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L’HISTOLOGIE OU L’ ART DANS TOUS SES ETATS

Pour les 25 ans de la revue, je souhaite vous parler de la place de I’histologie dans le
monde de ’art.

Je ne parle pas d’objets customisés comme des tasses ou méme des cravates impri-
mées de tumeurs gliales, sarcomes ou d’adénocarcinomes... Non je souhaite vous parler de
véritables artistes qui se sont inspirés de I’histologie pour créer des belles ceuvres.

Mais avant tout, le cceur de notre de métier reste I’'image. Nous avons la chance
de pouvoir observer au microscope optique, a fluorescence ou au microscope électronique
des structures de toute beauté. Rien de plus naturel alors de créer depuis de trés nombreu-
ses années des concours de photographie en microscopie. Une facon de voir le beau dans
I’infiniment petit. Et malgré notre quotidien au microscope, ces images sont toujours une
surprise pour les yeux. L’avancée des techniques permet de capturer des images de plus en
plus incroyables qui se révelent étre magnifiquement belles.

Cependant, la place de I’histologie dans les arts ne se limite pas uniquement a la
photographie. Certains artistes comme Jonathan Hetts ou Kathryn Elliget ont réalisés des
peintures contemporaines sur le muscle, le cartilage mais également sur des phénomenes
physiologiques comme la lyse cellulaire, I’apoptose. Cela reste malgré tout de rares ceuvres
dans leur parcours. Quant a Andréa Offerman, elle s’inspire de ces cours d’anatomie et
d’histologie pour créer ses esquisses. Bien que ses ceuvres ne représentent pas directement
des structures histologiques. Elle reste fascinée par la complexité des corps et utilise ces
connaissances pour perfectionner ces ceuvres et les enrichir de trés nombreux détails.

C’est avec I’artiste Kathaman ol nous retrouvons notre cceur de métier avec 1’expo-
sition de sa collection de 26 tableaux intitulée «histological colorations: exploration into
the human form ». Des tableaux tres colorés qui représentent des coupes histologiques des
différents organes. Cette ancienne technicienne en histologie avoue qui lui arrivait de réali-
ser des colorations spéciales, d’obtenir des résultats différents de ceux désirés et de «s’€tre
perdue dans les couleurs de ce monde microscopique ».
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Mon artiste préférée dans 1’art de 1’histologie reste Penny Oliver qui a créé « Diagno-
sisArt». En s’inspirant d’images pathologiques ou histologiques, cette artiste réinterprete
en acrylique, nos paysages intérieurs d’une facon extrémement précise et abstraite. Malgré
la gravité de certaines ceuvres, les tableaux sont toujours de formes et de couleurs harmo-
nieuses et se révelent d’une grande beauté.

Mais revenons a notre quotidien, loin des galeries et des ceuvres d’art, ou la réa-
lisation de coupes parfaites, de colorations impeccables, de techniques éclatantes restent

nécessaire pour nous permettre une analyse histologique de bonne qualité mais également
pour réjouir nos yeux. Cela est et restera tout un art...

Lydie VENTEO
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STADES DE DEVELOPPEMENT OVOCYTAIRE
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RESUME Les follicules ovariens ont été classés

Ce travail est consacré a une description en sept stades, en considérant la taille des
histologique des différents stades du déve- ovocytes, la constitution de la membrane
loppement ovocytaire de 1’espece Barbus folliculaire et la distribution des inclusions
callensis vivant dans I’oued Soummamen cytoplasmiques. Le premier et le deuxie-
Algérie. me stade correspondent a une croissance

Entre mars 2010 et mars 2011, 268 fe- primaire des ovocytes, les stades III et IV
melles ont été péchées, disséquées et leurs correspondent a une phase d’accumula-
ovaires ont fait I’objet d’une étude histo- tion de réserves avec apparition des diffé-
logique. Les observations ont révélé une rentes membranes ovocytaires. Les stades
coexistence, au sein d’une méme gonade, V et VI correspondent a une phase de ma-
de plusieurs follicules a différents sta- turation complete et le stade VII a celle de
des de maturité sexuelle, ce qui témoigne la ponte.

d’une ovogenese asynchrone.
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INTRODUCTION

La reproduction est un processus uni-
versel qui assure la pérennité des especes
en transmettant 1’information génétique
d’une génération a ’autre. Ce processus
revét généralement une activité saisonnie-
re chez les animaux [1]. Un cycle sexuel
est le temps nécessaire a la transformation
d’une gonie en gamete mir [2, 3]. Cette
transformation affecte directement la mor-
phologie et le poids des gonades. Le cycle
reproducteur est affecté par les variations
de I’environnement, et il comporte deux
parties essentielles, la gamétogenese et la
fraie [4].

La gamétogenese correspond a la for-
mation de cellules hautement spécialisées :
les spermatozoides et les ovules. Initiale-
ment les gonies souches (spermatogonie
et ovogonies) se multiplient activement
pour donner naissance aux spermatocytes
et ovocytes primaires. Chez le male, les
spermatocytes se transforment immédiate-
ment en spermatides, tandis que chez la fe-
melle les ovocytes subissent une phase de
croissance lente qui les conduit au stade de
prévitellogenese. La phase finale de la ga-
métogenese correspond a la vitellogenese
endogene (remaniements internes dans le
cytoplasme) puis vitellogenése exogene
(apports de matériaux par le sang consti-
tuant une forte accumulation de réserves).

La période de fraie comporte une sé-
quence d’événements qui débute par la
maturation des gametes lesquels sont en-
suite libérés de la gonades (spermiation
et ovulation) puis du corps (€jaculation et
oviposition), aprés un comportement re-
producteur plus ou moins complexe, pour
aboutir a la fécondation.
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Il est admis, que la connaissance d’un
cycle de reproduction d’une espece donnée
peut conduire a des applications diverses,
tant dans le domaine biologique pur que
pour son exploitation a des fins économi-
ques. Le barbeau (Barbus callensis) est le
poisson le plus commun et le plus abon-
dant des eaux continentales nord-africai-
nes de I’ Algérie, du Maroc et de la Tunisie
[5, 6,7, 8, 9]. En pisciculture, il est utilisé
comme poisson fourrage pour les especes
carnassieres (brochet, black-bass, sandre,
perche) [8].

