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C’est plus d’un siécle apres la création des premiéres machines a sectionner qu ‘apparait
un nouveau type de microtome basé sur la mobilité du porte-objet. Constitués d’un mécanis-
me simple, efficace et précis, ces nouveaux appareils font leur entrée en scéne dans un contex-
te qui leur est favorable : celui de I’expansion des sciences et des techniques nouvelles.

Alors que de nombreux laboratoires utilisent encore des microtomes de factures artisa-
nales, voire méme des microtomes a main (encore en usage au Collége de France, labora-
toire de Louis Ranvier, été 1874) ces nouveaux appareils vont rapidement répondre aux
nouvelles exigences de I’histologie (production de coupes sériées, d’épaisseur fine et ce de
maniére reproductible) et s’orienter vers de nouvelles applications comme la microscopie élec-
tronique (obtention de coupes ultra-fines).

Autre atout, la fabrication de ces appareils au compte de grandes sociétés, ce quiva leur
permettre d’étre diffusés, d’évoluer en fonction des besoins mais surtout de perdurer.

Les microtomes a porte-objet mobile

Apparl}s dans le dernier tiers du XIX" siecle, ces appareils sont munis d’un porte-objet
mOb}le qui selon les modeles est animé d’un mouvement vertical, horizontal ou encore cir-
culan-e,, Cg nouveau principe de fonctionnement diminue la complexité du systéme d’avan-
zi (:grl' Obje_t, tO}lt en augmgnFant sa précision, mais .facilit.e égal.ement I’ obtention des coupes

1€ puisqu’elles sont “disponibles” sur le rasoir stationnaire.

D‘ 5.0 . z ) s
€s leur apparition, ces microtomes sont presque tous dotés d’une avance automatique

de I’objet. g’ o X e ;
e 1 objet, d’un porte-objet orientable et/ou interchangeable et de la possibilité d’adapter divers
So1rs selon la nature du tissu.
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Le principe du fonctionnement de ces appareils constitue encore la base des microtomes
actuels. C’est pourquoi, il m’a paru pertinent dans cette seconde partie d’ajouter a leur his-
toire un bref apercu du mécanisme de coupe pour chacune des classes de microtomes, clas-
se définie par le mouvement du porte-objet.

1. Porte-objet animé d’un mouvement vertical

Insidieusement, ces appareils ont été appelés microtomes rotatifs en raison du mouvement
du volant. IIs ont indépendamment été inventés par 2 Américains; ADAM PFEIFER et CHARLES
SEDGWICK MINOT.

Le microtome de PFEIFER >

Mis au point par Pfeifer, mécanicien & 1’université
Johns Hopkins, Baltimore, USA, cet appareil ne présen-
te pas réellement un mouvement vertical de 1’objet, mais
par son principe, il est considéré comme le premier micro-
tome rotatif. Daté de 1883 dans la plupart des écrits,
Cowles R. et Richards O. ont pu démontrer la création d’un
premier prototype en 1879.

En dépit des
éloges, il n’a été
fabriqué qu’a peu
d’exemplaires
dont aucun ne subsiste aujourd’hui.

Porte-ohje

<« 1l est constitué d’une base solide avec deux supports
verticaux portant un axe horizontal auquel sont ratta-
chés : une roue excentrée, un large volant et une peti-
te roue. Cette derniere porte a sa périphérie 1’objet a
couper (voir photo ci-contre). Particularité de ce micro-
tome : ’avance du rasoir détermine 1’épaisseur des
coupes.

Créé en 1886, le microtome de CHARLES SEGDWICK MINOT peut-étre considéré comme
le point de départ de toute I’évolution des microtomes rotatifs.

D’utilisation simple cet appareil connait un vif et rapide engouement.

Sa lourde ossature d’acier le rend tres stable et permet d’obtenir plus facilement des
coupes sériées et des coupes de tissus durs exemptes de vibration.

Les modeles se succedent avec pour premier objectif des fabricants, celui de diminuer
I’épaisseur des coupes. Le prototype créé par Charles Minot, ne produit que des sections de
30um, épaisseur qui va des le modele suivant étre réduite & 3um, puis a lum en 1892.

Une autre préoccupation caractéristique de cette époque est I’obtention de sections d’or-
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Mouvement rectiligne et vertical du porte-objet.

Vis de réglege de l'épaissewr —

Descriptif du mécanisme : Le
porte-objet est fixé sur un chariot
en acier guidé par une glissiere.

Le volant entraine le mouvement
du chariot selon un axe vertical.
L’ avance horizontale de 1’objet
s’effectue grice a une vis micro-
métrique activée automatique-
ment par une roue dentée et un
cliquet lors du mouvement ascen-
dant du porte-objet. Le point mort.
du porte-objet se situe en posi-
tion supérieure.

Ci-contre, vue latérale du mécanisme
Epaisseur de coupe des premiers modeles : 3um.
Utilisation préconisée pour obtention de coupes de Sum.

gane entier. En 1898, parait donc une adaptation du micro-
tome de Minot pour la section d’hémispheres cérébraux
humains entiers (voir ci-contre ). L’appareil pese 33 kg, il
est d’utilisation aisé et dispose d’un intéressant dispositif qui
en réduisant le trajet du porte-objet, autorise également la
coupe d’objet de moindres dimensions.

Le microtome de Minot sera le premier microtome a faire
1’objet d’une adaptation pour produire des coupes de sec-
tions fines pour la microscopie électronique.

Légende des symboles accompagnant les descriptifs des mécanismes de coupe :

N : Objet A : rasoir &= : sens d’avance du porte-objet.
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<« Minot confie la manufacture de son appareil a G.
Baltzer (Leipzig), (voir ci-contre) le fabricant de confian-
ce de Carl Ludwig, puis 2 la Sté Franklin Educational Co.
(Boston) qui en 1895 propose le microtome au prix de
60$, pour finalement étre reprise en 1901 par la Sté
Bausch & Lomb.

En France il est entre autre fabriqué par Maxime
Stiassnie (Paris). §

Les micro-
tomes de type
Minot figurent
dans les catalogues de nombreuses sociétés interna-
tionales et constitueront des années durant, 1’équi-
pement de base de nombreux laboratoires, tant amé-
ricains qu’européens.

Enfin, pour clore ce chapitre quelques-unes des
« originalités » inspirées du modele Minot.

« Le modéle de REINHOLD-GILTAY (1892)

1 a plus particulierement €té congu pour sectionner
de larges blocs, il dispose d’un volant situé sous le sup-
port du microtome. Il peut produire des coupes de 0.5 um
d’épaisseur pour des objets de grandes dimensions (envi-
ron 4x4 cm).

« Le modele de FROMME (1896)

1l est constitué d’une ossature massive a laquelle est
attaché un parallélogramme de bras de levier qui portent
et avancent I’objet. Sa particularité est la position du
rasoir parallele a celle du volant. Chose étonnante pour
1’époque, la fixation du rasoir est succincte; point faible
auquel Reichert remédie un an plus tard.
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Enfin des modeles plus récents mais aux allures insolites.

A Modele de Bausch et Lomb au dos fine- A Modéle Sartorius-Werke — Gottingen des
ment ouvragé, daté de 1903 ou 1908. années 1960. :

Charmant petit village de la Cote-d’Or (21).
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Le microtome de SPENCER

Fabriqué en 1910 par la société américaine Spencer Lens company, ce microtome est
d’abord produit dans une taille imposante. Il doit sa notoriété a son systeme d’avance de I’ob-
jet particulierement efficace et précis qui procure de trés fines sections. Cette précision de
coupe a été obtenue par les ingénieurs de la firme en désolidarisant le systeme d’avance de
I’objet du systeme de coupe.

Descriptif du mécanisme d’avance

AT’arriere du porte-objet se trouve un plan oblique contre lequel est poussé selon un
angle obtus, une butée conique, ce qui démultiplie I’avance de 1’objet en proportion de
la pente du plan oblique.

vis i
micronetrique™ ¥t~

Ci-contre, vue supérieure du mécanisme.
Epaisseur de coupe des premiers modeles :
0,5pum.

Utilisation préconisée pour obtention de
coupes de Ium.

Porte-objet.

1l est par la suite commercialisé par la
Sté Bausch & Lomb Optical Cie, socié-
té acquéreuse de la Cie Lens.

Modele de I’American Optical P




2. Porte-objet animé d’un mouvement horizontal

Le premier microtome de ce type, est
le microtome de Caldwell, en réalité éla-
boré par SIR RICHARD THRELFALL en 1883.
La rotation du volant entraine le mouve-
ment horizontal du chariot porte-objet.
L épaisseur des coupes atteint 1/4000 inch,
soit environ 6um. Cet appareil n’a pas été
reproduit en raison de I’absence de support
commercial mais également de 1’apparition
d’un modele concurrent en Angleterre.

Le concept du microtome de Threlfall

est repris dans les années 1910, avec un look légeérement différent, par quelques fabricants
allemands donnant naissance aux appareils appelés microtomes a traineau.

Le microtome 2 traineau a été trés populaire pour le travail de routine jusqu’a la secon-
de guerre mondiale, date a laquelle il périclite un peu au profit du microtome dit rotatif.

Mouvement rectiligne et horizontal du porte-objet.

Descriptif du mécanisme : g .
A Le porte-objet est fixé sur i (@ b
. un chariot coulissant en ‘
D e N PRSI déplacé par 1’opéra- - G 4
1 teur & I’aide d’une poignée ‘ v
selon un mouvement hori-
zontal d’aller-retour. L’avance verticale de I’ob-
jet est réalisée par rotation de la poignée qui acti-
ve une vis micrométrique mue par une roue dentée et un cliquet.

i 2

S

Vis

Porte-objet |
™~

Cliquet

micrométrique -y Wi? Ci-contre,

Port‘e\-rasoir

vue latérale

du mécanisme.
Epaisseur de coupe
des premiers
modeles : Sum.
Utilisation

-

préconisée pour
obtention de coupes
de 5 um.
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Les rasoirs utilisés pour ce type de microtome sont généralement longs, 24 cm, et les clamps
du porte-rasoir ajustables, pour incliner le rasoir selon une assise oblique (coupe a la celloi-
dine) ou carrée (coupe a la paraffine). A noter que les premiers modeles sont parus sans
avance automatique de 1’objet.

Les microtomes a traineau sont lourds, de forme basse et trapue et donc trés stables.
Pour ces raisons, leur utilisation est dédiée a la coupe de tissus durs, d’organes entiers ou de
blocs de grandes dimensions. IIs sont toujours commercialisés avec cependant une distribu-
tion plus marquée en Allemagne ou la seulement ils continuent 2 étre utilisés pour les tra-
vaux de routine.

Modele Ernst Leitz —Wetlar

3. Porte objet animé d’un mouvement rotatif
3.1 Mouvement en arc de cercle.

Le rocking microtome ou microtome a balance. Dessiné par HORACE DARWIN (petit-fils
de Charles Darwin) devenu actionnaire de la Cambridge instrument Cie en 1880, 1’instru-
ment est fabriqué en de nombreux exemplaires par cette méme compagnie a partir de 1885.

Au début, ce microtome est produit en 2 tailles selon la dimension des blocs a section-
ner, et ne dispose pas de porte-objet orientable, détail qui sera modifié pour les modeles
produits apres 1900.

Son mécanisme simple, a permis d’obtenir un appareil avec peu d’inconvénients et de faible
cofit. Le tout est couronné par une bonne régularité et une excellente précision ce qui en jar-
gon actuel signifie un appareil d’excellent rapport qualité/prix.
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Mouvement en arc de cercle du porte-objet.

Descriptif du mécanisme : 11 est constitué d’un socle a I’extrémité

- duquel se situe le porte-rasoir (A). Le porte-objet (B) est fixé a I'extrémité

du bras supérieur quelquefois appelé “bras pendule” (C). Un boyau, puis

plus tard une corde de nylon relie I’autre extrémité de ce bras a une mani-

velle, en passant par une poulie. La traction de la corde par la manivelle,
A entraine le mouvement de balancier du porte-objet vers le rasoir.

Ci-dessus, vue latérale du mécanisme.
Epaisseur de coupe des premiers modele : 2jum.

Utilisation préconisée pour obtention de coupes de Ium.

L’avance horizontale de
’objet est régi par le levier
inférieur (J), qui repose
d’une part sur un pivot et
d’autre part sur une bague
fixée a une vis micromé-
trique (H). La rehausse du
bras inférieur, par la poi-
gnée, entraine alors I’avan-
cée du bras pendule vers le
Tasoir.

Réputé pour durer une vie, il sera largement utilisé en Grande Bretagne, son pays natal.
Pour preuve, le nombre des ventes qui en 1903 dépasse 900 appareils.

Ses détracteurs lui reconnaissent un probléme majeur : celui de confectionner des coupes
incurvées. Mauvaise réputation qui lui colle a la peau pendant de nombreux écrits et cela en
dépit d’une part du modele de UNICAM en 1894 (arc a angle droit devant le tranchant du rasoir)

et d’autre part des travaux de E.W. MACBRIDE qui ont conclu qu’il n’y a aucune différence

de qualité entre des coupes planes ou incurvées.

En fait le réel point faible de I’appareil est son
poids “plume”. Il est souvent nécessaire de visser
une plaque au support ou de déposer le microtome
sur un torchon humide, remede beaucoup plus
pragmatique !

Ce microtome a plus particulierement été affec-
té & la coupe de blocs de petite taille et de paraffine
puisqu’une trop grande densité du tissu exerce une
force contraire au mouvement du bras porte-objet.
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La grande précision de coupe, I’absence de vibration
a permis une adaptation de 1’appareil pour la microsco-
pie électronique. Ce sont MM. DANON ET KELLENBER-
GER de I’Université de Genéve qui ont mis au point ce
modele (photo ci-contre) en s’inspirant donc du principe
du rocking microtome et en lui ajoutant le plan oblique
selon Spencer pour démultiplier I’avance de 1’objet. Ce
microtome a été mis au point et fabriqué par la Société
Triib, Tduber & Cie de Zurich (Suisse).

Le rocking microtome n’est actuellement plus produit.

3.2 Mouvement rotatif horizontal

Mouvement rotatif horizontal du porte-objet.

1

’ Descriptif du mécanisme : Le porte-objet est fixé sur un disque
métallique d’environ 8 mm d’épaisseur et de 14 cm de diametre.
Laxe perpendiculaire est maintenu a la fois par-dessus et par-des-
sous, permettant une rotation facile et sans vibration. Le volant
entraine la rotation du disque mais également le mouvement des-
cendant vertical du rasoir selon 1’épaisseur de coupe sélectionnée.

Epaisseur de coupe : 1pm.

Le porte-objet est entierement orientable et il est pos-
sible de réaliser des sections dont 1’épaisseur varie de
1 & 20 um. Fabriqué par Leitz et décrit en 1914 dans un
article de S. Becher, c’est le seul microtome répertorié
fonctionnant selon ce principe. Ce modele n’a pas
connu le succes escompté, d’ou sa fabrication limitée
puis sa disparition.

o Eleity

3.3 Mouvement rotatif vertical

Mouvement rotatif vertical du porte-objet.

Descriptif du mécanisme : Le porte-objet est fixé sur un volant

dont la rotation est transmise par un axe. Axe qui se déplace éga-

lement horizontalement par I’intermédiaire d’un dispositif micro-
A métrique pour avancer I’objet vers le rasoir.
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Un des rares exemples de ce type de
microtome est I’appareil fabriqué en Fran-
ce par Leroux-Seguin est surnommeé le
PARVISEC (voir photo ci-contre).

Ce type de microtome a principale-
ment été créé en réponse aux inconvé-
nients des microtomes de type Minot a
savoir : la difficulté de fabrication de glis-
sieres parfaitement rectilignes, leur usure
rapide avec les vibrations qui en résultent.

