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COLORATION TETRACHROMIQUE
POUR L’EXAMEN

DU PANCREAS ENDOCRINE
G. SIOU ET J. DIAZ

Laboratoire d’histopathologie CERTI - 59 avenue de Paris - 78000 VERSAILLES

INTRODUCTION

L’histopathologie requiert des métho-
des de coloration de « routine » qui ne
peuvent atteindre la finesse des métho-
des cytologiques ou immuno-histochi-
miques. Néanmoins, il peut &tre intéres-
sant de disposer de techniques, si possi-
ble automatisables, fournissant plus de
renseignements morphologiques et fonc-
tionnels qu’une coloration dichromique
ou trichromique, notamment si 1’on
désire évaluer I’état fonctionnel de cer-
taines cellules.

Bien que les cellules B des ilots de Lan-
gerhans puissent €tre, en principe, repé-
rées d’apres leurs caractéristiques mor-
phologiques, cette identification n’est pas
toujours aisée et ne permet pas d’appré-
cier la charge de ces cellules en produits
de sécrétion.

Nous présentons dans cette note une
méthode permettant la mise en évidence
conjointe des cellules B insulaires ainsi
que celle des fibres élastiques. Il s’agit
d’une coloration tétrachromique asso-
ciant la fuchsine-paraldéhyde et le trich-
rome de Masson au bleu d’aniline, mais
ne requérant pas de temps d’oxydation.

Rappelons que la coloration par la
fuchsine-paraldéhyde, introduite en tech-
nique histologique par Gomori, colore
divers produits de sécrétion (cellules B
des flots de Langerhans, cellules TSH de
I’anté-hypophyse, mastocytes, substan-
ces mucipares) ainsi que les fibres élasti-
ques et le cartilage. Une oxydation préa-
lable est généralement requise pour la
coloration des produits de sécrétion.

Nous rapportons, a titre d’exemple, les
observations effectuées chez des rats nor-
maux et chez des rats rendus diabétiques
par une administration de streptozoto-
cine.
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MATERIEL ET METHODES
MATERIEL ANIMAL

Les pancréas que nous avons exami-
nés ont été prélevés soit chez des rats nor-
mausx, soit chez des rats diabétiques. Ces
derniers animaux ont été sacrifiés cing
semaines aprés une administration de
streptozotocine par voie IV a la dose de
60 mg/kg et présentaient un diabéte
caractérisé (hyperglycémie, polydipsie,
polyphagie, hypercholestérolémie et
hypertriglycéridémie). Les prélévements
ont été fixés dans le liquide de Bouin et
inclus en paraffine.*

TECHNIQUE HISTOLOGIQUE

La technique tétrachromique présen-
tée ici comporte un premier temps de
coloration par la fuchsine-paraldéhyde,
sans oxydation préalable, suivie d’une
coloration par le trichrome de Masson au
bleu d’aniline. Seule la préparation de la
solution de fuchsine-paraldéhyde sera
décrite, la confection des différentes
solutions utilisées dans le trichrome de
Masson figure dans tous les manuels de
techniques histologiques.

e Préparation de la solution de
fuchsine-paraldéhyde

Le mode de préparation de la solution
de fuchsine-paraldéhyde a partir de la
fuchsine basique est indiqué dans la
méthode originale de Gomori rapportée
par Gabe (1). La confusion qui existe
quelquefois dans la nomenclature des
substances colorantes est a I’origine de
nombreux déboires, notamment en ce
qui concerne la fuchsine basique. Gabe
(1) a bien attiré I’attention sur la néces-
sité de préparer la fuchsine-paraldéhyde
a partir du chlorhydrate de pararosali-
nine et non a partir d’un échantillon de
fuchsine basique qui risque de ne pas cor-
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respondre a du chlorhydrate de pararo-
salinine pur. Dans un travail relativement
récent Mowry et coll. (2) ont comparé,
sur le pancréas humain, les capacités
tinctoriales de lots de fuchsine basique
de teneurs différentes en rosalinine ou en
pararosalinine et ont pu conclure a la
nécessité d’utiliser un échantillon de
chlorhydrate de pararosalinine référencé
sous le numéro C.I. n° 42 500 par la Bio-
logical Stain Commission. C’est cet
échantillon que nous utilisons et qui nous
donne entiére satisfaction.