Cette espece peuplant les oueds et les
cours d’eau algériens reste aujourd’hui en-
core peu étudiée, en particulier qui concer-
ne sa physiologie de reproduction qui de-
meure mal connue. Ce travail est consacré
particulierement a une description histolo-
gique des différents stades du développe-
ment ovocytaire.

MATERIEL ET METHODES
Présentation de la zone d’échantillonnage

Les gonades, objet de cette étude his-
tologique, ont été prélevées a partir d’in-
dividus de Barbus callensis échantillonnés
dans I’oued Soummam.

Cet oued se trouve dans la région de
Béjaia et représente I'un des principaux
cours d’eau algériens, il parcourt toute la
vallée de la Soummam sur environ 90 km
(Figure 1a) [10].

- Figure 1: (a)
o L Réseau principal
et affluent

de I’oued
Soummam.




En se référant a I’étude de Bacha et Amara
[11], en travaillant sur 11 stations d’échan-
tillonnage, les auteurs ont trouvé que 10
de ces stations (90,9%) hébergent Bar-
bus callensis avec une méme fréquence
d’abondance. Cette espece est seulement
absente de la station située a I’embouchure
de I’oued en méditerranée, en eaux sauma-
tres. En effet la salinité des eaux, lorsque
son degré atteint 15 a 20%o, constitue un
facteur limitant pour la survie du barbeau
[12].

Pour notre travail, la zone réelle
d’échantillonnage se situe a 1’amont du
cours d’eau, dans la station d’Akbou (Fi-
gure 1b) caractérisée par la jonction de

-
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Figure 1: (b) zone réelle d’échantillonnage. N : Nord.
EK: El-Ksseur. SA : Sidi Aich. EK: El-Ksseur.u AK:
Akbou. Oued. EM: Embouchure. OG: Oued Ghir.
OR: Oued Roumila. OA: Oued IghzerAmokrane.
OI: Oued Ighrem. OB : Oues Bousselam. OS: Oued
Sahel.

deux cours d’eaux importants: Boussel-
lam, orienté vers I’est, qui prend naissance
sur les haut-plateaux de Sétif, et Sahel,
orienté vers 1’ouest, formé par la confluen-
ce des rivieres Ziane et Ed-Dous provenant
de Bouira [10]. Ces diverses confluences
conférent a cette station une diversité im-
portante.

268 femelles de barbeaux ont été
échantillonnées a 1’aide d’une canne a pé-
che et d’un filet a trémail, entre mars 2010
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et mars 2011. Ces spécimens ont été dissé-
qués et leurs ovaires ont fait ’objet d’une
étude histologique.

Préparation des lames histologiques

La technique appliquée pour la prépa-
ration histologique des coupes de gonades
de Barbus callensis est celle adaptée par
Djoudad-Kadji & al. [13]. L’association
optimale, du liquide de Bouin aqueux
comme fixateur et du trichrome azan de
Roméis modifié comme coloration permet
la visualisation en détail des structures
histologiques. Cette association est a re-
commander dans tout travail visant & une
étude détaillée de la dynamique des consti-
tuants ovariens des téléostéens. L’ associa-
tion formol/hématoxyline-éosine ne révele
pas autant de détails mais reste néanmoins
tout a fait utilisable pour la mise en évi-
dence de I’architecture générale des tissus,
notamment pour des études de biométries
cellulaires concernant la dynamique de la
reproduction.

RESULTATS
Histologie des ovaires

L’examen des coupes histologiques des
ovaires de B. callensis a différentes pério-
des du cycle sexuel a révélé, pour la totalité
des spécimens, la coexistence de plusieurs
stades de développement ovocytaire a dif-
férents niveaux de maturité au sein d’un
méme ovaire (Figure 2a).

Cependant, la fréquence relative des dif-
férents stades de développement folliculai-
re au sein d’une méme coupe histologique,
fait I’objet d’une variation annuelle, dont
dépend I’activité de reproduction du pois-
son notamment en ce qui concerne la fraie.



Figure 2: coupes histologiques des ovaires de B. callensis illustrant les différents stades de la maturité sexuelle
durant un cycle reproducteur. (a) vue générale d’un ovaire contenant plusieurs stades de développement. (b) ovo-
cytes au stade I. (¢ et d) ovocytes au stade II. (e et f) ovocytes au stade II1. (g) ovocyte au stade IV. (h) ovocytes au
stade V. (i) ovocyte au stade VI. (j) ovocytes au stade VIL. (a, b, ¢, e, f, g, h) ovaires fixées dans le bouin et colorés
a I’azan modifié. (d) ovaires fixés dans le formol et coloré a I’'HE. (i) ovaire fixé dans le bouin et coloré a I'HE.
St: stade. N: noyau. n: nucléole. Cy: cytoplasme. Cf: cellules folliculaires. Bb: noyau de balbiani. Ac: alvéoles
corticaux. Zr: zona radiata. Lb: lame basale. Th: cellules thécales. Gv: gouttelettes vitellines. Mp: Micropyle.

FPO: follicule post-ovulatoire.

En considérant la taille des ovocytes, la
constitution de la membrane folliculaire et
la distribution des inclusions cytoplasmi-
ques, les follicules ovariens de B. callensis
ont été subdivisés en sept stades.

Stade I': On considére comme apparte-
nir a ce stade les ovocytes primaires (jeunes
ovocytes) qui sont issus de la division mi-
totique des cellules germinales. Les ovocy-
tes de B. callensis examinés a ce stade sont
de forme irréguliere ; de taille comprise
entre 4 et 160 um et sont observés dans un
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nid germinatif. Ces ovocytes présentent un
cytoplasme dense, homogene et basophile
avec un grand noyau central contenant 1 a
4 nucléoles. A ce stade aucune cellule fol-
liculaire n’est observée (Figure 2b).

Stade II: Ce stade est marqué par
I’augmentation de la taille des ovocytes
primaires (60 a 220 pum) et leur migration
hors du nid germinatif. La chromatine est
totalement dispersée dans le noyau qui
présente de nombreux nucléoles (plus de
10) situés contre la membrane nucléaire



(Figure 2c). Le cytoplasme apparait ho-
mogene et peu basophile présentant, pour
certains ovocytes, une région sombre cor-
respondant a un noyau de Balbiani (Figure
2d). Autour des ovocytes on observe 1’ap-
parition d’une légere couche de cellules
folliculaires tres aplaties (Figure 2c).