Cet appareil fiable et régulier, aux dires
du fabricant et des utilisateurs offre de
plus la possibilité d’intervenir sur le porte-objet loin de la zone de coupe et donc du rasoir.
Sécurité d’utilisation qui ne lui a pas pour autant permis de gagner sa place dans les labora-
toires.

Une résurrection récente pour ce type d’appareil avec le dernier-né de la société Leica.
Le mouvement circulaire offre en plus aujourd’hui I’avantage de dispenser I’appareil du
traditionnel systeme de rétraction du bloc.

Modele LEICA DSC1 (Avec 1’aimable autorisation de la sté LEICA).

Les dernieres évolutions

Parmi les améliorations apportées a la microtomie, il faut citer le systeme de rétraction
du porte-objet qui a pour but de préserver le couteau et I’objet d’éventuels dommages géné-
I€s par le frottement du bloc contre le rasoir lors du mouvement ascensionnel mais également
d’éviter que la coupe réalisée reste solidaire du bloc. La valeur de la rétraction du bloc est
proche de 80 um, elle varie selon les constructeurs et les modeles.
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Le premier microtome équipé de ce mécanisme a été mis sur le marché en 1988, par la
société Microm.

Autre accessoire qui simplifiera la >

pratique de la microtomie : la courroie

de guidage des coupes, avec synchronisation du
déroulement de la courroie avec le mouvement
de coupe. Concu pour recueillir le plus grand
nombre de sections possibles, le premier appa-
reil a étre doté de ce systeme est le modele de
THRELFALL en 1885 (voir photo au chapitre 2).
Par 1a suite, les autres types de microtomes adap-
teront ce systeme qui deviendra un équipement
courant. Pour les microtomes de type Minot, la courroie est solidaire du porte-rasoir alors que
pour les microtomes-traineaux, elle repose sur le rasoir.

Enfin, derniere innovation dans le temps : ’entiére automatisation du mouvement de
coupe. La robotisation des microtomes a depuis longtemps été un des leitmotivs des fabri-
cants et des utilisateurs pour des raisons pratiques mais aussi un peu par nature humaine. Elle
a engendré quelques systémes “maisons” jusqu’a devenir I’entiére automatisation électrique
connue aujourd’hui.

Parmi les pionniers de I’automatisation, semi-automatisation plus exactement, il faut
citer CLAUDIUS REGAUD et son systéme mis au point et adapté vers 1901 a un modele de From-
me, et applicable aux microtomes Rheinold-Giltay ou Minot. S’inspirant du principe de
fonctionnement des machines a coudre, C. Regaud dote son microtome d’un bati de machi-
ne a broder dont la roue est reliée au volant (creusé d’une gouge) du microtome par une cour-
roie de cuir. La pédale transmet le mouvement de coupe au microtome libérant les 2 mains
de I’opérateur pour la récupération des coupes.

A noter, une autre innovation apportée par de C. Regaud sur cette méme machine : celle
du frein, assurant I’arrét immédiat de I’appareil (bien utile lorsque ’on veut garder ses
2 mains !).

Le premier microtome entiérement automatique est une fois encore 1’ceuvre de SR
RicHARD THRELFALL. Pour ce faire, il équipe son modéle d’un moteur a eau qui assure au micro-
tome une production d’environ 200 sections par minute. Dans les années 1970, ce sont de
petits moteurs électriques annexes qui génerent le mouvement mécanique de la coupe. Quant
a la derniere étape de 1’automatisation avec un moteur électrique intégré a 1’appareil, elle appa-
rait vers les années 1990.

Voici donc venu la fin de cette petite chronique de I’évolution des microtomes. Trois siécles
durant lesquels des hommes, souvent inconnus, se sont investis, ont dii faire preuve de déter-
mination pour satisfaire a la science. Dans cette optique, il n’est pas rationnel de refermer
cette page d’histoire sans évoquer Sir Richard Trelfall et surtout Charles Sedgwick Minot,
personnages marquants de cette derniere étape de I’évolution des microtomes et par réper-
cussion celle de I’histologie.
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CHARLES SEDGWICK MINOT. Anatomiste américain (1852-1914)

Le 23 décembre 1852, nait dans la demeure familiale
de Woodbourne, Massachusetts, USA, CHARLES SEDGWICK
MINOT, quatrieme des sept enfants de William Minot le
second, homme de cour, et de Katharine Maria Sedgwick.

Les membres de la famille Minot, se sont principale-
ment et depuis longtemps illustrés comme marchands ou
hommes de loi dans la ville de Boston ot ils sont établis
depuis de nombreuses générations.

Contrairement a ses ancétres, Charles Minot s’ oriente
vers les sciences naturelles. Cette vocation pour cette dis-
cipline de la vie lui vient trés probablement de ses parents
fervents admirateurs et défenseurs de la nature, et de son
enfance qui a pour cadre les hauts et calmes plateaux de
West Roxbury.

@ Un parcours scientifique précoce, riche en expériences sous d’illustres auras.

Juillet 1868. Alors 4gé de 15 ans, Charles Minot devient membre de la Société d’histoi-
re naturelle de Boston et réalise une premiére publication remarquée concernant la descrip-
tion du méle de I’hesperia metea, papillon d’ Amérique du Nord.

En 1868, il passe brillamment le concours d’entrée a I’institut de technologie du Massa-
chussetts. Il étudie alors la chimie et la physique avec le professeur Edward Pickering, futur
astronome.

En 1872, il est le plus jeune Bachelor of Science (B.S) de cette école
technique. Il entre alors au College de Harvard ou il devient un des 3 can-
didats au dipldme de docteur en sciences naturelles.

Cette méme année, il devient I’éleve du professeur HENRY BOWDITCH,
qui de retour d’Europe vient de créer un laboratoire de physiologie. Mal-
gré la différence d’age, maitre et éleve nouent une solide amitié et réali-
sent une premiére étude en commun traitant de I’influence des anesthésiants
(The influence of anaesthetics on the vaso-motor centres, 1874).

Henry PICKERING BowbiTcH (1840-1911). Physiologiste A

1873. Charles Minot choisit alors de différer 1’obtention de son dipl6-
me pour se rendre en Europe, a Leipzig ou il étudie avec le PR. CARL
LupwiG. Aprés un bref apprentissage de la langue allemande, il assiste le
physiologiste allemand pour une étude concernant la formation du gaz car-
bonique lors du travail musculaire (publication de 1876).

<« Carl Friedrich WiLHELM LubwiG (1816-1895). Physiologiste et ana-
tomiste allemand.
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Décembre 1873. Début de ses travaux avec RUDOLF LEUCKART, sur la structure et la clas-
sification des vers (On the classification of some of the lower worms, 1876).

Printemps 1875. Il se rend a Paris, ot avec le Pr. Ranvier, il perfectionne sa connaissan-
ce des techniques histolologiques qu’il met immédiatement en pratique avec I’étude des
Dytiques (Recherches histologiques sur les trachées de I’hydrophilus piceus, 1876).

1875-1876. De retour a Leipzig, il étudie avec le Pr. SEMPER a Wiirzburg.

Eté 1876. Il quitte le Pr. Ludwig, qu’il considére comme le plus grand professeur dans
’art de la recherche scientifique, et retourne a Boston. La il procéde a la publication de ses
investigations européennes et reprend son cursus scolaire précédemment atermoyé.

1878. Charles Minot obtient le titre de Docteur en science de 1’école de Harvard.

1880. Début de sa carriere professionnelle a I’école médicale de Harvard avec deux
emplois : celui d’instructeur en chirurgie et pathologie orale a 1’école dentaire et celui de maitre
de conférences en embryologie a I’école médicale.

1883. 11 devient instructeur en histologie et embryologie.

1892. Alors agé de 40 ans, Charles Minot acquiert le statut de professeur d’histologie et
d’embryologie.

1903-1905. 11 est élu président de I’American Association of Anatomists.

1912. Consécration de sa carriére avec le titre de directeur du laboratoire d’anatomie a
Havard.

1913. Echange avec les universités de Berlin ot cette fois-ci il a le role d’instructeur en
sciences naturelles.

Charles Minot sera gratifié en fin de carriere de nombreux titres honorifiques par d’illustres
universités comme Yale (U.S.A) en 1899, Oxford (Grande-Bretagne) en 1902 ou Toronto (Cana-
da) en 1904.

® Un scientifique qui cherche sa voie.

Depuis ses premiers travaux avec Bowditch, Charles Minot n’a cessé de démontrer ses
talents dans des disciplines aussi variées que la zoologie, la physiologie, I’anatomie, la mor-
phologie... et si au début de sa carriere, ce sont principalement les invertébrés qui font I’ ob-
jet de ses travaux et de ses publications, Charles Minot s’intéressera également a ’Homme,
jusque dans son comportement, puisque de 1884 a 1894, il versera dans la psychologie ; domai-
ne qui le passionne avec comme théme fétiche, le vieillissement de I’individu (Death and indi-
viduality, 1884; Growth & age, 1888, The psychical comedy, 1895). 11 abandonnera cepen-
dant cette voie en raison des différends qui I’opposent a ses confreres.

L’embryologie occupe une place trés importante dans la carriere de Charles Minot, sous
forme de lectures, avec les ceuvres de Balfour, Baer, His... ou de recherches. En 1892, au
terme de 10 années de labeur, il finalise son ceuvre sur I’embryologie humaine (Human Embryo-
logy). Cet ouvrage conséquent (815 pages) et richement illustré (463 figures), sera considéré,
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dans ce domaine, comme le plus important réalisé en Amérique, et le second écrit en langue
anglaise apres 1’ceuvre de Francis Balfour en 1881, sur I’embryologie comparative. En 1894,
le livre est traduit et publié en Allemagne, avec une préface élogieuse de William His.

Cette ceuvre lui vaudra la reconnaissance et les honneurs des scientifiques et le fera membre
de nombreuses sociétés scientifiques américaines mais également européennes, anglaises. ..

Les spécimens réalisés lors de ses différents travaux constituent une remarquable collection
de pres de 200 pigces dont les méthodes de préparations et de conservations serviront long-
temps de références pour les laboratoires d’embryologie américains. Son manuel d’em-
bryologie porcine constituera également un parfait auxiliaire pour I’apprentissage de cette
science. Enfin, Charles Minot est & 1’ origine de théories pertinentes mais aujourd’hui dépas-
sées sur les cellules sexuelles.

Son opinion sur I’embryologie est sans concession, il considere et professe a ses €tudiants
que I’embryologie est la base incontournable des connaissances anatomiques : “ fant que ’étu-
diant s’écartera de ’embryologie, son anatomie ne sera pas meilleure qu’un stupide syste-
me de mnémotechnies ”. (Allocution de 1890)

Charles Minot est également un fervent défenseur de 1'importance de I’observation micro-
scopique dans la compréhension des faits. Outre sa participation financiere a I’acquisition de
microscopes dans les laboratoires d’histologie et d’embryologie de Havard, il met en place
un systéme de location des microscopes pour les étudiants.

La encore 2 1’aide de phrases acidulées, il tente de convaincre ses éleves du bien fondé
de la microscopie : “ce n’est pas la vue qui est mauvaise, c’est le cerveau qui fait défaut au
pietre observateur”.

® Un caracteére véhément et déterminé

Charles Minot a toujours témoigné d’un profond respect et d’une grande admiration a
I’égard des professeurs qu’il a cotoyé au cours de son existence. Mais affabilité et bien-
veillance ne sont pas les caractéristiques de son comportement envers ses collégues scienti-
fiques ou professionnels. Ainsi, en 1885, son opposition aux méthodes utilisées en psycho-
logie le pousse 2 abandonner les recherches dans ce domaine. En 1886, il s’insurge contre
les nouveaux termes (dont mitose) proposés par FLEMMING et que Charles Minot qualifient
de “fardeaux pour la science”.

Ressentiments mais également convictions qu’il n’hésite pas a exprimer avec véhémen-
ce lors d’allocutions et qui ne faciliteront pas toujours son avancement.

En dépit de ce caractere impétueux, Charles Minot posséde de remarquables qualités
qui lui permettront de tracer sa voie et celle du département d’anatomie a Havard et ceci mal-
gré la forte désapprobation des autres enseignants a son controle du département, car Charles
Minot est sans qualification médicale.

~ Sa contribution et son engagement permanents vont faire de lui le premier professeur a
Impliquer les sciences naturelles et leurs travaux pratiques dans 1’éducation médicale, et a
Promouvoir I’enseignement de 1’embryologie et de 1’histologie.
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® Un Homme de terrain

Charles Minot accorde suffisamment d’importance aux techniques et appareils qu’il uti-
lise durant ses travaux pour leur consacrer des écrits a part entiere : Some histological
methods, 1885, The mounting of serial sections, 1887, American microscopes-a complaint,
1887. Microtome automatique nouveau, 1895... 1l tire bénéfice de ses visites en Europe
pour rendre compte des appareils utilisés sur le vieux continent, comme le microtome de
His (The history of the microtome, 1903 ).

Son intérét et le souci d’efficacité de la technologie le poussent méme a s’impliquer et
élaborer les plans d’aménagement des nouveaux laboratoires de I’école médicale de Harvard
lors de son extension en 1883. Sa participation dans ce projet va plus loin que quelques
lignes tracées sur du papier ; il définit les conditions d’éclairage, de ventilation, la forme et
la taille des bureaux des étudiants et bien entendu le choix des appareils.

Le travail précis et les considérations de C. Minot pour I’aménagement des laboratoires
seront d’ailleurs repris par I’architecte en charge de 1’extension des batiments en 1905. Dans
ce domaine encore, C. Minot impose un nouveau concept : celui d’un enseignement ot le
laboratoire prédomine.

Enfin dépassant le stade de la simple observation ou analyse, C. Minot est également le
créateur de quelques appareils. En 1869, alors 4gé de 17 ans, il met au point un systéme pour
réaliser des microphotographies. Suivra en 1886 la création du premier microtome rotatif dont
les détails de son invention restent inconnus. La premiére référence & son appareil paraitra
dans la revue Science en 1897.

® Un écrivain prolifique

Charles Minot fut un auteur particulierement prolifique puisque 6 pages dactylographiées
(environ 132 articles) sont nécessaires a F. Lewis, pour lister I’ensemble de ses ouvrages, articles
qu’il se plait également a rédiger en allemand.

Marié le 1¢ juin 1889 a Lucy Fosdick, fille de pasteur, il s’éteint le 19 novembre 1914 a
I’age de 62 ans, sans descendance. Considéré aux Etats-Unis comme le plus important ana-
tomiste de cette époque, il reste cependant mal connu et c’est la partie accessoire de son ceuvre :
le microtome, qui a permis a son nom de perdurer dans le temps.

THRELFALL RICHARD. Physicien et chimiste anglais (1861-1932)

Né le 14 aotit 1861 a Woodplumpton preés de Preston, Lancashire, Angleterre, Threlfall
est diplomé de Cambridge ot il débutera également sa carricre professionnelle.

Lhistoire du microtome de Threlfall commence en 1882 (mai-juin), lors d’une discussion
entre I’étudiant et I’embryologiste W. H. CALDWELL. Ce dernier travaille sur des embryons d’ani-
maux marins inclus en paraffine et sectionnés a 1’aide d’un microtome a main. Caldwell expo-
se alors a Threlfall les difficultés qu’il rencontre a obtenir des coupes d’égale épaisseur et sur-
tout continues. Leur discussion s’achéve sur un projet de “machine a produire des rubans”.
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Threlfall élabore les plans d’un microtome qu’il entre-
prend de faire dessiner, car il se dit piétre dessinateur, et
fabriquer a ses frais, Caldwell se désintéressant du projet.
Dessiné par le professeur Stuart et produit par la société

Michel, ’appareil voit le jour a Paques 1883.

