les échantillons IRR + ASC.
Cependant, seuls quelques macrophages M2b ont été observes dans les muscles IRR. En outre,
nous avons trouvé une fibrose intense dans les échantillons IRR. Avec I'hybridation in situ et
'immunomarquage, nous avons analysé 'expression des cytokines des différents macrophages
et nous avons montré que les macrophages M2d sont les plus abondants dans les échantillons
IRR + ASC. Par hybridation in situ, une forte expression du facteur de croissance transformant
B (TGF-B) a été observée dans 'IRR + ASC mais trés faible dans les échantillons IRR. Cependant
lorsque nous avons analysé le niveau de TGF-3 par immunomarquage, 'expression était tres
différente: de nombreux macrophages M2 présentaient une expression faible en IRR + ASC ainsi
qgue quelques cellules exprimant un niveau plus fort dans les muscles IRR. Par conséquent, nous
avons étudié les expressions de MMP dans les différents muscles. Nos données ont montré que
les macrophages M2 du muscle IRR + ASC exprimaient des protéines MMP2. Notre hypothese
de travail est que l'expression de MMP2 des macrophages M2 peut diminuer la fibrose dans le
muscle IRR + ASC en capturant le TGF-f3.
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« AMadame Nathalie BOURGES-ABELLA, Professeur d’Histologie a 'Ecole Nationale Vétérinaire
de Toulouse, Equipe Biologie médicale & Histologie comparées CREFRE Inserm-UPS-ENVT
et Madame Florence CAPILLA, Ingénieur d’Etudes, Service d’Histopathologie CREFRE qui ont
accepté d’étre les organisatrices scientifiques de ces journées de rencontre.

+ AMesdames Clotilde CARIVEN et Lucie FONTAINE, organisatrices locales quinous ont soutenus
activement dans la préparation de ce congres, et pour leur aide dans le bon déroulement de
cesjournees.

+ A l'Ecole d’Ingénieurs de Purpan pour avoir hébergé ce congres sur son site et a Monsieur
Philippe MARCEILLAC pour son aide dans la préparation de ce congres.

+ A 'ensemble des sponsors, qui nous ont soutenus dans 'organisation de ce congres. Je
nommerai la société SAKURA pour les sacs, 'INSERM pour les portes-badges, les stylos et
blocs-notes.

+ A Toulouse métropole pour son aide dans l'organisation de ces journées ainsi qu’a la Région
Occitanie Midi-Pyrénées pour son soutien financier.

« A Mr Gilles FAVRE, Directeur du Centre de Recherches en Cancérologie de Toulouse, et Mr
Roland LIBLAU, Directeur du Centre de Physiopathologie de Toulouse de Purpan, pour leur
soutien dans l'organisation de ces journées.

« Atoutes les firmes, pour leur présence sur nos stands.

« A Lucie FONTAINE également pour la conception et le graphisme des supports d’affichage et
de la documentation.

+ A tous les membres du bureau de I'AFH qui se sont fortement impliqués dans le travail de
préparation de ce congres.
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Congres AFH

« Atous les conférenciers, pour leur participation a ce XXXI°™ congres.

« Atous les congressistes, qui nous accordent leur confiance.

Nathalie Accart, Présidente de [AFH
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