Stade III: La fin de la phase de crois-
sance primaire constitue le début du troisie-
me stade de développement des follicules
ovariens de B. callensis. Ces follicules a ce
stade contiennent des ovocytes mesurant
entre 230 et 790 um et sont caractérisés
par un noyau central de coloration homo-
gene avec de nombreux nucléoles situés a
la périphérie. Le cytoplasme commence a
devenir hétérogene par 1’apparition d’al-
véoles corticaux a la périphérie des ovo-
cytes (Figure 2e). Le noyau de Balbiani
a disparu. Une succession de différentes
couches minces entourent certains ovocy-
tes, ce sont de 1’ovocyte vers la périphérie
du follicule ovarien: la zona radiata colo-
rée en orange a 1’azan modifié, la couche
de cellules folliculaires aplaties colorées
en bleu a 1’azan modifié, la lame basale et
les cellules thécales tres allongées (Figure
2f).

Stade I'V : 1l est caractérisé par le début
de la vitellogenese. Les follicules ovariens
contiennent des ovocytes plus volumineux,
atteignant des tailles comprises entre 500
et 890 pm, ils possedent un noyau toujours
central et présentent de petites vésicules de
vitellus et une couronne épaisse d’alvéoles
corticaux. A ce stade, la zona radiata et la
couche de cellules folliculaires sont bien
développées (Figure 2g).
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Stade V: Les ovocytes des follicules ova-
riens augmentent encore de volume pour
atteindre 900 a 1300 pm. L activité vitel-
logénique des ovocytes a ce stade se tra-
duit par I’augmentation du volume des
vésicules vitellines dispersées dans tout le
cytoplasme, les alvéoles corticaux sont re-
poussés vers la périphérie. Le noyau prend
une forme irréguliere. La zona radiata et
la couche des cellules folliculaires devien-
nent plus épaisses (Figure 2h).

Stade VI: 11 s’agit du stade de matura-
tion complete des ovocytes, qui atteignent
leur taille maximale (1200 a 1900 um). Ils
sont totalement envahis par les gouttelettes
vitellines, qui ont nettement augmenté de
volume et sont serrées les unes contre les
autres en restant individualisées. Ce stade
est caractérisé par la migration du noyau
et la formation du micropyle. Les alvéoles
corticaux sont disposés en fine couronne
a la périphérie de 1’ovocyte en une zone
considérablement réduite. Les différentes
couches cellulaires entourant les ovocytes
sont bien différenciées et ont atteint leur
taille maximale (Figure 21i).

Stade VII: Cette phase se caracté-
rise par I’expulsion des ovocytes hors de
I’ovaire. La figure 2j montre un follicule
ovarien post-ovulatoire. Apres la ponte, le
follicule post-ovulatoire prend un aspect
dégénéré caractérisé par des cellules folli-
culaires a la forme irrégulicre.

Atrésie

La figure 3 montre des follicules atré-
tiques. Certains sont issus de la dégéné-
rescence des ovocytes aux stades III et
IV (Figures 3a et 3b). Ces ovocytes atré-
tiques sont dispersés dans 1’ovaire et se



Figure 3: coupes histologiques des ovaires de B. callensis illustrant les différents ovocytes atrétiques. (a, b) ovo-
cytes atrétiques aux stades I et II. (¢, d) ovocytes atrétiques aux stades V et VI. (a, ¢, d) ovaires fixées dans le bouin
et colorés a I’HE. (b) ovaires fixés dans le formol et coloré a 1’azan modifié.

distinguent par leur membrane plasmique
plissée. Les figures 3c et 3d montrent des
ovocytes au stade V et VI (maturation fina-
le) dont la dégénérescence est sans doute
causée par une absence de ponte.

Dynamique du cycle sexuel

Le suivi de I’état histologique des ovai-
res a permis de situer les différents stades
du développement ovarien sur des périodes
bien distinctes de 1’année.

Les coupes histologiques de la quasi-
totalité (97%) des ovaires prélevés sur des
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spécimens capturés durant la saison esti-
vale (Juillet et aofit), présentent unique-
ment les deux premiers stades de maturité
sexuelle (I et IT). Cette période correspond
au repos sexuel de I’espece étudiée et au
temps de la régénération cellulaire.

Durant une longue période automnale,
s’étalant du mois de septembre au mois de dé-
cembre, le stade III est prédominant et coexis-
te avec les stades I et IT avec des pourcentages
d’individus de 74,6% et 25,3% respective-
ment. Cette phase marque un début actif de la
dynamique ovocytaire de B. callensis.



Au début du mois de janvier (saison hi-
vernale) certaines femelles (18,6%) attei-
gnent déja le quatrieme stade du dévelop-
pement ovarien, ce qui les classe parmi les
individus a reproduction précoce. D’autres
femelles (81,3%) ont gardé la méme distri-
bution ovocytaire qu’en automne.

A partir du mois de mars, les stades
IIT et IV sont majoritaires (78,3%) ce qui
correspond au début de 1’accumulation
des réserves. Toutefois, quelques femelles
(11,1%) sont déja parvenues a des stades
de maturité sexuelle trés avancés (présence
de stades V et VI). Cependant la plupart des
ovaires (90,4%) ne sont totalement matu-
res qu’entre fin avril et juin, ce qui signifie
une activité sexuelle intense de I’espece B.
callensis durant le printemps.

La majorité des ovaires prélevés fin juin
et début juillet sont a un stade de pré ponte
ou de post ponte avec quelques femelles
qui sont déja rentrées en repos sexuel avec
des ovocytes atrétiques.

DISCUSSION

Cette étude préliminaire sur la dyna-
mique histologique des follicules ovariens
de la population de B. callensis de 1’oued
Soummam (Algérie), tout au long des dif-
férentes périodes du cycle sexuel, a permis
d’observer, au sein d’'une méme gonade, la
coexistence de plusieurs follicules a diffé-
rents stades de maturité sexuelle, ce qui té-
moigne d’une ovogenese asynchrone [14,
15, 16]. Ce type d’ovogenese a été signalé
auparavant chez la méme espece pour les
populations tunisiennes et marocaine [17,
18], ainsi que chez B. fritschi au Maroc
[18].
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A partir de la distribution annuelle des
différents stades de développement fol-
liculaires, on peut déduire aisément que
I’espece B. callensis se reproduit une fois
dans I’année durant la saison printaniere
avec une seule ponte déclenchée par 1’é1é-
vation des températures, certains individus
continuent a présenter des pontes durant
le début de la saison estivale. Kraiem [17]
et Bouhbouh [18] ont signalé des résultats
similaires pour les populations femelles de
B. callensis tunisienne et marocaine res-
pectivement.