Le microtome a peine congu, Threlfall essuie les cri-
tiques de Caldwell, qui renie I’appareil, et de Dew Smith,
4 membre de la société Cambridge instrument qui déclare que
{ le mouvement horizontal du porte-objet est une erreur.

Threlfall fait tester son microtome au laboratoire Caven-
dish a 'université de Cambridge ou il donnera enticre
satisfaction et sera couramment utilisé pour la coupe
d’embryons marins; coupes qui serviront d’ailleurs a I'illus-
tration de la derniére édition de F.M. BALFOUR en 1885.

Malchanceux, tel peut étre I’adjectif qualifiant ce scientifique car 1a ne s’arrétent pas ses
mésaventures. En 1883, dans le cadre de sa licence, il bénéficie d’une année supplémentai-
re pour travaux 2 1’étranger, qu’il voue a I’'université de Strasbourg. La il communique a un
professeur les éléments de construction de son microtome et de sa technique de collage des
coupes. Peu avant son retour en Angleterre, il découvre que tous ses dires ont €t€ publiés sans
aucune référence a sa personne, bien entendu !

Threlfall est également 1’ auteur de la technique dite au caoutchouc. Cette méthode de col-
lage consiste a pulvériser sur les lames un mélange caoutchouc-solvant (naphta). Le solvant
dissout la paraffine des coupes récupérées, tandis que le caoutchouc assure I’adhérence de
la coupe a la lame, permettant ainsi de recueillir de 20 a 30 sections (d’embryons) sur une
seule lame avec peu de perte. Cette technique ingénieuse sera pourtant facilement supplan-
tée par la technique dite au “blanc d’ceuf” en raison des nombreuses substances dénommées
naphta mais dont I’action sur les coupes différe considérablement.

En mars 1886 Threlfall se rend a I"université de Sidney, Australie, ot il occupe le poste
de professeur de physique. Hasard de la vie, il rencontre en ce pays un certain Ruffett, venu
guérir de la tuberculose. Ce dernier, ancien employé du professeur Stuart en Angleterre, est
I’auteur d’une copie secréte du microtome de Threlfall. Copie qu’il céde moyennant finan-
ce au physicien.

L’erreur de Threlfall, comme il le dira lui-méme plus tard, est de ne pas avoir patenté cet
appareil dont le principe de fonctionnement inspirera des firmes allemandes et dont Caldwell
s’enorgueillira sans jamais avoir participé a son élaboration ou a son financement.

L'insucces de ce microtome est également dii au manque de discernement et de recon-
naissance entre les scientifiques des diverses disciplines scientifiques; que peut en effet, bien
comprendre et apporter un chimiste aux techniques zoologiques ?

De retour en Angleterre, en 1898, la compagnie Albright & Wilson a Birmingham lui confie
la fonction de directeur des recherches, poste qu’il occupera jusqu’a sa mort en 1932.
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Chimiste avant tout, les travaux de sir Richard Threl- [
fall ont principalement relevé de 1’étude des gaz, de la |
dynamique des substances et des phénomenes d’explo- |
sion. Il travaillera a ses débuts avec Sir JOSEPH JOHN THOM-
SON (1856-1940), célebre physicien anglais et inventeur
du spectrographe de masse (prix Nobel, 1906), avec lequel
il publiera quelques travaux.

Il s’éteint le 10 juillet 1932 a Edgbaston, Birmingham,
Warwickshire, Angleterre apres avoir été honoré par de
nombreuses institutions dont la Society of Chemical Indus-
try, qui lui décerne la médaille d’or des sciences en 1929.
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DOUBLE MARQUAGE IMMUNO-HISTOCHIMIQUE :
CD31/ADN FRAGMENTE
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2 : MD ANDERSON CANCER CENTER - Department of Cancer Biology - Houston - USA

INTRODUCTION

L’ immuno-histochimie permet de détec-
ter des molécules tissulaires, appelées anti-
génes ou épitopes antigéniques, a 1’aide de
molécules sériques (anticorps) qui les recon-
naissent de facon spécifique. La plupart des
techniques en immuno-histochimie sont faci-
lement réalisables et viennent principale-
ment en complément de technique d’histo-
logie classique, permettant au pathologiste
d’affiner son diagnostic. Il est possible, en
effet, d’identifier avec précision, grice a
I’immuno-histochimie, des agents infec-
tieux ou certains types de tumeur. Par
exemple, un marquage positif a la kératine
sur une tumeur indifférenciée permettra au
pathologiste d’orienter son diagnostic vers
un carcinome plutdt que vers un sarcome, ce
qui est important pour la conduite théra-
peutique a suivre.

Un marquage immuno-histochimique
simple, permet d’identifier et de localiser
un antigéne sur une préparation tissulaire
ou cellulaire. Par exemple, sur une coupe de
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lymphome, un simple marquage suffit pour
classifier cette tumeur comme un lympho-
me a cellules B ou T.

Mais parfois, un marquage simple donne
une réponse insuffisante. Pour reprendre
I’exemple précédent, le simple marquage
permet d’identifier un lymphome a cellule
T mais pour savoir si ces cellules T sont
CD4 + ou CDS8 +, il est nécessaire de réali-
ser un double marquage.

Permettant non seulement de détecter
deux antigénes sur un méme tissu et d’éva-
luer leur localisation 1’un par rapport a
I’autre, le double marquage présente cepen-
dant certains inconvénients principalement
d’ordre technique.

Le double marquage correspond a deux
marquages simples successifs et, est de ce
fait, plus difficile a réaliser. Pour réaliser un
double marquage de bonne qualité, il faut
absolument maitriser individuellement le
marquage simple de chaque antigéne. Parmi
les parametres a maitriser, le fixateur peut se



révéler étre un élément difficile a gérer celui-
ci devant étre commun aux deux antigenes.
Sachant que certains antigenes (les anti-
génes membranaires principalement) sont
dénaturés par la fixation, le choix du fixateur
est fondamental.

Une technique de double marquage
CD31 / TUNEL est décrite ci-dessous.

PRINCIPE

Le CD31 appelé aussi PECAM 1 (Pla-
telet Endothelial Cell Adhesion Molecule)
est une glycoprotéine membranaire d’en-
viron 130 kDa. Exprimée par les cellules
endothéliales et certaines cellules hémato-
poiétiques comme les leucocytes et les pla-
quettes, cette molécule joue un role impor-
tant dans les interactions cellulaires.

Le CD31 est mis en évidence par une
réaction immuno-histochimique indirecte
(cf. figure n°l) mettant en jeu un anticorps
primaire, un anticorps secondaire, une per-
oxydase et de la Di-Amino-Benzidine
(DAB). Avec ce marquage, les cellules
CD31 + apparaissent en marron.

La mort cellulaire, qu’elle soit induite ou
programmeée, se caractérise par une frag-
mentation de I’ADN (cf. figure n°2) qui
peut-étre mise en évidence par une tech-
nique immuno-histochimique appelée
T.UN.E.L. (TdT —mediated d’"UTP-X Nick
End Labeling).

Le principe de cette technique est simple
et repose sur la libération de terminaisons
hydroxyles "OH" lors de la fragmentation de
I’ ADN sur lesquelles peuvent venir se fixer
des nucléotides modifiés (radioactifs ou non)
a I’aide de la TdtT (Terminal Deoxynu-
cleotidtyl Transferase). Dans la technique
décrite ci-apres, I’incorporation de Biotin-
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16-d’U.T.P. est mise en évidence grice a un
complexe [Streptavidine/Avidine/Peroxy-
dase] et au 3-Amino-9-Ethylcarbazole
(AEC) permettant de visualiser en rouge les
cellules 8 ADN fragmentée.

METHODE

A) LA FIXATION

Les tissus (tumeurs implantées dans la
paroi abdominale de souris) sont prélevés
et immergés dans du méthanol pur pendant
20 heures en moyenne (de 4 a 72 heures) a
température ambiante (T.A.)

B) LA DESHYDRATATION
ET IMPREGNATION
Les tissus sont déshydratés et imprégnés
sur un temps trés court afin de limiter la
dénaturation de 1’antigéne par la paraffine :

Ethanol 100 %

3 x 30 minutes
Xyleéne 3 x 30 minutes

Paraffine 2 x 1 heure

C) INCLUSION, LA MICROTO-
MIE, LE SECHAGE

Des coupes de tissu de 3 mm d’épaisseur
sont réalisées et déposées sur des lames trai-
tées au néoprene pour étre ensuite séchées
dans une étuve a 37° C pendant une nuit.

D) TECHNIQUE

* Blocage des peroxydases endogénes

HyO, au 1/10%m

dans du méthanol 10 min a T.A.

Rincage en PBS



Ig de Rat « Ig de Chévre anti-IgG de Rat + Peroxydase

anti-CD 31 de Souris—

Membrane endothéliale

Figure n°1 : Marquage du CD 31 par immuno-histochimie indirecte.

Mort Induite (Nécrose) Mort Programmée ( Apoptose)
Augmentation de la taille des organelles Bourgeonnement du cytoplasme
Condensation de la chromatine Fragmentation de la chromatine
Perte d’intégrité membranaire Phagocytose des corps apoptiques
FRAGMENTATION DE L’ADN
Aléatoire En segments

de 180 a 200 nucléotides

Figure n°2 : La mort cellulaire
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* Blocage des sites non spécifiques

Solution Bloguante = Sérum de Cheval a
5% + Sérum de Cheévre a 1% dans du PBS

20 min a T.A.
NE PAS RINCER!

* Dépot de ’anticorps primaire

Rat anti-CD31 de souris au 1/800°™ dans
de la Solution Bloguante 1 nuit a4 °C
Ringage en PBS

* Blocage des sites non spécifiques

Sérum de cheval a 5% + Sérum de chevre
a 1% dans du PBS 5210 min a T.A.

NE PAS RINCER!

* Dépot de ’anticorps secondaire couplé
a une peroxydase

[Chevre anti IgG de rat + peroxydase] au
1/200*™ dans de la Solution Bloquante
60 min T.A.

Rincage en PBS

* Dépot du premier substrat
DAB 5al0minaT A.

Rincage en Eau Distillée

* Fixation du premier marquage
Paraformaldéhyde 24 % 20 min a T.A.
Rincage en Eau Distillée
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* Démasquage enzymatique

Protéinase K au 1/1000°™

dans de 1’eau distillée 15 min a T.A.

Rincage en Eau Distillée
+
Rincage avec du TdT Buffer *

* Incorporation du nucléotide modifié
sur ’ADN fragmenté

Terminal Transférase au 1 /400°™
+ Biotin-16-dUTP au 1/200°™

dans du TdT Buffer* 60 min a T.A.
Rincage en TB Buffer *
+

Rincage en Eau Distillée

* Blocage des sites non spécifiques

BSA 42% + Sérum de cheval a 5%
dans de 1’eau distillée 10 min a T.A.

Rincage en Eau Distillée
+
Rincage en PBS

* Dépot de ’enzyme

Streptavidive + Peroxydase au 1/400"™ dans
la Solution de Détection * 30 min a T.A.

Rincage en PBS

* Dépot du second substrat
AEC 15mina TA.
Rincage en PBS



* Contre coloration
Hématoxyline de Gill qq secondes

Rincage en Eau Courante

* Montage en milieu aqueux

* cf. "Références des produits"

RESULTATS

Les cellules endothéliales caractérisées
par I’expression du CD31 apparaissent en
marron, alors que les cellules nécrosées ou
apoptotiques dont I’ADN a été fragmentée
apparaissent en rouge. Les noyaux quant a

REFERENCES DES PRODUITS

TdT Buffer :

Dissoudre 0,36 g de Trizma dans 100 ml
d’eau distillée (pH = 7,2)

Ajouter 2,99 g de Cacodylate de Sodium
(C2H6ASN302)

Ajouter 0,01 g de Chlorure de Cobalt

(CoCly)

TB Buffer :

Dissoudre 1,7 g de Chlorure de Sodium
(NaCl) dans 100 ml d’eau distillée

Ajouter 0,88 g de Tri-Citrate de Sodium

eux sont colorés en bleu. (CgHsNaz07)
PRODUITS REFERENCES FOURNISSEURS
Rat anti-CD 31 de souris  (Clone : MEC 13.3) 01951 D Pharmingen
Chevre anti-IgG de rat + Peroxydase 112-035-102  |Jackson ImmunoResearch
DAB 750118 Research Genetic
Protéinase K 1373 196
Terminal transférase 220 582 Roche
Biotin-16-UTP 1093070
Streptavidine / HRP P 0397 Dako
AEC HK092-5K Biogenex
Hématoxyline de Gill H 7264 .
: Sigma
Trizma T 8524
Cacodylate de Sodium
Chlorure de Cobalt
Chlorure de Sodium Prolabo
Tri-Citrate de Sodium
Chlorure de Magnésium
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-4 ¥
7 OH

TdT

[Streptavidine + Avidine + Peroxydase|

«— AEC

Figure n°3 : Mise en évidence de la Fragmentation de I’A.D.N. par la méthode T.U.N.E.L.

Figure n°4 : Double marquage CD31/TUNEL sur tumeur de souris
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Solution de Détection :

Cette solution est stable 2 4°C pendant 1 an
95 ml d’eau distillée

1,21 gde Trizma

2,92 g de Chlorure de Sodium (NaCl)

200 mg de Chlorure de Magnésium (MgCl12)
700 ml d’ Acide Chlorhydrique pur (HCI)
50 ml de Tween 20

Ajuster a2 un pH 8 et compléter avec de
’eau distillée afin d’avoir un volume total
de 100 ml.

CONCLUSION

Ce double marquage CD31 / Fragmen-
tation de I’ADN permet d’identifier les cel-
lules endothéliales et apoptotiques (cf figu-
re n° 4). Il est relativement facile a réaliser
et met en jeu deux méthodes différentes
IHC (immuno-histochimie) indirecte et
TUNEL.Mais en regle générale, les mar-
quages immuno-histochimiques multiples
sont complexes a réaliser et nécessitent cer-
taines précautions :

Il faut travailler avec un fixateur per-
mettant la mise en évidence de tous les anti-
geénes a étudier. La durée de fixation doit
étre optimisée de telle fagon que 1’ architec-
ture tissulaire soit préservée et que les sites
antigéniques ne soient pas dénaturés.

Il est indispensable de maitriser et de
tester individuellement chaque marquage
(en particulier sa spécificité) puis de vérifier
que I’application simultanée ou consécuti-
ve des réactifs ne fait pas apparaitre d’arté-
facts.

Pour éviter de nombreux artéfacts, il est
conseillé de réaliser de nombreuses étapes
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bloquantes des sites immuno-réactifs non
spécifiques a 1’aide de solutions composées
d’albumine, de sérum normal, ... De méme,
pour limiter d’éventuelles réactions croisées
entre anticorps, il est judicieux de choisir des
anticorps primaires (polyclonaux) d’especes
différentes mais par contre, des anticorps
secondaires préparés chez la méme espece.

Le choix des enzymes, du substrat et du
contre-colorant a un role primordial dans la
révélation. Lorsque les antigénes a mettre en
évidence sont a des localisations bien dis-
tinctes, deux enzymes identiques peuvent
étre utilisées, en saturant bien celle qui inter-
viendra en premier au cours du premier mar-
quage. Par contre, il est fortement conseillé
d’utiliser des enzymes différents (par
exemple une peroxydase et une phosphata-
se) pour mettre en évidence des antigénes
dont la localisation est proche.

Le choix des chromogenes et contre-
colorant, se fait de telle fagon que les cou-
leurs soient bien contrastées. Par exemple,
il faut éviter d’utiliser un chromogene "bleu"
et une contre coloration a I’hémalun et de
méme un chromogene comme 1I’AEC
(rouge) avec une contre coloration au rouge
nucléaire.