La solution de fuchsine-paraldéhyde
est préparée, suivant Mowry et coll. (2)
de la facon suivante :

- chlorhydrate de pararosalinine

(Sigma C.I. 42500) 0,5¢g
- alcool 70° 100 ml
- paraldéhyde (Prolabo

réf. 26180) 3 ml

- acide chlorhydrique concentré 1 ml

Aprés fabrication, la solution est lais-
sée a murir a la température du labora-
toire pendant 5 jours puis conservée
ensuite au réfrigérateur. Elle est utilisée
généralement durant 3 4 4 semaines.

Cette formule ne différe de celle de

Gomori que par une concentration tri-
ple en paraldéhyde.

° Technique de coloration

Les colorations sont réalisées avec un
appareil automatique a 24 bacs (Varis-
tain Shandon). Aprés déparaffinage et
hydratation, les lames subissent le trai-
tement suivant :

- alcool 70° - HC1 1 % 3 mn
- fuchsine-paraldéhyde 2 h 30
- alcool 70° - HC1 1 %

3 bains 3% 1 mn
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- eau permutée 1 mn
- trioxyhémateine

ferrique de Hansen 3 mn
- eau de ville 1 mn
- eau carbonatée 2 mn
- eau acétique 15 s

- fuchsine acide-ponceau

de xylidine 10 mn
- eau acétique 1 mn
- orangé G - acide

phosphomolybdique 5 mn
- eau acétique 1 mn
- bleu d’aniline 2 mn
- eau acétique 1 mn

- déshydratation (alcool et tolueéne) et
montage.

Nous n’avons pas d’expérience de
’application de cette technique sur des
piéces fixées au formol, les affinités tinc-
toriales pourraient étre, dans ce cas, lége-
rement modifiées et les temps de colora-
tion devraient &tre ajustés.

RESULTATS

RATS NORMAUX (Fig. 1)

A faible grossissement, les ilots de
Langerhans se détachent trés nettement,
colorés en bleu, au sein du pancréas exo-
crine. A plus fort grossissement, on cons-
tate que les cellules B constituent la
population la plus importante des ilots
de Langerhans. Ces cellules sont distri-
buées en cordons enserrant des sinus san-
guins et occupent la partie centrale des
flots. Les granulations cytoplasmiques
colorées en bleu par la fuchsine-
paraldéhyde apparaissent dans le cyto-
plasme, - particuliérement concentrées
dans la partie de la cellule jouxtant les

capillaires. Les autres cellules insulaires,
colorées en rose, apparaissent principa-
lement réparties a la périphérie des flots.

Avec la simple coloration trichromi-
que de Masson, une telle distinction tinc-
toriale n’est pas possible.

De plus, les fibres élastiques présentes
dans les structures vasculaires se déta-
chent trés nettement en bleu foncé et ne
peuvent &tre confondues avec les fibres
de collagéne de coloration bleu clair.

RATS DIABETIQUES (Fig. 2)

Examinés a faible grossissement,
aucun ilot de Langerhans ne se détache
de la préparation. A plus fort grossisse-
ment, il est possible de constater que les
flots présentent des aspects de remanie-
ments cellulaires et de déplétion totale
des granulations des cellules B colorables
par la fuchsine-paraldéhyde. Les rema-
niements cellulaires sont caractérisés par
une hypertrophie nucléaire et cytoplas-
mique avec, dans quelques cas, pléomor-
phisme nucléaire et vacuolisation cyto-
plasmique. On note aussi une réduction
de taille de I’ensemble des ilots de Lan-
gerhans résultant probablement de la dis-
parition de la plupart des cellules B, ce
qui confirme les observations rapportées
chez ’Homme dans le diabéte insulino-
dépendant (3). Les autres cellules, a cyto-
plasme coloré en rose, sont principale-
ment focalisées a la périphérie des ilots
mais peuvent aussi s’observer en position
centrale. '

La seule coloration trichromique ne
permet évidemment pas de juger de la
déplétion des granulations des cellules B,
ni de I’identité des cellules dégénérées.

DISCUSSION

L’intérét de la technique tétrachromi-
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