CONCLUSION

Cette caractérisation de la période de
reproduction des femelles de B. callensis,
basée sur I’examen histologique des ovai-
res, nous a permis de mieux comprendre
la dynamique de reproduction et de la si-
tuer dans le temps. Ces premiers résultats
pourraient étre exploités pour mieux com-
prendre dans le futur I’'impact de I’environ-
nement sur la physiologie de reproduction
de cette espéce, mais aussi d’optimiser
les techniques de reproduction artificielle
aussi bien pour un repeuplement des cours
d’eau que pour une exploitation de B. cal-
lensis comme poisson fourrage.
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Un paradigme peut étre défini comme
un modele reposant sur une base concep-
tuelle bien définie. Dans les sciences cela
peut correspondre a une théorie quasi dog-
matique a laquelle la recherche se réfere
pendant une période donnée. A un mo-
ment, le paradigme en vigueur peut étre
bousculé, anéanti et remplacé par un nou-
veau paradigme qui, a son tour, deviendra
transitoire [1].

Apres avoir exposé quelques aspects
historiques de paradigmes généraux rele-
vant des sciences de la vie, seront présentés
quelques exemples en biologie cellulaire et
tissulaire. Cela nous permettra de montrer
que les changements de paradigmes sont
étroitement liés a 1’évolution des moyens
d’observation et de leurs performances,
eux mémes étroitement corrélés a 1’évo-
lution des concepts. Finalement, quels que
soient les changements de paradigme, les
sciences progressent de maniere inexora-
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ble, approchant la réalité (pourrait-on dire
«la vérité » 7) du monde, augmentant ses
propres possibilités et donc le champ de
leur application.

Les grands paradigmes de I’histoire de
la biologie

Pour illustrer ce propos, le premier
exemple est la génération spontanée, para-
digme qui, pendant pres de 2500 ans a été
I’une des explications officielles de I’appa-
rition des étres vivants, au méme titre que
la reproduction sexuée, le second exemple
étant la théorie de I’évolution qui repré-
sente un paradigme actuel d’explication du
vivant.

Le paradigme de la génération spontanée

Pendant plusieurs siecles, pour expli-
quer I’apparition des étres vivants, la gé-
nération spontanée des organismes a été

admise conjointement a la reproduction
par génération sexuée. Parmi les philo-



sophes ioniens et grecs, les «biophiloso-
phes» dont parle de Wit [2], Anaximan-
dre (610-547 av. J.-C.) considérait que
les premiers animaux étaient protégés par
une écorce épineuse qui éclatait sous I’ac-
tion de la chaleur. Empédocle (485-425
av. J.-C.) considérait que la vie était issue
d’une boue animée d’un feu intérieur, a
I’origine de fragments d’étres vivants tels
que des tétes, des bras, des jambes, des
troncs, aussi bien humains qu’animaux qui
se rassemblaient au hasard et dont seules
les associations harmonieuses étaient ca-
pables de vivre. Anaxagore (-499 a -428)
et Démocrite (-450 a -360) avaient adopté
la panspermie, c’est-a-dire la présence de
particules invisibles, les «spermes» qui
étaient partout, a I’origine des organismes
vivants qu’ils composaient. Le poete latin
Lucrece (-98 a -55) considérait que la vie
était apparue au hasard du rassemblement
de particules douées d’un mouvement per-
pétuel et formant par ailleurs aussi bien la
terre, I’air, I’eau ou les étres vivants. La
génération spontanée avait non seulement
permis 1’apparition des tout premiers étres
vivants mais elle coexistait toujours aupres
de la reproduction sexuée.

Ce paradigme allait persister long-
temps. Au XVII¢siecle pourtant, Francesco
Redi (1626-1698) le refusait et démontrait
par une expérience simple que le fumier et
les corps en décomposition n’engendraient
pas des vers ou des mouches, mais ser-
vaient de nid a ces derniéres pour pondre
leurs ceufs minuscules. Malgré cette dé-
monstration expérimentale, la théorie de la
génération spontanée a tenu bon. Redi lui-
méme admettait d’ailleurs qu’elle restait
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possible dans certains cas. Les hommes
de I’époque n’étaient pas encore préts a
accepter un tel changement de paradigme.
A la méme époque, Antoon Van Leeuwen-
hoeck (1632-1723), Hooke (1635-1703)
construisaient les premiers microscopes
et découvraient la vie invisible: levures,
bactéries, infusoires, mais ils restaient per-
suadés que de tels étres microscopiques ne
pouvaient se former qu’a partir du milieu
dans lequel ils étaient observés.

Au XVIII® siecle, John Turberville
Needham (1713-1781), partisan de la gé-
nération spontanée et Lazzaro Spallanzani
(1729-1769) qui, au contraire la refusait,
effectuérent des expérimentations pour
confirmer leurs theses. Needham, utilisant
un bouillon dans une fiole qui devenait
trouble au contact de 1’ air, tenta de stériliser
I’ensemble par la chaleur mais n’y parvint
pas. Sa conclusion fut que des « microbes »
étaient produits par génération spontanée
a partir du bouillon. Spallanzani reprit les
mémes expériences avec plus de rigueur en
stérilisant 1’air des flacons par la chaleur
avant de boucher hermétiquement le flacon
(ce que Needham avait omis). Cette fois,
aucun micro-organisme ne se développa et
le liquide resta limpide. Méme si les ex-
périences de Spallanzani montraient que
les microbes provenaient de 1’air et étaient
tués par ébullition, le paradigme de la gé-
nération spontanée restait vivace.