Il ne faut pas non plus hésiter a tester
plusieurs enzymes, chromogenes ou contre-
colorants de plusieurs fournisseurs ; leur
qualité variant énormément.

Et pour finir, ne jamais conclure hative-
ment 2 une co-localisation en cas de super-
position des marquages mais toujours sus-
pecter la possibilité de réactions croisées et
donc d’inclure de nombreux contrdles a
chaque étape des techniques immuno-his-
tochimiques.
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MISE EN EVIDENCE DE L’ APOPTOSE NEURONALE
DURANT LA METAMORPHOSE CHEZ XENOPUS LAEVIS
PAR LA METHODE TUNEL

J. ESTABEL et J. M. EXBRAYAT

Laboratoire de Biologie Générale, Université Catholique
et Laboratoire de Reproduction et Développement des Vertébrés
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INTRODUCTION

Au cours du développement embryon-
naire d’un organisme, il existe des phéno-
meénes génétiquement contrdlés qui régissent
la vie et la mort des cellules.

Contrebalangant les mécanismes de divi-
sion, la mort cellulaire programmée ou apop-
tose est un phénomene essentiel dont le role
est la régulation du nombre de cellules et
I’élimination des cellules non fonctionnelles
ou potentiellement dangereuses pour 1’or-
ganisme (1, 2).

L’apoptose pendant la métamorphose
des Amphibiens n’a été étudiée que d’un
point de vue musculaire lors de la régression
de la queue (3).

Notre étude a alors porté sur un aspect
plus large de I’apoptose en intégrant le sys-
teme nerveux central (moelle épiniere et
ganglions spinaux) et les muscles.

L’étude semi-quantitative a également
€té réalisée pour essayer d’établir une car-
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tographie spatio-temporelle des cellules
apoptotiques au cours du climax (étape fina-
le de 1a métamorphose).

Rappel sur I’apoptose

L’ apoptose peut étre une mort cellulai-
re physiologique lorsqu’elle s’inscrit dans un
programme de développement ou de vieillis-
sement, ou alors une mort cellulaire réac-
tionnelle aux modifications environnemen-
tales. Elle est souvent opposée a la nécrose.

Les modifications morphologiques (4)
induites par 1’apoptose sont nombreuses.
Le cytoplasme devient condensé avec des
organites cellulaires intacts. Au niveau du
noyau, on observe une condensation péri-
phérique puis totale de la chromatine (cli-
vage de I’ADN).

Ces phénomenes aboutissent a la frag-
mentation du noyau et a la formation de
"corps apoptotiques", unités entourées d’une
membrane plasmique et contenant du cyto-
plasme, des organites et quelques fragments
nucléaires. Le clivage de ’ADN peut-€tre



mis en évidence par la méthode TUNEL
(TdT-mediated dUTP nick end labelling) (5).

MATERIEL ET METHODES

Le matériel biologique utilisé est le
Xénope (Xenopus laevis) pigmenté, crapaud
sud-africain. Les Xénopes sont des Amphi-
biens totalement aquatiques. Ces animaux
sont utilisés en recherche biologique car ils
sont adaptables, résistants et se reprodui-
sent assez facilement. Les sexes sont assez
faciles a déterminer car la femelle est plus
ronde et presque deux fois plus grande que
le male. Le corps de ces crapauds mesure
environ une douzaine de cm.

Les Xénopes sont maintenus en €levage
dans des aquariums contenant S0L d’eau du
robinet 2 une température de 20 a 25°C.
L’éclairage est maintenu en alternance 12h
de jour et 12h de nuit. 25 a 50% environ de
’eau est renouvelée régulierement. Les cra-
pauds sont nourris avec des granulés pour
truites (4 a 5 granulés/individu/jour).

Les adultes sont obtenus aupres du ser-
vice d’élevage de Xénopes du CNRS a
Rennes (UPRES-A 6026 CNRS- Universi-
té Rennes I).

Les tétards sont obtenus par féconda-
tions in vitro réalisées au laboratoire. Les
stades de développement sont déterminés
grice 2 la table de Nieuwkoop et Faber (6).

Pour chaque stade, un ou plusieurs
tétards sont fixés au Paraformaldéhyde (PF)
4% refroidi préparé extemporanément. Les
tétards sont ensuite inclus en blocs de paraf-
fine puis débités en coupes sériées de 7 pm.

Les coupes sériées pour [’étude topo-
graphique sont montées sur lames de verre
et colorées par le Trichrome de Masson-
Goldner qui permet une étude structurale.
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Les coupes sériées pour [’étude de
I’apoptose par la méthode TUNEL sont
montées sur des lames Superfrost® Plus
avec de 1’eau distillée stérile. Des lames (1
sur 10) sont colorées par la coloration de
Nissl pour permettre le repérage anatomique.

La méthode TUNEL (TdT-mediated
dUTP nick end labelling) est une technique
permettant de détecter et de quantifier les cel-
lules apoptotiques.

Pendant le phénomeéne apoptotique,
1’ ADN des cellules en apoptose est décou-
pé en fragments de faible poids moléculai-
re (mono- et oligonucléosomes) mais aussi
en fragments de haut poids moléculaire
("nick").

L utilisation d’une enzyme ("Terminal
deoxynucleotidyl transferase" ou TdT) cata-
lyse la polymérisation de nucléotides mar-
qués par de la fluorescéine a la partie 3’-
OH libre des fragments d’ADN (figure 1).
La manipulation est réalisée avec le kit "In
situ cell death detection, fluorescein” de
Roche diagnostics.

Mode opératoire

1- Déparaffiner (2 x 10mn par le cyclo-
hexane) et hydrater les coupes.

2- Incuber les coupes avec de la protéi-
nase K (Sigma) 20 pg/ml pendant 30 mn a
37°C.

3- Rincer les coupes 2 X Smn au tampon
PBS

4- Ajouter 50 pL de la solution TUNEL
préparée extemporanément pendant 60 mn
4 37°C en chambre humide.

5- Rincer les coupes 3 x Smn au tampon
PBS

6- Montage avec du Gel Mount spécial
fluorescence (Biomeda, MICROM France).



O T | I I I OH

+ TdT
+ dUTP marqué a la fluorescéine

Observation au microscope a fluorescence
A.angﬁmf=51()nnﬂ

Figure 1 : Schéma de la méthode TUNEL
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7- Observation au microscope a fluo-
rescence a A=510 nm

N.B. : Des controles négatifs sont réali-
sés en omettant I’enzyme TdT.

RESULTATS

La métamorphose chez les Amphibiens
est une des phases du développement pré-
sentant un taux trés important de cellules
apoptotiques particulierement pendant le
climax. Cette mort cellulaire concerne prin-
cipalement la queue (muscles, moelle épi-
niére et peau).

La mort cellulaire programmée présen-
te des caractéristiques spatio-temporelles.
Un décalage temporel de la mort cellulaire
programmée est observé entre le pic d’apop-
tose dans la moelle épini¢re (stade 58) et
1’apoptose musculaire de la queue (maxi-
mum aux stades 62-63).

L’apoptose des neurones dans la moel-
le épiniére induit certainement celle des cel-
lules musculaires. Suivant les stades obser-
vés, les cellules apoptotiques de la moelle
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épiniere sont localisées soit dans la partie
dorsale (stade 58 : dégénérescence des cel-
lules de Rohon-Beard) soit dans la partie
ventrale (stade 61 : dégénérescence de cer-
tains motoneurones) (photos 1 et 2).

Les ganglions spinaux présentent éga-
lement des cellules apoptotiques avec un
pic de fréquence au stade 56.

CONCLUSIONS

Pendant la métamorphose, la mort cel-
lulaire programmée affecte différemment
les cellules en fonction de leur localisation
et de leur fonction. Elle remodele la queue
et permet une maturation de la moelle €pi-
niere. Cette étude montre un décalage tem-
porel de la mort cellulaire programmée entre
la moelle épiniere et les muscles de la queue.

L étude chez Xenopus laevis permet une
approche quantitative de la mort cellulaire
programmée pendant des stades post-
embryonnaires au cours de la phase termi-
nale de la métamorphose.



Photo 1 : Stade 61. Cellules apoptotiques (cellules jaunes brillantes) dans la
partie ventrale du diencéphale.




Photo 2: Stade 61. Cellules apoptotiques (cellules jaunes brillantes) dans la moelle épiniere.
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ETUDE ULTRASTRUCTURALE DES MEMBRANES
OVOCYTAIRES DU BLACK-BASS (Micropterus salmoides)
AU COURS D'UN CYCLE SEXUEL

MARTIN M., HARDY I., EXBRAYAT J.M., GOUBIER V.

Laboratoire de Biologie générale - Université Catholique de Lyon et Laboratoire
de Reproduction et Développement des Vertébrés EPHE
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INTRODUCTION

Les enveloppes qui entourent I’ovocyte
ont été observées, a la fois en microscopie
photonique et en microscopie €lectronique,
et décrites depuis longtemps chez de nom-
breuses familles et espéces de poissons :
Mugilidés, (1), Salvelinus fontanilis, Salmo
gairdneri, Perca fluviatilis, (2, 3), Cichla-
soma nigrofasciata (4) pour citer les études
les plus anciennes. Des travaux plus récents
se sont intéressés a I’évolution de ces enve-
loppes au cours d’un cycle sexuel, Dicen-
trarchus labrax (5, 6,7, 8,9), et par ce tra-
vail nous avons voulu nous inscrire dans
cette approche. En effet, I’observation en
microscopie électronique de 1’évolution des
enveloppes de I’ovocyte du black-bass
(Micropterus salmoides) complete des
études histologiques antérieures réalisées
au cours des cycles sexuels de plusieurs
années consécutives, dans le but de contr6-
ler et d’améliorer la reproduction de cette
espece, dans le contexte de I’élevage (10, 11,
12, 13).
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MATERIEL ET METHODES

Le matériel utilisé est un lot homogene
de black-bass de 3 ans, élevés dans une
ferme aquacole (Ferme aquacole du Beau-
jolais, Rhone, France), sur lequel des échan-
tillonnages réguliers mensuels ont ét€ effec-
tués par péche au filet ou a la ligne.

Immédiatement aprés la péche, les
ovaires des femelles ont été prélevés et pesés
au centigramme pres, (balance électronique
de précision SARTORIUS 1465 MP8).
Elles ont ensuite été fixées pour une partie
dans du Bouin pour des coupes histologiques
classiques, observables en microscopie pho-
tonique. Une autre partie de I’ovaire (sous
forme de fragments d'environ Imm’) a été
fixée dans du liquide de Karnowski (gluta-
raldéhyde a 4%, paraformaldéhyde a 2%,
tampon de Sorensen 2 0.2 M, pH 7.4, (1:1:2)
pression osmotique de 300mOs/1), puis rin-
cée dans une solution de lavage (tampon de
Sorensen a 0.175M) pendant au moins 2
heures (14). Puis on a procédé a une post-
fixation de ces fragments dans le tétroxyde



d'osmium 2 2% dans du tampon de Soren-
sen20.2M, pH 7.4 (1: 1). Les échantillons
ont ensuite été inclus dans de I’Epon’ et
introduits, avec le milieu d’inclusion, dans
des gélules de gélatine. Aprés 12 heures de
polymérisation et durcissement I’ensemble
se présente en blocs de résine contenant la
préparation, blocs que 1’on a fagonné a la
lame de rasoir en forme de troncs de pyra-
mide. Ceux-ci ont été débités a I'ultrami-
crotome (Ultracut Reichert) en coupes semi
fines (1um d'épaisseur) ou ultrafines (60 a
90 nm d'épaisseur). Les coupes ultrafines
ont été récupérées sur des grilles de cuivre
comportant une vingtaine de mailles sur un
diamétre utile de 2.3 mm. Les coupes ont
ensuite été contrastées a 1'acétate d'uranyle
a saturation dans 1'éthanol, puis au citrate
de plomb. Elles ont ensuite été observées
au microscope électronique & transmission
HITACHI H300.

Parallelement, pour 1’observation en
microscopie photonique, les meilleurs résul-
tats de lisibilité ont été obtenus avec une
coloration des coupes a I’azan de Roméis.

Le tableau T donne les caractéristiques
des poissons qui ont fait 1’objet d’observa-
tions ultrastructurales, poissons péchés a 5
moments différents de 1’année, octobre,
décembre, avril, début mai et fin mai. Cette
périodicité a été retenue apres observation
en microscopie photonique, des coupes his-
tologiques de tout I’échantillon, de fagon a
sélectionner les coupes qui présentaient les
stades de maturation des ovaires de la facon
la plus significative (10). Les valeurs du
GSI (rapport de la masse de 1’ovaire a la
masse du corps, multiplié par 100) qui tra-
duit aussi le niveau de maturation des ovaires
ont été mentionnées dans le tableau.

identification | date de Taille (cm) valeur du | identification | nombre de
du poisson péche et Masse (g) GSI (%) | delagrille | grilles étudiées
98-7 28/10/98 | 27.5 240 2.21 A 5
98-7 28/10/98 B 1
98-9 21/12/98 | 22.5 146 1.96 Cc 5
98-9 21/12/98 D 3
99-20 01/04/99 | 24.6 198.5 3.11 E 5
99-28 10/05/99 | 25.5 205 6.05 F 5
99-34 25/05/99 | 24.5 | 225.6 10.36 G 5

Tableau I. Caractéristiques des poissons dont les follicules ont fait I’objet d’observations en

microscopie €électronique.

' Les résines epoxy sont constituées d’un monomere (Epikote 812) d’un ou plusieurs durcisseurs (DDSA = dode-
cenyl succenil anhydride, MNA = méthyl nadic anhydride) d’un accélérateur (DMP30 = 2,4,6 tridiméthylaminoé-

thylphénol).

Le milieu utilisé est un mélange Epon A (Epikote 812 et DDSA) Epon B (Epicote 812 et MNA) et DMP 30. Le temps

d’imprégnation est de 12 heures (14)
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RESULTATS

Les ovocytes sont entourés d’enveloppes
concentriques, cellulaires ou non cellulaires,
et I’ensemble constitue le follicule ovarien.
La structure de ces enveloppes, leurs dimen-
sions, les rapports entre les ovocytes et les
cellules folliculeuses varient au cours du
cycle, simultanément avec la maturation de
I’ovocyte pendant I’ovogénese.

C’est ainsi que 1’on distingue :

- un stade prévitellogénique caractérisé
par des enveloppes ovocytaires (€pithélium

folliculaire, cellules thécales, lame basale)
peu distinctes et peu observables en micro-
scopie photonique.

- un stade vitellogénique que 1’on dit tel
a partir du moment ou s’effectue le stocka-
ge des lipoprotéines, caractérisé par le déve-
loppement et 1’épaississement des enve-
loppes folliculaires et thécales et celui de
la zona radiata.

La figure 1 montre une vue d’ensemble
de ces deux stades, sur des coupes colorées
a ’azan de Roméis et observées en micro-
scopie photonique.

En microscopie électronique on peut
voir sur les photos de la figure 2 la succes-
sion des enveloppes de I’ovocyte en début
de vitellogénese :

- les couches acellulaires essentielle-
ment constituées par la zona radiata, inter-
ne et externe, les microvillosités qui font
communiquer I’ovocyte avec les couches
cellulaires que sont les membranes follicu-
laires et thécales (figure 2.A). Le détail des
couches acellulaires est montré sur la figu-
re 2B. On observe un enchevétrement de
stries, transversales et longitudinales for-
mant la couche interne (zri), tandis que la
couche externe (zre), beaucoup plus étroi-
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te, présente',une structure a la fois com-
pacte et criblée d’orifices, opaque aux €lec-
trons.

