’@@

Les cryosections en histologie :
prévenir les artefacts et adopter les
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Cryosection : I'ildée recue du tissu frais

Workflow de préparation du tissu frais congelé

Prélévement du Congélation rapide Sectionnement

tissu J /']5
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Tissu - - .
Nz liquide Glace seche
Prélévement stérile, Congélation instantanée Coupes fines a
rapide. = moins de cristaux de basse température.

glace.




Cryosection : I'ildée recue du tissu frais
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Cryosection : I'ildée recue du tissu frais




Cryosection : I'idée recue du tissu frais

Effet Gruyere

Impact des cristaux de glace sur les neurones

Neurone avec

cristaux de glace Neurone sain

La formation de cristaux de glace dans les neurones provoque des
trous et des dommages structuraux dans le tissu cérébral.




Cryosection fixee : pourquoi choisir cette approche ?
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Raisons de choisir une cryosection fixée :

\‘(/ Préservation des antigénes Conservation op_timale cle_s épitopes sensibles a la chaleur (idéal pour
IHC/IF sur des cibles fragiles).

Adaptation aux tissus i : :
@ riches en lipides Myéline, structures graisseuses (parfait pour RNAScope & FISH).
si% Applications en Approche 3D du cerveau, immunohistochimie en flottant, étude des circuits
“3%7’ neurosciences et de la connectivité neuronale.

Luxol Fast Blue T Crésyl Violet
. I'eétalon -or de la
neurohistologie

Coupe sagittale du cerveau de souris, cryocoupes




Cryosection fixee : pourquoi choisir cette approche ?

LFB / Crésyl Violet




Cryosection fixee : pourquoi choisir cette approche ?

Confocal image Upright microscope

mCherry




Cryosection fixee : pourquoi choisir cette approche ?

Raisons de choisir une cryosection fixée :

\‘(/ Préservation des antigénes Conservation op_timale de_s épitopes sensibles a la chaleur (idéal pour
IHC/IF sur des cibles fragiles).

@ Adaptation aux tissus Myéline, structures graisseuses (parfait pour RNAScope & FISH).

riches en lipides

5@ Applications en Approche 3D du cerveau, immunohistochimie en flottant, étude des circuits
“%@’ neurosciences et de la connectivité neuronale.

Etapes de la préparation des échantillons par cryotomie

Fixation  Cryoprotection Congélation
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La qualité des étapes panalytigues conditionne
directement la fiabilité des résultats

Fixation

Le choix de la solution de fixation a utiliser dépend du type d'échantillon et de I'antigene.

Classification des fixateurs en histologie

Nature du mode de fixation

Immersion Enrobage « Dénaturants de Agents de réticulation
protéines Carbodiimide
Ethanol, ) Coagulants
Méthanol Ethanol,
Acide picrique
i Divers \
‘ Acide picrique /
Vapeur Perfusion Composition WZ,' %
( Simples i @ Composés )
: : . 7
H/U\H ~NOH \/\)LOH o f? o ~o
Formaldéhyde Ethanol Glutaraldéhyde 0 Non-Coagulants
HO&OH —> A o @ Formaldéhyde,
g . Tétroxyde d'osmium,
Lyophilisation ~ Micro-ondes o * B ~ )ol\ s°(':‘:r'ﬁgyde\‘ /ﬁ\ Glutaraldéhyde
Acide picrique Tétroxyde d'osmium o oH
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Aldéhydes
Formaldéhyde,

Agents oxydants

oA~~A\,, Glutaraldéhyde

Tétroxyde d'osmium ]

Action sur les
protéines

Techniques de laboratoire fondamentales et avancées en histopathologie et cytologie
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Fixation

Conditions optimales de fixation tissulaire en histopathologie et cytologie
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Température
Hypertonique Hypotonique

Acidité/Alcalinité
excessive = fixation
altérée

Température
ambiante/Routine,
0-4°C pour histochimie
enzymatique

Osmolarité

o Solution plutot
hypertonique

(400-450 mOsm)

Evite I'épuisement
des réactifs

Volume d_e fixateur

Ratio minimum 20:1,
conseillé 50:1

Faible concentration a

pH neutre préférable Trop faible = fixation

lente ; trop élevée =
effets rapides mais
indésirables

— i@ @,

Fixation prolongée a F:::tli.on de f-m-a lion Agitation Agitation rapide =
i REhedat-blan proportionnelle R 5
I'aldéhyde inhibe I'activité a racine du temps Agitation lente et /\\ dommage des tissus

enzymatique

douce fragiles

“Un controle précis du pH, de la température, de I'osmolarité, de la concentration, de I'agitation, du temps et du volume du fixateur
garantit une fixation fiable et reproductible, essentielle pour toute analyse histopathologique ou cytologique.”