Il faut attendre la deuxiéme moitié¢ du
XIXe siecle et Louis Pasteur pour mettre
un point final a I’ére de la génération spon-
tanée apres une célebre démonstration pu-
blique en 1862. Pasteur remplit de milieu



nutritif un ballon, puis il étira le goulot du
flacon en col de cygne a la flamme et fit
chauffer le tout. La vapeur d’eau s’échappa
et forma un bouchon dans le col de cygne.
Le liquide restait limpide. Des que le col fiit
cassé, le liquide devint trouble, rempli de
micro-organismes visibles au microscope.
A ce moment, I’existence de microbes in-
visibles dans I’air, ¢’est-a-dire de microbes
qui n’étaient pas produits par génération
spontanée par le milieu nutritif, fut enfin
admise. Cette expérience intervint seule-
ment trois ans apres que Pouchet (1707-
1788), professeur au Muséum d’Histoire
naturelle de Rouen, ait publié un traité de
700 pages sur les preuves de la génération
spontanée.

Il aura donc fallu plus de 150 ans pour
que le paradigme de la génération sponta-
née, vieux de plus de deux millénaires, soit
définitivement rayé des théories scientifi-
ques.

Mais parallelement a ce bouleverse-
ment des idées, se prépare une nouvelle
révolution scientifique : la théorie de 1’évo-
Iution. Voyons maintenant comment a pu
naitre cette derniere.

Le paradigme (ou la théorie) de I’évolution

Tout d’abord, précisons qu’il faut bien
discerner le fait de 1’évolution des méca-
nismes de 1’évolution. Le fait concerne
I’accumulation de preuves tangibles mon-
trant que 1’évolution biologique est possi-
ble et correspond a une réalité ; les méca-
nismes de 1’évolution mettent en jeu des
lois et des causes qui conduisent a 1’évolu-
tion des &tres vivants. Les preuves se sont
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accumulées au cours de 1’histoire et c’est a
partir d’elles que des théories explicatives
ont été élaborées avec de nombreux taton-
nements.

Apres quelques premieres idées plus
ou moins proches d’une théorie de 1’évo-
Iution (Maupertuis, Buffon, Bonnet), c’est
certainement Lamarck (1744-1829) qui
fut le premier a percevoir un phénomene
évolutif [2]. Il constata que, au cours de la
vie, sous I’influence de certaines habitudes
ou usages, des individus modifiaient leur
corps (par exemple la musculature chez
les personnes exercant des efforts physi-
ques de maniere réguliere). Il en conclut
que les modifications de comportement
des individus vivants, leur besoin d’amé-
lioration, les conduisent a de nouvelles
habitudes qui auront pour conséquence des
modifications morphologiques qui seront
transmises directement a la descendance :
I’allongement du cou de la girafe en est un
exemple célebre, la régression des yeux de
la taupe en est un autre. Apres cette appro-
che, Geoffroy Saint-Hilaire (1772-1844)
et les «néo-lamarckiens» décrivirent que
ce sont les facteurs externes de I’environ-
nement qui deviennent les moteurs fonda-
mentaux d’une évolution biologique. L’hé-
rédité de 1’acquis n’a cependant jamais été
démontrée jusqu’a présent [3].

C’est Charles Darwin (1809-1882) qui
est a ’origine de la théorie moderne de
I’évolution, basée sur la sélection naturel-
le. Il publie L’origine des espéces en 1859
apres plus de 20 ans d’observation et de
réflexion, depuis son retour d’un voyage
autour du monde au cours duquel il a ob-



servé de nombreuses flores, faunes contem-
poraines et fossiles, apres observation des
pratiques des éleveurs de chevaux et de
bétail, apres lecture des travaux de Mal-
thus (Essais sur le principe de population,
1798 ; les principes d’économie politique,
1820). Parmi les observations de Darwin,
plusieurs points méritent d’étre soulignés.
La population naturelle du monde ne fait
qu’augmenter et il existe donc une mor-
talité importante pour que les populations
soient diversifiées et restent stables. Dans
une méme espece, des différences anato-
miques héréditaires existent d’un sujet a
I’autre et I’évolution d’une forme a 1’autre
se fait par petits changements progressifs.
Enfin les hécatombes d’ceufs et d’indivi-
dus ne se font pas au hasard mais frappent
tous les sujets qui possedent les variations
les moins favorables.

Par la suite, les mécanismes de 1’évolu-
tion seront proposés consécutivement aux
découvertes de la génétique mendélienne
puis de la génétique des populations, et de
I’importance des mutations. Aujourd’hui,
le fait de I’évolution n’est pas contesté par
la majorité des scientifiques mais en ce qui
concerne les mécanismes explicatifs basés
sur la mutation-sélection qui représentent
en eux-méme un paradigme, de nouveaux
concepts apparaissent, tels que le ponctua-
lisme (Eldredge et Gould, fin des années
1970, voir entre autres Gould [4]) que I’on
peut opposer au gradualisme, le neutra-
lisme de Kimura, [5] ou encore, la mise
en évidence de I’empreinte parentale (ou
génétique), les données de 1’épigenese, qui
sont le résultat d’études faisant appel a la
biologie moléculaire permettant de com-
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prendre le fonctionnement intime de la
molécule d’ADN et représentant un nou-
veau paradigme en matiere de théorie de
I’évolution [6], sans oublier I’ «evo-devo »,
acronyme de Evolutionary Developmental
Biology qui s’intéresse a 1’évolution des
genes du développement.

En conclusion, la théorie de 1’évolution
regroupe des faits et répond a des lois qui
ne sont finalement pas parfaitement énon-
cées et précises méme si elles sont com-
prises de maniere intuitive. Chaque théorie
devient un paradigme qui est ensuite bous-
culé et renversé au profit d’une nouvelle
théorie qui représente un nouveau paradig-
me, etc. Les progres des moyens d’inves-
tigation sont tels que les mécanismes sont
de plus en plus précisés, au point de rendre
obsoletes voire erronées les premieres in-
vestigations qui sont pourtant a 1’origine
des explications actuelles.

Quelques paradigmes de la biologie
cellulaire et de I’histologie

Tous les paradigmes n’ont pas le méme
niveau hiérarchique et sont pour ainsi dire
«emboités» : certains correspondent a de
grandes théories (génération spontanée,
évolution), d’autres correspondent a des
domaines plus ponctuel des sciences. C’est
ce que nous allons voir maintenant a partir
de quelques exemples tirés de la biologie
cellulaire et tissulaire, notamment la struc-
ture de la membrane plasmique et la struc-
ture de la cellule de Sertoli.