Les microvillosités, excroissances des
membranes plasmiques de 1’ovocyte d’un
coté et des cellules folliculaires de 1’autre
sont, en fin de prévitellogénese, courtes et
orientées de maniere irréguliere. Avec la
maturation de I’ovocyte elles s’allongent,
s’organisent régulierement et s’espacent du
fait de I’augmentation de la distance ovo-
cyte/cellules folliculaires (figure 1C)

- les couches cellulaires constituées de
la granulosa contenant les cellules follicu-
laires et de la theque contenant les cellules
thécales déja observées sur la figure 1A.

Les cellules folliculaires sont disposées
en rangées régulieres ou pseudo stratifiées,
bien visibles en microscopie photonique
(figure 1C) si les colorations sont adéquates.
Elles présentent un gros noyau chromophi-
le au nucléole arrondi (figure 3A), témoin
d’une vitellogénese avancée, ou plus diffus
(figure 3C) et un cytoplasme relativement
réduit. La portion de cytoplasme proche du
noyau contient du réticulum endoplasmique
lisse bien développé et de trés nombreuses
mitochondries aux crétes tubulaires, carac-
téristiques d’une activité cellulaire stéroi-
dogene.

Les cellules de la theque sont longues et
étroites, fusiformes, séparées des cellules
folliculaires par une lame basale.

DISCUSSION - CONCLUSION

Les nombreux auteurs qui ont étudi€ le
processus de reproduction ont jugé impor-
tant de connaitre et de comprendre le fonc-
tionnement des structures qui permettaient
les échanges au niveau de I’ovocyte, futur



Figure 1 : Les enveloppes ovocytaire:
des enveloppes (x100) (C).

Figure 2 : Les enveloppes de I’ovocyte. A : succession des couches ; zona radiata interne (zri), zona
radiata externe (zre), microvillosités (mv), membrane folliculaire (m.f), cellule folliculaire (c.f),
théque (th), cellule thécale (c.th). B : détail des couches acellulaires a partir de ’ovocyte (ov). C :
microvillosités d’un follicule au stade vitllonénique.
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Figure 3 : Cellules folliculaires de I’épithélium folliculaire A, B, C et cellule thécale D.
(mi = mitochondries, rel = reticulum endoplasmique lisse, n = nucléole, N = noyau).
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ceuf. Et c’est dans cette optique que nous
avons placé notre travail.

Ainsi, Kobayashi (6) étudie les com-
munications entre I’ovocyte et les cellules
folliculaires au moment du stade final de
maturation, c’est a dire au moment de la
migration de la vésicule germinale. Kagawa
(8) s’intéresse a 1’évolution du follicule lors
de 1a maturation et de 1’ovulation mais pour
une maturation induite par injection de
gonadotropine. Andreucetti, (15) mesure les
follicules et ’espace entre les cellules fol-
liculaire et 1’oocyte. Sur des follicules de
50 um il observe des desmosomes like-junc-
tions. Sur des follicules de 150 pm il obser-
ve des ponts intercellulaires.

Dans cette premiere approche, nous nous
sommes d’abord limités a reconnaitre les
structures impliquées :

- les ovocytes et microvillosités qui
nous sont apparues plus ou moins nom-
breuses, courtes ou longues, plus ou moins
orientées, suivant les stades de maturation
de I’ovocyte.

- les deux couches de la zona radiata, la
couche interne qui jouxte ’ovocyte et la
couche externe directement accolée  la pre-
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miere. Ces deux couches apparaissent tres
distinctes a I’observation, la couche exter-
ne étant, du fait de sa structure réticulée,
tres dense aux €électrons.

- I’épithélium folliculaire comprenant
les cellules folliculaires, larges cellules au
gros noyau trés chromophile, plus ou moins
diffus ou arrondi suivant la maturation de
I’ovocyte, au cytoplasme peu important,
bourré de mitochondries et de réticulum
endoplasmique.

- la théque avec ses cellules tres allon-
gées, fusiformes, au noyau relativement peu
dense aux électrons. Dans le cytoplasme
nous avons aussi observé quelques mito-
chondries aux crétes tubulaires.

L’importance du role du follicule ova-
rien, particulierement des cellules follicu-
laires et des cellules de la théque, dans la
production de stéroides, régulant la vitello-
génése et la maturation des ovocytes, nous
incitent a approfondir ces premiéres obser-
vations, a quantifier les évolutions au cours
des stades des diverses structures et effec-
tuer des marquages immunocytochimiques
pour localiser aussi exactement que pos-
sible la zone de production des stéroides.
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INTRODUCTION

L’ensemble des artéres et artérioles
rénales préglomérulaires réajustent leurs
calibres et donc leurs résistances en sens
inverse des fluctuations spontanées de la
pression artérielle. Cette réactivité pression-
dépendante définit le phénomene d’autoré-
gulation rénale qui maintient le débit san-
guin rénal et la pression artérielle
intraglomérulaire relativement constants
(1). Dans I’hypertension artérielle, toute
altération de I’efficacité de 1’autorégulation
peut aboutir & la transmission de 1’hyper-
tension jusqu’aux capillaires glomérulaires.
Un tel barotraumatisme peut conduire a la
glomérulosclérose (2). Dans les modeles
expérimentaux d’hypertension artérielle
chez le rat, il est donc important de pou-
voir évaluer le degré d’altération structu-
rale des vaisseaux préglomérulaires et la
topologie segmentaire des lésions, car elles
signent une probable altération de la réac-
tivité vasculaire et donc de I’ autorégulation
rénale. Les méthodes histologiques, certes
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adaptées a |’évaluation des altérations struc-
turales glomérulaires et tubulaires, ne don-
nent accés qu’a des profils ou a des seg-
ments vasculaires de longueurs limitées,
rendant difficile 1’établissement précis de
la topologie et de la fréquence des Iésions
vasculaires.

L'objectif de cet article est de présenter
et d'illustrer une technique récemment déve-
loppée au laboratoire, complémentaire de
l'histologie, et permettant 1'observation
microscopique directe des 1ésions vascu-
laires préglomérulaires associées a I’hyper-
tension artérielle du rat. Elle découle d’une
série d’études ayant montré que les 1ésions
vasculaires préglomérulaires sont le siege de
phénoménes inflammato-prolifératifs et se
caractérisent par 1’accumulation de lipides
soudanophiles (3-6).

Notre technique s'effectue en deux
temps: 1/ Isolement des lits vasculaires
rénaux par microdissection (7), 2/ marqua-
ge des lipides vasculaires a 1’aide de noir
Soudan.



MATERIEL ET METHODES

L'étude a été faite sur des rats males
adultes de souche Sprague-Dawley (Iffa-
Crédo, Lyon) ayant été soumis, sous anes-
thésie (pentobarbital sodique, 50 mg / kg
i.p.), 2 une uninéphrectomie droite, et a la
pose d’une minipompe osmotique (Alzet
modele 2002) sous la peau du dos permet-
tant de délivrer 400 ng / kg.min d’angio-
tensine II (Sigma) dans I’espace interstitiel
pendant 10 jours. A la fin du traitement, les
animaux ont une pression artérielle (mesu-
rée par sphygmomanométrie) = a 200
mmHg, et une albuminurie élevée. Sous
anesthésie, les reins sont prélevés apres sec-
tion du pédicule vasculaire et décapsulés.
Chaque rein est sectionné longitudinale-
ment en deux moitiés. La technique d'iso-
lement et de marquage au noir Soudan a été
détaillée dans des publications précédentes
(3, 7). Elle comporte les étapes suivantes :

1/ Isolement des arbres vasculaires
préglomérulaires : Les reins sont immer-
gés dans une solution de HC1/ HyO (6 N)
et placés au bain-marie (37-40° C, 1.5 - 2 hr),
rincés abondamment et macérés a I'eau dis-
tillée (4° C, 24-72 hr). Ce traitement ramo-
lit suffisamment la matrice extracellulaire
pour permettre, sous loupe binoculaire, d'iso-
ler les vaisseaux des tubules rénaux a l'aide
d'aiguilles montées. La presque totalité de
l'arbre artériel peut souvent étre obtenue et
comprend, les artéres arquées, leurs branches
latérales, les artéres interlobulaires et les
artérioles afférentes. Les glomérules et vais-
seaux post-glomérulaires restent générale-
ment attachés aux tubules. Pour leur conser-
vation, les vaisseaux sont fixés a la formaline
tamponnée a 10% (Accustain, Sigma).

2/ Marquage au noir Soudan : Des
portions d'arbre vasculaire sont échan-
tillonnées, comprenant jusqu'a une artere
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arquée complete. L'ensemble des opérations
de marquage est effectué a I’aide de lames
de verre épaisses pourvues d’un puits cir-
culaire (1 x 0.8 cm). Les échantillons sont
exposés a des solutions croissantes d’étha-
nol (30-70%) puis exposés (10 min) a une
solution saturée de noir Soudan (Sudan black
B, Sigma) dans I’éthanol absolu, filtrée a
0.45 pm. La coloration est ensuite diffé-
renciée dans I’éthanol absolu et les échan-
tillons sont ramenés a 1’eau distillée via des
solutions décroissantes d’éthanol.

3/ Montage et observation : Les arbres
vasculaires sont observés rapidement apres
leur marquage car le noir Soudan diffuse
progressivement dans toutes les membranes
cellulaires. Les échantillons peuvent étre
observés directement a la loupe binoculai-
re. Pour I’ observation microscopique (objec-
tifs 10x et 25x), ils sont montés dans une
goutte d’eau entre lame et lamelle, ou au
glycergel (Dako).

RESULTATS

Comme illustré par la vue générale de la
figure 1, la méthode présentée permet la
visualisation directe des 1ésions vasculaires
par I’accumulation de lipides soudanophiles.
Le caractere focal des 1ésions est immédia-
tement apparent, et rend compte de la diffi-
culté de leur observation par I’histologie.
Dans ce modele d’hypertension, les 1ésions
sont situées majoritairement le long des
arteres interlobulaires et des artérioles affé-
rentes (figure 1). De tels échantillons auto-
risent donc 1'étude précise de la distribution
segmentaire des 1ésions vasculaires. Un plus
fort grossissement (figure 2), révele le détail
de I’altération d’une artériole afférente asso-
ciée a une lésion soudanophile et marquée
par I’hypertrophie et I’hyalinose des cel-
lules musculaires lisses.



Figure 1 : Vue générale d'une portion d'arbre vasculaire rénal d’un animal
hypertendu apres dissection et marquage au noir Soudan. L'échantillon
comprend I’extrémité d’une branche d’artére arquée (fleche), deux arteres
interlobulaires (ila) et des artérioles afférentes (a). L’accumulation focale de
noir Soudan délimite les zones lésionnelles. Noter une grande accumula-
tion lipidique le long d’une arteriole afférente (double fleche). Barre 100 pm.
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Fig 2: Rat hypertendu. Cet échantillon comprend 5 artérioles afférentes
(a), dont une est lésée sur toute sa longueur (fleche), branchées sur la méme
artere interlobulaire (ila). Par comparaison, noter I’hypertrophie et I’hya-
linose des cellules musculaires lisses associées a la lésion. Barre 25 pm.
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DISCUSSION

Le caractére soudanophile des 1ésions
vasculaires rénales du rat a ét€ mis a profit
pour visualiser leur distribution segmentai-
re le long de lits vasculaires isolés apres
macération acide. Une série d’études a mon-
tré 1’existence de telles 1ésions dans divers
modeles d’hypertension chez le rat (3, 8).
Chez le rat spontanément hypertendu de
souche japonaise (6) ou lyonnaise (5), ces
1ésions ne se développent pas de maniére
spontanée mais peuvent étre induites par
inhibition de la génération de monoxyde
d’azote (5, 6). D’excellentes corrélations ont
été obtenues entre la fréquence des Iésions,
déterminée par la présente technique, et des
index histologiques d’altération gloméru-
laire et tubulaire (6), ou un index global d’al-
tération rénale, 1’albuminurie (6). Par ailleurs,
les traitements antihypertenseurs (inhibiteurs
des récepteurs de 1’angiotensine II) pré-
viennent ou réversent I’albuminurie ainsi
que le développement lésionnel (6, 9) ren-
forcant le concept d’un lien fonctionnel entre
pathologie vasculaire et pathologie rénale.
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En conclusion, la technique présentée
permet de maniére simple de visualiser la
topologie et I’extension des 1€sions vascu-
laires préglomérulaires chez le rat. Elle peut
étre étendue a d’autres espéces comme la
souris ou le lapin, ou pratiquée sur des biop-
sies ou des fragments de biopsies d’origine
humaine. Cette approche est particuliere-
ment utile en expérimentation animale pour
la détection précoce d’altérations vascu-
laires lorsque ces derniéres ont une fré-
quence faible, ‘invisible’ a I’histologie. Les
arbres vasculaires isolés par macération
acide peuvent étre également étudiés par
immunohistochimie pour visualiser, par
exemple, les cellules a rénine (7), la proli-
fération cellulaire (3), les fibres adréner-
giques (10), ou la distribution des canaux
calciques (11). Enfin, notons que I’absence
de 1ésions anatomiques ne peut étre consi-
dérée comme la preuve d’absence d’altéra-
tion(s) fonctionnelle(s). L’étude directe de
la réactivité microvasculaire rénale s’avere
alors nécessaire (12).
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1. Le Laser Scanning Cytofluorimetre
(LSC®)

Le LSC (figure 1) de la société Compu-
Cyte Corporation (Cambridge, Mass) est un
systéme avancé permettant I'obtention de
renseignements équivalents a ceux obtenus
en cytométrie de flux, mais ayant I'avanta-
ge d'étre basé sur la microscopie.

Le LSC mesure différentes fluorescences
et enregistre les coordonnées de chaque cel-
lule. Les cellules intéressantes peuvent étre
confirmées visuellement, recolorées par
d’autres marqueurs, remesurées et photo-
graphiées.

2. Applications en toxicologie / pathologie

L’indice de prolifération, d’apoptose,
I’étude du cycle cellulaire ainsi que I'im-
munophénotypage des cellules sont souvent
des parametres utilisés pour I’estimation de
la toxicité et/ou de I’efficacité d’une sub-
stance pharmaceutique.
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Le LSC a été utilisé dans notre laboratoi-
re pour I’évaluation de ces parametres sur des
lames cytologiques et histologiques (1).

Les résultats obtenus on permis de
confirmer ou d’affiner ceux obtenus lors de
I’examen histo-pathologique et d’aider a
expliquer le méchanisme et 1’action de cer-
taines substances testées. (6)

3. Matériel et méthodes
3.1 Cycle cellulaire :

Une suspension de cellules épidermales
est obtenue grice a une digestion enzyma-
tique thermolysine-trypsine. Les cellules
isolées sont fixées dans du méthanol froid et
conservées a -20°C (2).

Afin d’effectuer le marquage, les cellules
fixées sont lavées dans du tampon phospha-
te (PBS), resuspendues a une concentration
d’environ 1.5 millions de cellules par ml puis
centrifugées sur lame (50 pl par lame) a I’ ai-
de de la cytocentrifugeuse de Shandon.



Les lames sont ensuite incubées avec
une solution d’iodure de propidium (PI,
50 pg/ml, RNAse 10 pg/ml, 0.1% de Triton
X-100 dans du PBS) pendant 30 minutes a
I’abri de la lumiere (figure 2) (3).

3.2 Apoptose :

Pour I’évalution de I’apoptose la détec-
tion immunohistochimique du Bax (Alexis)
et du Bcl-2 (Calbiochem) a été prise en
compte. Le marquage a été effectué d’une
part sur des cellules épidermales qui ont été
isolées et fixées selon la procédure décrite
ci-dessus et d’autre part sur des coupes paraf-
fines.