Techniques de laboratoire fondamentales et avancées en histopathologie et cytologie




Fixation

Effets des protocoles de fixation sur la qualité du tissu
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Fixation

Rétraction périneuronale due a la procedure de fixation

Perfusion Immersion
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Garman RH. Artifacts in routinely immersion fixed nervous tissue. Toxicol Pathol. 1990;18(1 P52)d@i910.1177/01926233®1800120. PMID: 2195635.




IXxation

Effets des protocoles de fixation sur la qualité du tissu

Rétraction périneuronale due a la procedure de fixation

Immersion

Perfusion




Cryoprotection

Apres fixation Stratégies de cryoprotection
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4°C
A Saccharose 30% Saccharose so%@ &

A Gradient de concentration ' ' i&l
saccharose

10% 20% 30%

A Glycérol et DMSO Glycerol 10% @ &4«:

PB 0,1M

DMSO 1%

/\ Chaque cryoprotecteur n'est pas compatible
avec tous les protocoles de margquage.
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Cryoprotection
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Cryoprotection S

Non-Cryoprotegé

RHEMIGMM - BioCampus Montpellier - Congres AFH 2026 - Nimes



Cryoprotection

Stratégies de cryoprotection

- Saccharose 30% Saccharose 30% ,«j@ ¢
’ =

ﬁfqiw

10%  20%  30%

« Gradient de concentration
saccharose

DMSO 1%

+ Glycérol et DMSO  aiycerol 10% L] e

! Chaque cryoprotecteur n'est pas compatible
avec tous les protocoles de marquage.



Cryoprotection S

Stratégies de cryoprotection

1 ac
= Saccharose 30% Saccharose 30% ‘ = &

— =

Gradient de concentration = El |
saccharose ‘

[ ] -
P
— 8
10%  20%  30%

Glycérol et DMSO  oyeerion | [)*©

DMSO 1% 3

! Chaque cryoprotecteur n'est pas compatible
avec tous les protocoles de marquage.
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Congelation

COMPARAISON : CONGELATION LENTE VS RAPIDE

CONGELATION LENTE CONGELATION RAPIDE

Structure vitreuse
(Préservation)

Cryoprotection + congélation rapide

cellulaire

Cristaux de glace
(Destruction)

Effet
Gruyeére

Tissu déformé ——e )

Snapfrost (isopentane

refroidi 2 -80°C/-140°C) Flashfreeze Millestone

Azote Liquide + Isopentane

=

Dewar avec azote liquide (bleu glacé) Bain d'isopentane avec thermomeétre Appareil Snapfrost stylisé Appareil Flashfreeze, trois blocs alignés
Avantages @) Avantages € Avantages § Avantages §)
% L'un des liquides les plus g Transfert rapide de e Transfert rapide de Q‘ goec Congélation standardisée
L'}‘;fgn‘;gl‘:;ammem . » température a |'échantillon X » température a-80°C pour tous tissus
; ; Pas d'azote liquide, pas
Ne se mélange pas aux Moins de risques pour d'isopentane
0 - tissus I'utilisateur
4 % % Trois blocs simultanés en
5 s o i 5’ ff E’; conservant l'orientation
Inconvénients @ Inconvénients ) Inconvénients )
(\  Ebuliition, barriére de Neurotoxique Neurotoxique Inconvénients @)
G = Vapeur - congélation
lente et imprévisible Z  Température difficile & Z  Température difficile & / Contact éthanol/OCT =
" maintenir - stabiliser s impossibilité de congeler
<~ Fissures fréquentes dans x I'OCT

2V letissu/oCT ?ongélation inégale, " Fissures
/ fissures ,.




Congelation

Apres tout ce soin, apres

qYeqldt WHIIt WG ijjHc :
mauvais geste a la

congélation, et I'échantillon

\ est perdu )




Probleme de vitesse ou température Free-floating




Conclusions & Perspectives

Les étapes pr@nalytiques, fondement de la
qualité

01

La cryosection offre une bonne préservation antigéniguenais la qualité
finale se construit bien avant le cryostat, a chaque étapegmaytique.

02 Pas de protocole universel : adapter a sa question

Fixateur,cryoprotecteur, paraffine, cryo t chaquechoix doit répondre a
votre question biologique Ce qui fonctionne pour I'lHCne convient pas
forcement ala hibridationin situ.

03 La standardisation, gage de reproductibilité

Des étapes contrélées et reproductibles, c'est la garantie de résultats
comparablesd'un échantillonal'autre, d'une expériencea l'autre.

04 Les artefacts sont évitables

IHC flottants, IHC sur lames, RNAScope : chaque technique impose des
contraintes spécifiques. Il n'existe pas de protocole universel.
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