La structure de la membrane plasmique
L’évolution de la structure de la mem-
brane plasmique est certainement, par sa



simplicité, 1’une des plus belles illustra-
tions de ce que I’on peut appeler un para-
digme en biologie. Pour illustrer ce propos,
reportons-nous a différentes éditions d’un
manuel adressé aux étudiants des premier
et second cycles des Universités francai-
ses : le Biologie cellulaire de la collection
Biologie des PUF (Presses Universitaires
de France), de Claude-Louis Gallien [7, 8,
9]. Dans I’édition de 1977, I’auteur donne
a partir de la page 100 une description de
la membrane plasmique. Il commence par
en donner I’aspect en microscopie électro-
nique et indique que :
«1) (...) l]a membrane plasmique mon-
tre une structure trilaminaire, I’épais-
seur des trois feuillets pouvant pré-
senter diverses variations (...) 2) le
cryodécapage fait apparaitre une struc-
ture de type «particulaire». Le nombre
de particules globulaires peut atteindre
3000 par micrometre carré, leur diame-
tre est variable (40 2 100 A) ainsi que
leur répartition. ».

Apres cette description au micros-
cope électronique, il donne la constitu-
tion chimique (55% de protéines, 35% de
lipides, 10% de glucides de 1’hématie).
L’auteur précise ensuite dans son manuel
que:

«les observations initiales de Gorter et

Grendel (1925) [10] sur la constitution

de la membrane des globules rouges

ont conduit Danielli et Davson (1956)

[11] a proposer pour la membrane plas-

mique le plan d’organisation suivant :

les phospholipides seraient disposés
en une couche bimoléculaire, les poles
hydrophobes se faisant face et les po-
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les hydrophiles étant recouverts par un
film de protéines adsorbées. »

Ce type d’organisation, jusqu’a cette pé-
riode (1977) a été le modele le plus couram-
ment enseigné dans les universités: c’était
le paradigme que I’auteur de cette commu-
nication apprit lorsqu’il commengait ses
études a I’université de Montpellier en 1970.
Ce modele membranaire correspondait a la
membrane unité de Robertson [12, 13, 14]
dont la structure s’appliquait aussi bien a la
membrane plasmique qu’a celle des organi-
tes tels que le réticulum endoplasmique et
I’appareil de Golgi (Fig. 1).

Figure 1: Membrane unité (ou unitaire) de Robertson
(1959) [12, 13, 14]. D’apres Gallien (1977) [7], mo-
difié. Les membranes sont constituées d’une double
couche de phospholipides dont les pdles hydrophobes
se font face, et de deux couches de protéines, chacune
d’entre elle coiffant une des couches de phospholipi-
des en étant orientée vers le milieu extérieur ou le mi-
lieu extracellulaire. Ce modele était encore enseigné
au début des années 1970.

Mais avant que les modeles n’entrent
dans les enseignements, il faut un certain
délai. Aumoment ot I’on enseignait encore
le modele de la membrane unité de Robert-
son, d’autres modeles étaient proposés. En
effet, le modele de Robertson expliquait
bien la stabilité membranaire mais ne per-
mettait pas d’expliquer la perméabilité a
I’eau et aux solutés. Et les toutes récentes



observations de 1’époque faisant intervenir
la technique de cryodécapage, la sépara-
tion des cellules au niveau membranaire
et I’observation de ces plans de séparation
par des méthodes d’ombrage n’étaient pas
satisfaites par ce modele. Divers autres
modeles ont alors été proposés. Lucy et
Glauert [15] imaginaient une membrane
plasmique constituée de micelles, globu-
les lipidiques inclus dans une substance
constituée de protéines, de glycoproteines
et d’eau (Fig. 2).

Figure 2: Modele micellaire de Lucy et Glauert
(1964) [15]. D’apres Gallien (1977) [7], modifié.

Dans ces micelles, les phospholipides
étaient orientés de maniere radiaire, les po-
les hydrophobes dirigés vers le centre, les
poles hydrophiles a la périphérie. Ce mo-
dele, plus ou moins modifié par d’autres
auteurs était compatible avec la perméabi-
lité membranaire aux substances aqueuses
et aux transports actifs. Certains auteurs
proposaient également un passage de la
structure lamellaire (Robertson) a la struc-
ture micellaire selon les conditions dans
lesquelles se trouvait la cellule (Fig. 3).

Déja dans I’édition de 1977, Gallien
[7] indique le «modele de la mosaique
fluide » qui est aujourd’hui enseigné a nos
étudiants (Fig. 4). Dans ce modele proposé
par Singer et Nicolson [16] la membrane
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Figure 3: Passage du modele de Robertson au mo-
dele micellaire. D’apres Gallien (1977)[7], modifié.
3.1: la membrane plasmique selon le modele de Ro-
bertson ; 3.2. : structure intermédiaire de la membrane
entre la configuration de Roberstson et le modele mi-
cellaire ; 3.3 : 1a membrane selon le modeéle micellaire
de Lucy et Glauert.

Figure 4: Le modele de la mosaique fluide de Singer
et Nicolson (1972) [16]. D’apres Gallien (1977, 1980)
[7, 8], modifié (Gallien donne notamment une image
tridimentionnelle de ce modele). Le milieu extracel-
lulaire est situé dans la partie supérieure du schéma et
le milieu intracellulaire dans la partie inférieure.



comporte des protéines globulaires in-
cluses dans une bicouche fluide de phos-
pholipides dont les pdles hydrophiles sont
orientés vers 1’extérieur et les poles hydro-
phobes vers I'intérieur, stabilisant ainsi la
double couche, ’ensemble pouvant Etre
ainsi plus ou moins fluide selon les condi-
tions auxquelles est soumise la cellule et
selon les zones de la membrane. Par la
suite, les méthodes de 1I’immunocytologie
ont permis de caractériser les protéines in-
crustées dans cette double couche de phos-
pholipides.

Dans 1’édition de 1980 [8], Gallien
détaille les méthodes du cryodécapage
qui ont permis de comprendre la structure
des membranes. Il indique encore 1’exis-
tence historique de la membrane unité de
Robertson, signale le modele micellaire et
développe le modele de la mosaique fluide
avec les nouvelles expériences ayant per-
mis de confirmer la fluidité par I’ utilisation
de I’hybridation de cellules humaines et
murines. Les antigénes humains et murins,
marqués par des anticorps spécifiques fi-
nissent par se mélanger apres fusion des
deux membranes des deux cellules consti-
tuant 1’hybride.