* Cellules isolées :

Les cellules fixées sont lavées dans du
PBS puis incubées avec une solution de Tri-
ton X-100 a 0.1% dans du PBS pendant 10
minutes.

Apres centrifugation les cellules sont incu-
bées avec les anticorps anti-BAX de lapin
(1:250) et anti BCI2 de souris (1:100) diluées
dans un tampon salin TRIS additionné de
0.1% de BSA et 0,005% de Tween 20 pendant
une heure a température ambiante.

Les cellules sont ensuite lavées avec du
PBS et incubées avec un anti-souris Alexa
488 (1:200, Molecular Probe) et un anti-
lapin Alexa 633 (1:200 Molecular Probe)
dilués dans le méme tampon d’incubation
que les anticorps primaires durant 30
minutes a température ambiante.

Apres lavage au PBS la coloration des
noyaux est faite au PI (10 ug/ml PI, RNAse
10 pug/ml, dans du PBS contenant 0.1% de
Triton X-100).

Les cellules sont centrifugées sur lame
et montées au GelMount (Biomeda)
(figure 3).
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* Coupes paraffines :

Immunohistochimie Bax et Bcl-2 sur
coupes paraffines pour localiser les cellules
exprimant ces marqueurs d’apoptose (4).

Les coupes déparaffinées sont traitées
au micro-onde dans un tampon citrate a pH
6 pendant 15 minutes a 98°C. Lorsque les
lames ont atteint la température ambiante
elles sont incubées dans une solution de
caséine pendant 10 minutes afin de bloquer
le marquage non spécifique.

Les lames sont ensuite incubées avec un
anti-BAX de lapin (1:250) et un anti-BCI2
de souris (1:100) dilués dans un tampon salin
de TRIS additionné de 0.1% de BSA et
0,005% de Tween 20, durant la nuit a 4°C.

Les coupes sont ensuite lavées avec du
PBS et incubées avec un anti-souris Alexa
488 (1:200 Molecular Probe) et un anti-
lapin Alexa 633 (1:200 Molecular Probe)
dilués dans le méme tampon d’incubation
que les anticorps primaires durant 30
minutes a température ambiante.

Apres lavage au PBS la coloration des
noyaux est faite au PI (2 ug/ml PI, RNAse
10pg/ml, dans du PBS contenant 0.1% de
Triton X-100).

Une concentration plus faible de propi-
dium est en généralement utilisé pour les
coupes paraffines, la pénétration étant plus
aisée que sur des cellules épidermales entieres.

Les lames sont ensuite montées au Gel-
Mount (Biomeda) (figure 4).

3.3 Prolifération :

* Incorporation in situ de BrdU
(Chamber slides, Labtek)

Les cellules sont cultivées dans des
chambre slides et traitées au BrdU pendant
90 minutes. Le milieu de culture est enlevé
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et les lames sont mises a sécher a tempé-
rature ambiante. Elles sont ensuite cellées
dans un plastique et conservées a —=70°C.

Pour le marquage les lames doivent tout
d’abord atteindre la température ambiante
tout en restant dans le plastique de protec-
tion. Elles sont ensuite fixées dans de I’étha-
nol 80% pendant 10 minutes, puis traitées
avec de 1" HC1 4M pendant 20 minutes (per-
met I’ouverture des brins de ADN) et neu-
tralisées dans un bain de borax 0,1M.

Apres un lavage au PBS les lames sont
incubées avec de 1’anti-BrdU Alexa 488
(Molecular Probe A 21303) dilué au 1:100
dans le tampom d’incubation (Roche
1810740) pendant 1 heure 30 & températu-
re ambiante.

Apres lavage au PBS la coloration des
noyaux est faite au PI (5 ug/ml PI, dans
du PBS).

Les lames sont finalement montées au
GelMount (Biomeda) (figure 5).

* Incorporation de BrdU sur coupe
paraffine de foie de rat

Les animaux ont été traités a la BrdU
2 heures avant le sacrifice.

Les coupes de foie déparaffinées sont
traitées avec de I’HCI 4M pendant 20
minutes & température ambiante puis neu-
tralisées dans un bain de borax 0.1M et
lavées au PBS pendant 5 minutes.

Les lames sont ensuite incubées avec de
I’anti-BrdU Alexa 488 (Molecular Probe)
dilué au 1:100 dans le tampon d’incubation
(Roche 1810740) pendant 1 heure a tempé-
rature ambiante.

Apres lavage au PBS la coloration des
noyaux est faite au PI (2 ug/ml Pl dans du
PBS).
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Les lames sont ensuite montées au Gel-
Mount (Biomeda) (figure 6).

* Immunohistochimie sur coupes
paraffines de tumeur pour quantifier le
nombre de cellules exprimant le Ki-67

Les coupes déparaffinées sont traitées
au micro-onde dans un tampon démasquant
(ProTags IV Medite 401602392, tampon
spécifique pour démasquage du Ki67), pen-
dant 20 minutes a 98°C et lorsqu’elles ont
atteint la température ambiante elles sont
bloquées dans une solution de caséine pen-
dant 10 minutes.

Les lames sont ensuite incubées avec un
anti-Ki-67 de souris (Dako) dilué au 1:75
dans un tampon TRIS additionné de 0.1% de
BSA et 0,005 % de Tween 20 pour la nuit a
4°C.

Les coupes sont lavées au tampon TRIS
et incubées avec un anti- souris Alexa 488
(Molecular Probe) dilué au 1:200 dans du
tampon TRIS aditionné de 0.1% de BSA
durant 30 minutes a température ambiante.

Apres lavage au TRIS la coloration des
noyaux est faite au PI (2 pg/ml PI, RNAse
10 pg/ml, dans du PBS contenant 0.1% de
Triton X-100) (figure 7).

Les lames sont ensuite montées au Gel-
Mount (Biomeda).

3.4 Immunophénotypage:

Apres lyse des globules rouges (Dako
Utilyse) les leucocytes sont centrifugés sur
lames (Cytospin de Shandon). Les lames
sont ensuite séchées a I’air et conservées
sous plastique jusqu’au marquage a —70°C.

Avant le marquage les lames sont fixées
a I’acétone pendant 10 minutes.



Anticorps utilisés :

* Monoclonaux de souris dirigés contre le
rat (Serotec). '

CD3 FITC, dilution 1:50 ( tampon d’incu-
bation a pH 6), durant la nuit a 4°C.

CD4 FITC dilution 1:50 et CD8 biotin dilu-
tion 1:80 en mélange (tampon d’incubation
a pH 6) durant la nuit a 4°C.

CD45RA biotin dilution 1:50 (tampon d’in-
cubation a pH 7.5) durant la nuit a 4°C.

* Deuxieme anticorps (Molecular Probe) :

Anti-FITC Alexa 488 (1:200; exitation laser
Argon) pour la détection du marqueur de
surface CD3.

Streptavidin Alexa 633 (1:150; exitation laser
HeNe) pour la détection du marqueur de sur-
face CD45RA, marqueur des cellules B.

Le mélange des 2 anticorps est utilisé pour
la détection des 2 marqueurs de surface CD4
et CD8

L’incubation est faite dans du tampon TRIS
additionné de 0,1% de BSA pendant 30
minutes a température ambiante.

* La coloration des noyaux est faite au PI
(2 pg/ml dans du tampon phosphate) pen-
dant 15 minutes et les lames sont ensuite
montées au GelMount (figure 8) (5).

Les résultats sont comparables a ceux obte-
nus par la cytométrie de flux.

4. Parametres de mesure :

La fluorescence émise par les cellules
marquées est mesurée par le LSC et analy-
sée a I’aide du programme WinCyte 3.4.

Le laser Argon est utilisé 2 488 nm et le
HeNe 4 633 nm.
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L’acquisition est faite sur plus de 5000
cellules par lame de cytologie et sur I’en-
semble du tissu pour une coupe d’histologie.

Le parameétre de contour est effectué sur
les noyaux a 1’aide de la fluorescence du PI
(laser Argon).

Pour chaque contour cellulaire, les inten-
sités de fluorescence verte, rouge et orange
sont automatiquement analysées et permet-
tent le calcul des propriétés suivantes :

- Intégrale : somme de toutes les valeurs
a I’intérieur du contour.

- Max pixel : valeur maximale de chaque
fluorescence.

- Surface et position du contour.

5. LSC, un outil tres performant
dans différents domaines :

Evaluation du cycle cellulaire et des
parametres de I’apoptose dans des biopsies
de peau lors du développement de produits
dermatologiques.

Etudes de prolifération lors du dévelop-
pement précoce de produits oncologiques.

Immunophénotypage chez le rat, 2 para-
metres (CD4/CD8) pour 25 pl de sang.

6. Avantages du LSC :

Mesures et analyses sur lames cytolo-
giques et histologiques.

Rapidité et objectivité en comparaison de
I’évaluation I'immuno-histopathologique
traditionnelle.

Combinaison des mesures et de I’image
visuelle de la cellule analysée.



>
156846931

Brou Alaxa Integral

15848

Pl lntegral 4.0
Figure 5 : Marquage du BrdU sur cellules cultivées en chamber slides pour I’étude de la
prolifération.

A : Les cellules ayant incorporées la BrdU sont représentées en rouge.

B : Les noyaux sont colorés en rouge, les cellules ayant incorporées la BrdU en vert/jaune.
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Figure 6 : Marquage du BrdU sur coupe paraffine de foie de rat pour I’étude de la prolifération.
A': Les noyaux sont colorés en rouge, les cellules ayant incorporées la BrdU en vert.

B : Les cellules ayant incorporées la BrdU sont représentées en rouge.

C : Les cellules ayant incorporées la BrdU en rouge, les autres en noir.

D : Distribution des cellules ayant incorporées la BrdU.
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Figure 7 : Marquage du Ki-67 sur coupe paraffine de tumeur pour I’étude de la prolifération.
Les souris ont été transplantées avec des cellules de carcinome humain

A : Les cellules Ki-67 positives sont colorées en rouge.

B : Localisation dans la tumeur des cellules exprimant le Ki-67 en rouge.

C : Les noyaux sont colorés en rouge, les cellules Ki-67 positives en vert/jaune.
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Figure 8 : Inmunophénotypage du sang de rat

A : Les lymphocytes sont séparés des polynucléaires.
L’analyse est faite sur la région des lymphocytes.

B : Dot plot permettant de séparer :
- R1 cellules négatives au CD4 et au CD8.
- R2 cellules positives au CD4 et négatives au CDS.
- R3 cellules positives au CD4 et CD8.
- R4 cellules négatives au CD4 et positives au CDS.
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ETUDE HISTOLOGIQUE DE LA STRUCTURE DES
MUSCLES DE BOVINS EN RELATION AVEC LA QUALITE
DES VIANDES. APPROCHE PAR TRAITEMENT D'IMAGES

R. LABAS, L. MAUNIER, L. CHANIER, H. COLLIGNON, R. TAYLOR

Institut National de la Recherche Agronomique (INRA)
Station de Recherches sur la Viande
THEIX 63122 Saint Genés Champanelle

INTRODUCTION

Le muscle squelettique est une structu-
re composite formée de fibres contractiles
(myofibres), maintenues par un réseau de
tissu conjonctif. Au sein de ce réseau, le
périmysium délimite les faisceaux de myo-
fibres, I'endomysium entoure chaque fibre
musculaire.

Lors de la conservation réfrigérée des
viandes aprés abattage, intervient une phase
de maturation : des enzymes protéolytiques
participent a la dégradation des fibres
contractiles assurant 1'attendrissement des
viandes (1). La tendreté finale des viandes
dépend donc de deux composantes : myofi-
brillaires (principalement la taille des fibres)
et conjonctives (2).

Le but de nos études est de caractériser,
par des méthodes histologiques, les com-
posantes structurelles des viandes en relation
avec les types de muscles, les races et les
traitements technologiques appliqués et de
corréler ces observations a des études bio-
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chimiques ou des mesures physiques. Une
des limites dans la caractérisation des chan-
gements de structure a été le manque de
mesures précises et de quantification des
structures. Dans ce but, nous avons déve-
loppé plusieurs algorithmes de traitement
d'images, pour caractériser la structure des
muscles et les changements post-mortem.

Un certain nombre d'études ont déja uti-
lisé le traitement d'images sur coupes his-
tologiques de muscles squelettiques. La plus
grande part de ces recherches porte sur la
composante myofibrillaire : étude du type
métabolique et taille de fibres chez 'homme
(3), chez les volailles (4), les porcs (5), les
ovins (6) et les bovins (7). En revanche, peu
nombreuses sont les recherches menées par
analyse d'images sur le tissu conjonctif (8),
l'espace extra-cellulaire (9) ou les lipides
(10).

Nous présenterons ici des exemples d'ap-
plications permettant de caractériser, par
traitement d'images sur coupes histologiques,
la structure des muscles en relation avec la



qualité des viandes. Nous nous sommes inté-
ressés 2 1'étude de la taille et de la forme
des fibres en relation avec la vitesse de réfri-
gération, 2 l'espace extra-cellulaire mais
aussi a 1'organisation de la trame conjoncti-
ve (surface et longueur du réseau).

MATERIELS ET METHODES

Préparations des échantillons : les
cubes de muscles (0,5 cm de coté) prélevés
entre 1h et 24h post-mortem sont collés sur
un morceau de liege avec du milieu d'enro-
bage Tissue-Tek (OCT compound). Ils sont
congelés en les immergeant pendant 30
secondes dans un bain d'iso pentane refroi-
di al'azote liquide. IIs sont conservés ensui-
te 2 —80°C jusqu'a utilisation.

Réalisation des coupes histologiques et
colorations : Les coupes de 10 pm sont
réalisées perpendiculairement a l'axe des
fibres a l'aide d'un cryostat a —20°C (Reichert
Jung Frigocut 2800 E).

La coloration hématoxyline éosine safran
permet une caractérisation générale de la

structure des muscles. Les coupes sont
séchées 15 min , colorées a 'hématoxyline
de Harris 5 min puis lavées a l'eau 2 fois 5
min, colorées a l'éosine aqueuse Y 0,5%
(Sigma) 15 secondes, lavées a I'eau 2 fois
1 min, déshydratées dans 1'éthanol 80°
(2 min) éthanol 95° et 100° (5 min), puis
colorées dans une solution de safran alcoo-
lique 8 min (solution saturée de safran dans
I'éthanol absolu).

Pour évaluer 1'espace extracellulaire entre
les fibres musculaires, les coupes sont mon-
tées directement en milieu aqueux (Mount
Quick Aqueous, Bio-Optica, Italie), apres
I'étape de ringage suivant la coloration a
I'éosine. Nous réalisons alors directement
l'acquisition d'images numériques, la colo-
ration n'étant pas stable dans le temps.
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La coloration azorubine permet I'étude
des différents parametres caractérisant la
taille et la forme des fibres a 1h post mor-
tem. Aprés séchage, les coupes sont fixées
pendant 5 min dans un bain de formaldéhyde
15% CaCl, 18mM, puis rincées a I'eau dis-
tillée. Elles sont colorées pendant 45 min
dans une solution d'azorubine 1%, acide
molybdique 0,5%, acide acétique 1%, puis
rincées 2 fois a I'eau. Elles sont déshydratées
dans 3 bains de 2 min d'alcool a concentra-
tion croissante (éthanol 80°, 95°,100°), puis
subissent 2 passages dans le méthyl-cyclo-
hexane et sont montées a l'eukitt.