Dans I’édition de 1986 [9], la mosaique
fluide est le modele de la structure mem-
branaire. Le schéma qui est proposé par
I’auteur est nettement plus complexe que
celui des deux éditions précédentes (Fig. 5).
Plus aucune mention n’est faite concernant
les modeles historiques (Robertson, modele
micellaire). Par contre, la partie consacrée
a la fluidité membranaire est bien détaillée.
Cependant, Gallien précise bien que :
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«le modele de Singer-Nicolson consti-
tue une approximation vraisemblable
avec ce que 1’on connait de I’ ultrastruc-
ture et de la constitution chimique des
membranes. La membrane plasmique
ne présente sans doute pas a 1’état vi-
vant une structure uniforme en toutes
circonstances, mais des états succes-
sifs d’organisation correspondant a des
conditions d’activité différentes. »

o

Figure 5: Le modele de la mosaique fluide de Sin-
ger et Nicolson (1972) [16]. D’apres Gallien (1986)
[9], modifié (Gallien donne notamment une image
tridimentionnelle de ce modele). Le modele est plus
complexe que sa premiere représentation avec notam-
ment la présence du cell coat (ou glycocalix) du coté
extracellulaire (partie supérieure du schéma) et des
microfilaments et microtubules du milieu intracellu-
laire (partie inférieure du schéma).

L’examen d’autres manuels des années
1960 a 1980 montre également un passage
plus ou moins progressif du modele de la
membrane unité de Robertson a celui de la
mosaique fluide. Nous somme bien dans le
cas d’un paradigme qui disparait au profit
d’un autre.

La cellule de Sertoli :
cellules ou syncytium ?

Les cellules de Sertoli sont des élé-
ments constitutifs des tubes séminiféres.
Pendant longtemps, ces cellules ont été
considérées comme fusionnées et formant
un syncytium. C’est 1’apparition de la mi-



croscopie électronique a transmission qui
a permis de montrer que les cellules de
Sertoli étaient bien des cellules individua-
lisées mais il a fallu un long chemin pour
admettre cette conclusion.

de Pol Bouin a aujourd’hui

Les premieres descriptions de ces cel-
lules ont été effectuées par Sertoli en 1865
[17] qui décrivait la seule cellule non ger-
minale du tube séminifere [18]. Cepen-
dant, le microscope photonique, seul utili-
sé a I’époque, ne permettait pas de montrer
une quelconque limite entre les cellules et
les noyaux sertoliens paraissaient ainsi ap-
partenir au méme ensemble cytoplasmique
(Fig. 6).

Figure 6: Représentation schématique d’un syncy-
tium de Sertoli. La lumiére du tube séminifere est si-
tuée a la partie supérieure, la lame basale sur laquelle
repose le syncytium est situé a la partie inférieure.
Les cellules germinales sont représentées incluses
dans le syncytium. Les spermatozoides sont préts a
étre détachés.
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Les cellules de Sertoli étaient donc décri-
tes comme un syncytium de Sertoli. Pour-
tant, Sertoli lui-m&me, en 1868 revoyait
son opinion [19]. Mais la dénomination de
syncytium était entrée dans les meeurs, de-
venant un paradigme et dépassant Sertoli
lui-méme. Dans la notice nécrologique de
Pol Bouin (1870- 1962), Robert Courrier
[20] parle du «syncytium de Sertoli» étu-
dié par Bouin et Paul Ancel, qui donnera
lieu & une vingtaine de notes entre 1903
et 1904. Dans les castrations des poulains
effectuées par Bouin et Ancel par ligature
des canaux déférents, les auteurs parlent
toujours de syncytium qui occupe seul
les tubes séminiféres ; de méme, chez les
porcs cryptorchides, ils notent I’absence
de «syncytium de Sertoli». En 1947, Go-
palakrishna [21] qui étudie 1’embryologie
des microchiropteres note :
«the Sertoli cells are not so distinctly
marked out. Their nuclei are small and
more densely stained, and they appear
to be floating in the Sertoli syncy-
tium. »

Pendant plusieurs années, la bibliogra-
phie parle toujours de syncytium de Sertoli
[22-25]. Certains auteurs sont moins pré-
cis, par exemple Allen indique que les cel-
lules indifférentes (autre nom donné aux
cellules somatiques des tubes séminiferes)
du rat ont des membranes cellulaires tres
minces lorsqu’elles sont visibles (« indif-
ferent cells had very slight if any visible
membranes ») [26]. Aaes-Jgrgensen dans
une étude consacrée aux effets des graisses
dans I’alimentation des rats parle de la ra-
reté des cellules multinucléées dans le tes-
ticule [27]. Cependant, quelques auteurs



considéraient des le début du XX¢ siecle
que les cellules de Sertoli étaient des uni-
tés bien délimitées, comme la plupart des
autres cellules [28, 29] ; d’autres considé-
raient que leurs limites cellulaires étaient
détruites par la fixation [30].

Lorsque les techniques de microscopie
électronique a transmission se sont géné-
ralisées en biologie, les images montraient
que, effectivement les cellules de Sertoli
possédaient bien un seul noyau et étaient
limitées par une membrane plasmique clas-
sique [31, 32]) (Fig. 7), m&me si certains
auteurs n’ont pas pu mettre en évidence les
limites cellulaires [33]. En 1956, Fawcett
et Burgos [34] rejettent le concept de cellu-
les germinales incluses dans un syncytium

Figure 7: Représentation schématique de deux cel-
lules de Sertoli. La lumiere du tube séminifere est si-
tuée a la partie supérieure, la lame basale sur laquelle
reposent les cellules est situé a la partie inférieure.
Les cellules germinales sont représentées incluses en-
tre les cellules. Les spermatozoides sont préts a étre
détachés.
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de Sertoli car ils observent des membranes
qui limitent ces dernieres. Sapsford [35-
37] n’a pu mettre en évidence les limites
des cellules de Sertoli mais il est parvenu
a dissocier des cellules de Sertoli des tubes
séminiféres, montrant ainsi qu’il s’agissait
bien de cellules mononucléées.