La coloration au rouge sirius (11, 12)
permet de caractériser la trame conjonctive

des muscles en relation avec la tendreté des
viandes. Les coupes sont incubées pendant
60 min dans 1'acétone, puis fixées 10 min
dans une solution picro-formalin (aldéhyde
formique 5%, éthanol 90%, acide picrique
saturé). Cette étape est suivie par un ringa-
ge a 1'éthanol 90% 1 min puis un ringage
dans 1'eau et par la coloration dans la solu-
tion rouge picro-sirius pendant 60 min (solu-
tion aqueuse rouge sirius 0,1%, acide
picrique saturé). Les coupes sont ensuite
placées dans un bain d'HC1 0,01M 5 min
puis rincées dans 1'eau distillée 1 min et
déshydratées dans trois bains éthanol (95°,
100°, 100°). Suivent deux passages dans le
méthylcyclohexane puis le montage réali-
sé€ avec l'eukitt.

Méthodes immunohistologiques : La
caractérisation des composants spécifiques
de la trame conjonctive est réalisée par
immunohistologie. Dans un premier temps
les anticorps dirigés contre 1'élastine, la lami-
nine et la décorine ont été testés. Les trois
anticorps utilisés ont été produits chez la
souris. L'anticorps anti-élastine provient de
la Société SIGMA ref : E 4013 (monoclo-
nal, clone BA-4). L'anticorps monoclonal



D18 contre la laminine a été produit par J.R.
Sanes de "Developmental studies hybrido-
ma bank" (USA). L'anti-décorine mono-
clonal a été gracieusement fournie par le
Professeur B. Caterson, Université de Car-
diff, Pays de Galles. La révélation de la
réaction immuno-histologique est réalisée
par un anticorps secondaire anti IgG de sou-
ris produit chez la chevre. Cet anticorps
secondaire est marqué par une sonde fluo-
rescente TRITC ( SIGMA T 5393) ou par
une peroxydase (SIGMA A 5278).

Les coupes (10pm) réalisées au cryo-
stat sont mises a sécher a température
ambiante pendant 1 h. Aucune étape de fixa-
tion, de type para formaldéhyde a 4% dans
du PBS couramment pratiquée, n'est mise en
ceuvre; les résultats obtenus sans cette étape
étant satisfaisants. Les réactions immuno-
histologiques ont été réalisées en chambre
humide 4 température ambiante. Du sérum
de chevre 10% dans du PBS est déposé sur
les coupes pendant 10 min afin de saturer les
sites non spécifiques. Aprés aspiration de
celui-ci, 1'anticorps primaire a la dilution
appropriée est déposé pendant 1 h. Les
coupes sont rincées 3 x 2 min avec du PBS.
Le second anticorps anti-souris marqué a la
peroxydase ou au TRITC est ajouté et incu-
bé pendant 1h. L'activité péroxydasique est
révélée par addition du substrat diamino-
benzidine 2 partir de tablettes prétes a I'em-
ploi (SIGMA FAST DAB D 4168). Apres
déshydratation dans des bains a concentra-
tion croissante d'éthanol puis 2 bains de
méthylcyclohexane, les coupes sont montées
dans de l'eukitt. Apres ringage au PBS, les
coupes marquées avec la sonde fluorescen-
te TRITC sont montées avec du milieu crys-
tal/mount (Biomedia).

Acquisition et traitement d'images :
Apres coloration, les lames sont placées sur
un microscope Polyvar (Reichert) et les
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images sont acquises 2 1'aide d'une caméra
noir et blanc CCD JAI CV-M300 (figures 1,
2, 3). La numérisation est réalisée par 1'in-
termédiaire d'un micro-ordinateur équipé
d'une carte d'acquisition Matrox Meteor.
Les images de grand champ (figure 4) sont
acquises en placant les coupes sur un banc
lumineux. Dans ce cas, 'acquisition se fait
avec la méme caméra montée sur un statif,
équipées d'un objectif AF Micro NIKKOR
60mm 1:2.8 D. Les images noir et blanc
des colorations azorubine, et rouge sirius
(figures 1, 2, 3) destinées au traitement
d'images sont acquises en utilisant un filtre
vert, couleur complémentaire de la colora-
tion de base rouge des composants a évaluer,
afin d'augmenter le contraste et faciliter le
traitement.

Le traitement d'images est réalisé avec
le logiciel VISILOG 5.3 sous Windows de
la Société NOESIS (France). Trois algo-
rithmes de traitement ont été réalisés avec
le concours des ingénieurs de développe-
ment de la Société Noesis. L'algorithme 1
: "espace extra-cellulaire", permet, par
seuillage automatique sur les niveaux de
gris de I'image, d'évaluer l'espace entre les
fibres musculaires (figure 1). L'algorithme
2 :"taille de fibres", permet de calculer sur
un champ donné le nombre, la surface et
divers indices de taille et de forme des fibres
musculaires au niveau de coupes transver-
sales colorées par azorubine ou hématoxy-
line éosine safran (figure 2). L'algorithme
3 :"trame conjonctive", a été développé afin
d'étudier 1'organisation de la trame péri-
mysiale. Apres digitalisation de l'image,
une étape de segmentation permet d'extra-
ire le réseau et, par mesure de la surface,
d'évaluer I'importance relative en % de
l'image totale. Puis une étape de squeletti-
sation renseigne sur la longueur du réseau
(figure 3).



Figure 1 : Comparaison de ’espace extracellulaire (en vert) par méthode de seuillage
entre différents muscles : ST (Semi tendinosus), LD (Longissimus dorsi), TB (Triceps bra-
chii) (barre = 50p).
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Figure 3 : Image numérique (a) du réseau de la trame conjonctive sur une coupe trans-
versale de muscle. Coloration rouge sirius. Segmentation (b) et squelettisation (c).
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Figure 4 : Mesure de la surface des faisceaux de fibres musculaires, a partir d’une
coloration rouge sirius.

-3 -



RESULTATS ET DISCUSSION

Nous présentons les résultats de trois
études : la premiere porte sur la comparai-
son de muscles, la seconde montre 1’effet de
traitements technologiques et la troisieme
met en évidence des différences entre types
génétiques.

Espace extra-cellulaire : la premiere
étude a pour objet d'évaluer les différences
d'espace extra-cellulaire entre différents
muscles. Cet espace extra-cellulaire ren-
seigne sur le pouvoir de rétention d'eau.
Dans cet espace apparait de 1'eau exsudée
contenant divers composants solubles. Les
échantillons prélevés 24 heures apres abat-
tage puis congelés a 1'iso pentane ont été
soumis a une coloration hématoxyline éosi-
ne sans déshydratation alcoolique. Trois
muscles : Triceps brachii (TB), Longissi-
mus dorsi (LD) et Semi tendinosus (ST) ont
été comparés sur 16 taurillons de 24 mois.
Le traitement des images par seuillage sur
les niveaux de gris permet de calculer I'es-
pace extracellulaire en % de la surface tota-
le. L'espace extracellulaire varie de facon
significative avec le type de muscle
(p<0,001) (figure 1). Ces différences obser-
vées ne sont pas retrouvées dans les mesures
sur 1'état de I'eau, faites par ailleurs (perte de
jus, osmolarité). La jutosité est un facteur
déterminant parmi les qualités organolep-
tiques des viandes. L'utilisation de cette
méthode permet, grice a la facilité et la
vitesse de traitement des images, de pou-
voir mieux appréhender les mouvements de
l'eau dans le muscle en fonction de différents
facteurs.

Taille et forme des fibres : la seconde
étude caractérise les effets de la vitesse de
réfrigération des muscles apres abattage des
animaux. Les conditions de réfrigération
des carcasses peuvent avoir des consé-
quences tres importantes sur la tendreté des
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viandes. Une réfrigération trop rapide (4°C)
immédiatement apres 1'abattage par rapport
a une réfrigération standard (15°C), induit
une contraction des fibres musculaires qui
utilisent les réserves énergétiques du muscle
et aboutit a 1'obtention irréversible, de
viandes plus dures. L'algorithme "taille de
fibres" permet, sur les images des coupes
histologiques, d'individualiser chaque cellule
musculaire, représentée de facon aléatoire,
par une couleur différente (figure 2). Les
muscles ayant subi une réfrigération trop
rapide présentent des fibres musculaires
contractées avec un espace extracellulaire
(EEC) plus important, des fibres significa-
tivement plus larges et plus arrondies du
fait de cette contraction (figure 5). L'analy-
se d'images permet de quantifier de fagon
objective les différences observées et de
mettre en évidence une différence signifi-
cative entre les deux traitements de réfrigé-
ration. La encore, le traitement d'images
permet une évaluation des effets liés a un
traitement technologique donné et la possi-
bilité de mise en ceuvre d'un traitement sta-
tistique approprié.

Organisation du périmysium : une der-
niere expérimentation avait pour objet de

comparer des animaux de race bovine Bleu
blanc belge témoins a des animaux présen-
tant une mutation au niveau du géne myo-
statine. Ces animaux appelés "culards" pré-
sentent des muscles hypertrophiés et donnent
une viande tres tendre particulierement
recherchée. L'étude a été menées sur 3
muscles : Gluteo biceps GB, Pectoralis pro-
fondus PP et Semi tendinosus ST. L'algo-
rithme "trame conjonctive" utilisé sur les
coupes colorées au rouge sirius permet de
caractériser le réseau périmysial. Nous
observons des différences significatives sur
la surface ainsi que sur la longueur du réseau
entre animaux témoins et animaux hyper-
trophiés. Ces derniers présentent un réseau



moins dense. (figure 6). Cette différence est
la plus significative pour le muscle ST
(p<0,001), moindre pour le muscle GB
(p<0,01) et la plus faible mais significative
pour le muscle PP (p<0,05).

Nous essayons de développer une métho-
de d'évaluation de la taille des faisceaux
primaires de périmysium (figure 4) sur des
coupes de grande dimension (de I'ordre de
4 cm?). Nous espérons relier ainsi 1'organi-
sation de ces structures a des caractéris-
tiques rhéologiques des viandes.

Une des difficultés de ces différents trai-
tements se situe au niveau de 1'étape de seg-
mentation du réseau (figure 3). Une partie
des branches du réseau ne sont pas extraites
nécessitant une correction manuelle des
images du fait d'un contraste insuffisant ou
de branches de réseau trop fines. Nous espé-
rons améliorer le traitement en optimisant la
phase d'acquisition d'images.

Etudes immunohistologiques. La der-
niére approche est la caractérisation par
méthode immunohistologique des compo-
sants de cette trame conjonctive. La quan-
tification de la part relative de chacun d'eux
ainsi que le suivi de I'évolution post mortem
de ces constituants nous permettra de mieux
comprendre les origines de la variabilité
rencontrée au niveau de la tendreté des
viandes.

Les composants tels que la laminine
(figure 7) autour de chaque fibre musculai-
re, la décorine, protéoglycanne en quantité
importante (figure 8) dans 'endomysium et
le périmysium et I'élastine (figure 9) dans la
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trame périmysiale ont ainsi €t€ révélées. Le
marquage de différents types de collagene,
constituant majeur de la trame conjonctive,
fera l'objet de prochaines expérimentations.
Le traitement d'images pour chacun de ces
composants révélés par exemple par réaction
peroxydasique devrait nous permettre une
approche quantitative de la part relative
jouée par chacun d'eux.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le traitement d’images permet d’avoir
une évaluation objective des différences
observées au niveau des différentes expéri-
mentations. La puissance de calcul des
micro-ordinateurs actuels en font un outil
performant, plus convivial d’utilisation per-
mettant d'optimiser les observations faites
par méthodes histologiques traditionnelles.

L’ objet de nos études actuelles est d'ap-
profondir 1'étude de l'organisation de la trame
conjonctive en relation avec les mesures
objectives de la tendreté des viandes évaluée
par méthodes rhéologiques. Nous souhai-
tons poursuivre également I'étude des chan-
gements d'espace extra-cellulaire en rela-
tion avec la perte d'eau ainsi que 1'étude de
la jonction de la fibre musculaire avec le
tissu conjonctif et la matrice extracellulai-
re. Nous poursuivrons enfin I'étude des chan-
gements de forme des fibres musculaires en
rigor.

Nous remercions S. de Smet de 1'Uni-
versité de Gand (Belgique) pour la fourni-
ture des viandes de bovins Bleu blanc belge.



Figure 5 : Etude de I’effet de la vitesse de réfrigération sur la structure des muscles.
A - muscle témoin réfrigération normale
B - muscle ayant subi un effet de contracture au froid lié 4 une réfrigération trop rapi-

de. Coloration hématoxyline éosine safran.
E : espace extra-cellulaire. barre = 50 pm.

Figure 6 : Comparaison de la structure de la trame périmysiale entre animaux témoins (A) et
animaux porteurs de la mutation du gene myostatine (B). Coloration rouge sirius.
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Figure 7 : Marquage de la laminine endomy-
siale par immunofluorescence.

Figure 8 : Mise en évidence de la décorine
périmysiale par anticorps marqué a la péroxy-
dase.

Figure 9 : Mise en évidence de I’élastine péri-
mysiale par immunofluorescence.
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EVALUATION DE L’OS EN TOXICOLOGIE
Techniques histologiques et Morphométrie

A. BECRET et P. PERSIL

Département d’Histopathologie
CIT- BP 563
27005 EVREUX CEDEX

INTRODUCTION

La Recherche et le Développement des
laboratoires pharmaceutiques sont forte-
ment stimulés actuellement par le trés pré-
occupant probléme de santé publique que
pose 1’ ostéoporose du fait du vieillissement
croissant de la population. L’ ostéoporose se
définit par une masse osseuse basse avec
détérioration de 1’architecture osseuse
menant 2 une fragilité osseuse avec possi-
bilité de fractures (1).

L approche toxicologique des nouveaux
médicaments a visée anti-ostéoporotique
passe par I histomorphométrie qui fait par-
tie, avec la densitométrie osseuse, les mar-
queurs du métabolisme osseux et la biomé-
canique, du bilan des effets engendrés sur
1’0s par les différentes molécules .

Le but de cet article est de présenter 1’en-
vironnement technique d’un laboratoire
d’histomorphométrie, I’'importance de 1’ob-
tention d’une bonne qualité des coupes his-
tologiques, puis de faire une revue non
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exhaustive des paramétres mesurés et de
présenter le matériel constituant la station
d’analyse d’images.

TECHNIQUES HISTOLOGIQUES

L’os est un tissu vivant alliant une com-
posante organique, essentiellement repré-
sentée par les protéines d’origine collagé-
nique (90% de collagene, surtout de type I),
et une composante minérale, constituée de
cristaux d’hydroxyapatite a partir d’ions
calcium et de phosphate. Toute étude his-
tomorphométrique implique que le minéral
calcique soit préservé et que I’os soit étudié
sans avoir été auparavant décalcifié.

Matériel :

Les modeles animaux les plus couram-
ment utilisés sont le rat ou le primate ova-
riectomisés.

Ceci implique des variations dans la



taille des prélevements (beaucoup plus petits
chez le rat). Les piéces osseuses les plus
utilisées sont le tibia et les vertebres lom-
baires. Chez le singe on peut également pra-
tiquer sous anesthésie générale-des biopsies
osseuses de créte iliaque (comme chez
I’homme) ou de cotes. Ces biopsies per-
mettent I’examen d’échantillons de petite
taille (1.5 mm? pour une cote, 3 mm® pour
une créte iliaque).

Méthode :

Des le prélevement a 1’autopsie, les os
sont débarrassés des tissus mous les recou-
vrant (muscles et aponévroses) et sont
immergés dans de 1’alcool 70% . Selon la
taille des prélévements la durée des étapes
successives de fixation, déshydratation et
imprégnation varie. Ainsi, pour la vertebre de
primate qui a servi a I’essai comparatif des
trois méthodes de recueil des coupes, 8
semaines de fixation dans 1'éthanol 70%,
puis 4 semaines de déshydratation a tempé-
rature du laboratoire dans de 1’éthanol 100%
ont été nécessaires. Apreés substitution dans
du toluéne, la vertebre a subi une impré-
gnation en résine Méthylméthacrylate +
Dibutyl-phtalate par 3 bains successifs d’une
durée de 7 jours chacun, a la température
de +4°C (le 2™ et le 3*™ bains contenant
respectivement 1 % et 2% de Benzoyle Per-
oxyde qui est un accélérateur de la polymé-
risation). La polymérisation a été faite a
chaud, par paliers de températures successifs
(28°C, 30°C et 32°C). Le bloc de résine a
ensuite été meulé (meuleuse/polisseuse
ESCIL 200GT 1V) puis coupé a l'aide d'un
microtome pour objets durs (Polycut SM
2500 S LEICA) avec un couteau au carbu-
re de tungstene (angle de 60°). Huit niveaux
de coupe ont été effectués, espacés entre eux
de 150 pm. A chaque niveau, 3 coupes
sériées de 7 um d’épaisseur ont été recueillies
par trois méthodes différentes : une, par la
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technique des coupes flottantes (méthode
simple et rapide mais qui induit un phéno-
mene de "gondolage" dii a la résine qui est
contraignant lors de I'analyse au microsco-
pe) ; une autre, sur lames gélatinées, et la der-
niére, sur lames gélatinées et déplastifiées
(méthode plus longue et compliquée mais
qui atténue fortement le phénomene de "gon-
dolage" et pourrait permettre une automati-
sation de la coloration).

Essai comparatif de trois méthodes
de recueil des coupes

Pour I’essai les lames ont simplement
été colorées au Bleu de Toluidine alors qu’en
examen de routine, il est classique de colo-
rer trois lames au Goldner (coloration de
Masson modifiée) et de garder trois coupes
non colorées qui servent a I’examen en épi-
fluorescence.

Du fait des propriétés irritantes et sen-
sibilisantes du MMA toutes les manipula-
tions concourant a la réalisation des coupes
histologiques doivent se faire sous hotte
d’aspiration ; le réfrigérateur ou est stocké
le MMA ainsi que I’ étuve ot se fait la poly-
mérisation doivent étre reliés a cette hotte
équipée, de plus, d’un moteur anti-défla-
grant, afin que les vapeurs de MMA soient
éliminées sans risque étant donné le poten-
tiel explosif du Benzoyle Peroxyde.

IMPORTANCE DE LA QUALITE DE
LA TECHNIQUE HISTOLOGIQUE
DANS L'EVALUATION QUANTITATIVE
DES PARAMETRES OSSEUX

Dans le but d’essayer de diminuer le
phénomene de "gondolage" lié a la persis-
tance de la matiere plastique sur la lame et
dans le méme temps de mettre en place une
automatisation de la méthode de coloration,
nous avons fait des tests sur 24 échantillons
répartis en 3 groupes, selon les 3 méthodes
décrites ci-dessous.



METHODE

11 s’agit de comparer la qualité des
coupes histologiques obtenues par trois
méthodes : recueil sur coupes flottantes ;
recueil sur lames gélatinées ; recueil sur
lames gélatinées et déplastifiées. Les cri-
teres de qualité des coupes histologiques
recueillies sont une bonne cohésion des tra-
vées osseuses avec peu de craquelures ou des
craquelures de petite taille et un contact
étroit entre la moelle osseuse et le bord de
la travée osseuse. Pour cet essai, les lames
ont été colorées au bleu de toluidine (1%
de bleu de toluidine dans du tampon phos-
phate 2 PH= 4,3 pendant 20 minutes), tech-
nique plus simple et plus rapide que la colo-
ration de Goldner et suffisante pour
différencier les espaces médullaires et les
travées osseuses. Pour chaque méthode
employée, huit lames ont été réalisées. Outre
les résultats qualitatifs obtenus avec chacu-
ne des trois méthodes, des résultats quanti-
tatifs ont été obtenus sur quelques para-
metres histomorphométriques avec étude
statistique (ANOVA).

Méthode 1 : Lames témoins

Chaque coupe est récupérée dans un pot
a faisselle contenant de I'eau puis colorée au
Bleu de Toluidine. Le montage de la coupe
se fait au Fluoromount.

Meéthode 2 : Lames gélatinées

Chaque coupe est récupérée sur lame
gélatinée puis recouverte d'un film plastique
et mise sous presse pendant 72 heures.

Meéthode 3 : Lames gélatinées
et déplastifiées

Certaines coupes d’abord récupérées sur
lames gélatinées sont ensuite déplastifiées dans
du 2 Métoxyéthyle-acétate (3 fois 15 minutes)
puis colorées au Bleu de Toluidine. Le mon-
tage de la coupe se fait au Fluoromount.
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RESULTATS
Qualitatifs

L image histologique de la coupe de ver-
tebre préparée par la premiere méthode
(témoin) répond aux criteres de qualité énon-
cés (figure 1). Sur I'image histologique de
la coupe de vertebre préparée par la deuxie-
me méthode (lame gélatinée maintenue sous
presse) le nombre et la taille des craque-
lures au sein des travées osseuses sont aug-
mentés (figure 2). Le manque de qualité de
la coupe histologique est encore accentué
pour la vertebre préparée par la troisieme
méthode avec un espace artéfactuel qui se
crée entre la moelle osseuse et le bord de la
travée osseuse (figure 3).

Quantitatifs

Il est clair que I’organisation de I’os se
trouve d’autant plus bousculée que le nombre
d’étapes supplémentaires ajoutées a la métho-
de de recueil est plus important. Il s’ensuit
une diminution progressive du volume osseux,
maximum avec la méthode de déplastifica-
tion (-8%, statistiquement non significative)
et vraisemblablement liée & la perte de sub-
stance osseuse du fait des manipulations suc-
cessives . Par contre, les craquelures aug-
mentant les contours osseux, il s’ensuit une
augmentation de la surface osseuse maximum
avec la méthode de déplastification (+12 %)
et statistiquement significative (p< 0.01 ).

CONCLUSION DE LI’ESSAI

Trop d’artéfacts sont issus de la métho-
de de déplastification comme le montrent
I’analyse qualitative des coupes histolo-
giques. De plus, les variations de la surface
osseuse ne sont pas acceptables puisque la
surface osseuse est la surface de référence
utilisée pour exprimer la plupart des para-
meétres histomorphométriques primaires.
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Figure 1 : recueil d’une coupe flottante. Coloration au bleu de toluidine.
Gx10. Peu de craquelures étroites.
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Figure 2 : recueil de la coupe histologique sur lame gélatinée. Coloration
au bleu de toluidine. Gx10. Augmentation du nombre et de la taille des

craquelures.
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MORPHOMETRIE

Avant de présenter le matériel équipant
la station d’analyse d’images, un rappel des
différents parametres d’histomorphométrie
de base et de leur signification est néces-
saire.

Le remodelage osseux qui survient chez
I’homme adulte ou chez 1’animal mature
est le résultat du couplage de la résorption
de I’os ancien (premier événement) et de la
formation d’os nouveau (second événement).
L’ os nouvellement formé apparait d’abord
a 1’état non minéralisé (ostéoide) et n’est
minéralisé que dans un second temps. La
balance osseuse est équilibrée quand la quan-
tité d’os formé égale celle de 1’o0s résorbé.
La balance est déficitaire si la résorption est
supérieure a la formation et positive dans le
cas contraire. Les recherches actuelles
essaient de trouver des produits capables de
diminuer la résorption de 1’os et/ou d’en
augmenter la formation, de telle sorte que le
bilan osseux soit positif. Certaines molé-
cules sont prometteuses soit du fait de leur
activité anti-résorbante (les biphosphonates,
par exemple) ou leur effet anabolisant (1"hor-
mone parathyroidienne, par exemple), pour
n’en citer que quelques unes.

Pour en faciliter I’exposé, les parametres
de base d’histomorphométrie osseuse peu-
vent étre classés en plusieurs rubriques :
parametres structuraux, parametres statiques,
paramétres dynamiques et parametres
microarchitecturaux (ou squelettisation). Ce
sont ceux définis par le comité scientifique
de I’ASBMR (American Society for Bone
and Mineral Research) (2).

Pour pouvoir obtenir les mesures des
parameétres dynamiques, il convient d’avoir
au préalable administré IN VIVO a I’ani-
mal des fluorochromes dont la propriété est
de se fixer au niveau du front de minérali-
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sation et de pouvoir étre visualisés sur
coupes histologiques recueillies sans colo-
ration et examinées en épifluorescence. Les
fluorochromes les plus utilisés étant 1a Cal-
céine (fluorescence verte), la Tétracycline
(fluorescence jaune) et 1’ Alizarine Com-
plexone (fluorescence rouge). Le terme labe-
ling désignant ce marquage, les initiales des
surfaces simplement ou doublement mar-
quées sont par conséquent sLS pour les sur-
faces simplement marquées et dLS pour les
surfaces doublement marquées.

Les parametres dynamiques expriment
d’une part la vitesse de minéralisation de
I’os nouvellement formé (MAR : Mineral
Apposition Rate, exprimé en pm/day) et
d’autre part, la quantité de surface osseuse
marquée (MS/BS) exprimée en pourcenta-
ge. La vitesse de minéralisation est obtenue
en divisant la distance ( en pm) séparant
deux lignes de marquages par le temps écou-
1€ entre la premiére et la seconde adminis-
tration de deux fluorochromes. Pour le cal-
cul de MS/BS, la surface mineralisée totale
est en fait la somme de la moitié des surfaces
simplement marquées et de la totalité des
surfaces doublement marquées (MS = 12 sLS
+ dLS).

Les parameétres structuraux sont obte-
nus par seuillage automatique HLS (selon
les initiales des termes anglais et corres-
pondant a des niveaux de teinte, de lumi-
nosité et de saturation). Ils mesurent au
niveau de la travée osseuse le volume osseux
(BV : Bone Volume) rapporté au volume
tissulaire total de la piece osseuse ( TV :
Tissue Volume) soit BV/TV exprimé en
pourcentage ainsi que la surface osseuse
(BS : Bone Surface) exprimée en um?®. Par
des formules de calcul rentrés dans le logi-
ciel (Osteolab BIOCOM)et dérivées des
équations de Parfitt (3) le seuillage auto-
matique permet d’obtenir également le



nombre de travées osseuses (Tb.N :Trabe-
cular Number) exprimé en mm-1, 1’épaisseur
des travées ( Tb.Th : Trabecular Thickness)
exprimée en pm et I’espacement des tra-
vées (Tb.Sp : Trabecular Spacing) exprimé
en pm.

Les parametres statiques regroupent les
parametres de la formation et de la résorp-
tion osseuses. Les mesures portant sur les
cellules formatrices d’os ou ostéoblastes
(Ob.S/BS) et les mesures portant sur la quan-
tité¢ de matériel ostéoide déposé au bord des
travées (OV/BV et OS/BS) permettent une
estimation de la formation osseuse. La sur-
face des liserés ostéoblastiques et la surfa-
ce et le volume des dépots de substance
ostéoide sont rapportés a la surface ou au
volume osseux de référence. Selon un prin-
cipe identique, les mesures portant sur les
surfaces osseuses occupées par des lacunes
de résorption (ES/BS) creusées par les cel-
lules résorbantes ou ostéoclastes ( Oc.) per-
mettent une estimation de la résorption
osseuse.

Les parametres micro-architecturaux
(mesures de la connectivité : squelettisa-
tion) sont recueillis apres transformation de
I’image des travées osseuses qui sont
réduites a leur squelette.

Le logiciel peut sortir énormément de
parametres concernant la squelettisation.

Néanmoins les parametres qui tradui-
sent le mieux une bonne connectivité sont
ceux qui prennent en compte les nceuds et les
segments de travées entre les nceuds (Nd. :
Nodes) : Nd.N: Nombre de Nceuds ; Nd to
Nd N.: Nombre de segments de nceud a
nceud ; Nd to Nd.Le (um): Longueur totale
des segments de nceud a nceud ; ces para-
metres sont rapportés a la longueur totale du
squelette (TSL en pm).

-84 -

ANALYSE D’IMAGES ASSISTEE
PAR ORDINATEUR

Le systeme d’analyse d’images permet
grace a une caméra couleur tri- CCD (SONY
DXC-950) de faire I’acquisition des images.
La caméra est montée sur un microscope
éclipse 600 (NIKON). Le logiciel Osteolab
(BIOCOM) est un logiciel d’analyse
d’images dédié a I’os. Un moniteur couleur
(SONY Multiscan 200 GS) permet 1’ affi-
chage simultané des barres d’outils du logi-
ciel, de I’'image de 1’os et de la feuille de
résultats. La tour NIXDORF Pro HS com-
porte deux lecteurs enregistreurs pour la
sauvegarde des données sur disquette et sur
disque optique. Le logiciel dispose d’une
fonction "acquisition d’images en continu”
et une platine motorisée permet d’utiliser la
fonction "exploration" qui fixe le point de
départ et le point d’arrivée d’une mesure
semi-automatique. Le seuillage automatique
de coupes histologiques colorées au Gold-
ner, permet I’évaluation quantitative de 1’os
minéralisé (coloré en vert) au niveau des
travées osseuses (BV/TV) et au niveau des
corticales 1’estimation de la porosité (Ct.Po :
Cortical Porosity) et de 1’épaisseur des cor-
ticales (Ct.Th : Cortical Thickeness). Une
fonction de visualisation des surfaces et
périmetres pris en compte (fonction "detect")
permet au technicien qui pilote la station de
contrdler I’adéquation du seuillage avant de
valider la mesure de ces parametres struc-
turaux (figure 4). Les parametres statiques
et dynamiques (figure 5) sont obtenus par
une méthode semi-automatique de tracé a
I’aide de la souris de lignes fermées ou bri-
sées. La squelettisation des travées permet
de différencier par la couleur (figure 6) les
nceuds situés entre deux travées, ceux rac-
cordant une travée a la corticale ou encore
les extrémités libres des travées (termini).



Figure 3 : recueil de la coupe histologique sur lame gélatinée avec deplastlﬁcatlon.
Coloration au bleu de toluidine. Gx10. Augmentation du nombre et de la taille des
craquelures. Espace artéfactuel entre le bord de la travée osseuse et la moelle.

Figure 4 : Faisant suite au seuillage HLS : application de la fonction
""detect'". Les travées osseuses colorées en vert (Goldner) sont surlignées
par un fin liseré bleu qui permet la visualisation du seuillage effectué.
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Figure 5 : Mesure de MS et de MAR par analyse semi-automatique : les
surfaces simplement et doublement marquées sont surlignées et la dis-
tance entre deux fronts de minéralisation est matérialisée par des traits.

Figure 6 : Différenciation par la couleur des neeuds et des termini au
cours de la squelettisation d’une vertebre de primate.
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CONCLUSION

Le matériel d’analyse d’images présen-
té ici est tres convivial et de plus trés per-
formant. L’ évolution du logiciel est d’ores et
déja assurée par son successeur "BONE"
(EXPLORA NOVA, La Rochelle, France).
La revue des parameétres d’histomorphomé-
trie faite dans ces pages n’est certes pas
exhaustive. D’autres parametres primaires
existent et également de nombreux para-
metres dérivés des premiers par des calculs.
On trouvera facilement la liste et la des-

cription de ces parametres dans des articles
beaucoup plus exhaustifs (2). L'exactitude
des mesures effectuées ne repose pas uni-
quement sur la fiabilité des appareils de
mesure. Avant tout, la qualité du matériel
mesuré est importante. Les travées osseuses
doivent &tre aussi peu endommagées que
possible lors de la préparation des coupes
histologiques.L’essai technique présenté dans
cet article sur quelques échantillons de ver-
tebre de primate est 1a pour le souligner.
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