A partir du moment ot la réalité struc-
turale de la cellule de Sertoli était établie,
de nombreuses études en microscopie
électronique ont vu le jour, permettant de
comprendre les rapports entre cellules de
Sertoli et cellules germinales. Les études
ont également permis de préciser que chez
les vertébrés anamniotes, les cellules de
Sertoli étaient originaires des cellules fol-
liculaires entourant les cystes de cellules
germinales de la lignée spermatique [38-
47]. Des cellules de Sertoli ont également
été€ décrites chez des invertébrés [48].

Finalement, on peut penser qu’a partir
de la fin des années 1960, le paradigme du
syncytium de Sertoli était éteint. Mais il
n’en est rien.

Dans plusieurs ouvrages de synthese
dont certains a usage pédagogique, par
exemple, la notion de syncytium de Ser-
toli reste tenace. En 1967, Houillon, dans
I’ouvrage pédagogique Sexualité des Pres-
ses universitaires de France, parle a la page
32 de «syncytium de Sertoli» mais il pré-
cise «car les limites sont difficiles a voir»
[49]. En 1973, dans son livre Différencia-
tion et organogenése sexuelle des méta-
zoaires, Gallien, a la page 137, parle de
«syncytium de Sertoli» mis en évidence
dans les canalicules aspermatiques des cas



de free-martin [50]. Dans leur ouvrage de
zoologie, Boué et Chanton [51] expliquent,
a la page 524 du tome 2.2 que «les cel-
lules de Sertoli, peu nombreuses, s’anas-
tomosent entre elles pour former un syn-
cytium». On peut aisément imaginer que,
entre la rédaction d’un ouvrage imposant
et celui de sa publication, il peut s’écouler
un temps atteignant souvent deux ou trois
ans, voire plus, interdisant ainsi la mise a
jour la plus récente. Mais curieusement,
le paradigme du syncytium sertolien est
retrouvé dans plusieurs articles méme ré-
cents : Goldberg (2004) [52] explique que,
chez le serpent Tantilla hobartsmith, les
cellules germinales sont empaquetées dans
un syncytium de Sertoli comme décrit
par Goldberg et Parker [53], Sever et al.,
2002 [54] expliquent que, chez Seminatrix
pygaea, les cellules germinales sont empa-
quetées dans un syncytium sertolien.

Finalement, 1’utilisation de la micros-
copie électronique a permis d’observer la
réalité des limites cellulaires, ce qui a bou-
leversé la vision de la cellule de Sertoli et
contribué a approfondir sa connaissance.
Comme précédemment, nous assistons
a une période intermédiaire ou les deux
paradigmes ont coexisté. Cependant, plus
que précédemment, cet exemple illustre la
ténacité de certains paradigmes puisque,
méme dans des articles récents il est en-

core question de «syncytium de Sertoli ».
Le cas des Gymnophiones
Les Amphibiens Gymnophiones sont

des animaux serpentiformes fouisseurs qui
vivent répartis sur la ceinture intertropicale.
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IIs possedent plusieurs caractéristiques tres
particulieres [55]. L'une d’entre elles est
la structure histologique des testicules qui
sont constitués de plusieurs lobes plus ou
moins fusionnés. Chaque lobe regroupe
plusieurs ampoules séminiferes (capsules
ou «locules ») dans 1’épithélium de laquelle
se déroule la spermatogenese. Chacune de
ces structures est reliée par un canalicule
au rete testis qui achemine les spermato-
zoides jusqu’au cloaque en empruntant
les conduits urinaires. Les ampoules sont
séparées les unes des autres par du tissu
conjonctif contenant des cellules de Leydig
stéroidogenes. La disposition des cellules
germinales est particuliere. Les spermatogo-
nies sont situées au débouché du canalicule
évacuateur, les spermatogonies secondaires
se trouvent contre la paroi de 1’ampoule,
les stades suivants, spermatocytes I et II,
spermatides et spermatozoides subissent un
déplacement centripete au cours de leur dif-
férenciation. En microscopie photonique,
les cellules de méme stade sont groupées en
cystes qui paraissent inclus dans une «ma-
trice» filamenteuse et contenant des glo-
bules lipidiques. Des noyaux ressemblant
aux noyaux de cellules de Sertoli des autres
vertébrés sont observés en position périphé-
rique (Fig.8, 9). Cette description est celle
qui a été donnée pendant longtemps de-
puis 1876 par plusieurs auteurs [56-59]. En
1942, Seschachar [60] s’intéresse aux cel-
lules de Sertoli et il considere que ces cel-
lules sont limitées au noyau contrairement
a ce que ’on connait chez les autres verté-
brés (n’oublions pas qu’a cette époque, il
était question du syncytium de Sertoli), puis
aucun travail concernant ces cellules ne pa-
rait pendant de nombreuses années.
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Figure 8: Vue générale d’une coupe de testicule de
Gymnophione en période de reproduction. cl: sper-
matocytes de premier ordre ; g2 : spermatogonies 2 ;
Js: jeunes spermatides ; sl: spermatozoides libres
préts a I’évacuation ; sm: spermatozoides matures.
La barre d’échelle indique 90 pm.

Figure 9: Vue de détail d’une coupe de testicule de
Gymnophione en période de reproduction. cl: sper-
matocytes de premier ordre ; c¢2: spermatocytes de
deuxieme ordre ; g2: spermatogonies 2 ; Js: jeunes
spermatides ; sp: spermatides. La barre d’échelle in-
dique 60 pm.

En 1968, dans son magistral travail sur les
Gymnophiones, Marvalee Wake elle-méme
reprend la description de Seschachar [59].

En 1986, dans sa these d’Etat concer-
nant Typhlonectes compressicauda Ex-
brayat [61] reprend I’étude du testicule
avec notamment la microscopie électro-
nique a balayage et a transmission. Ces
méthodes permettent alors de comprendre
que la matrice correspond en réalité aux
cellules de Sertoli elles—mémes, I’aspect
fibreux observé en microscopie photoni-
que représentant certainement un artéfact
dG a un défaut de pression osmotique. En
observant en microscopie a balayage des
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fragments de testicules fixés au liquide de
Bouin, on observe la présence de tels fi-
laments qui correspondent certainement
au collapsus des structures membranaires
(Fig. 10).

Figure 10: Fracture de testicule de Gymnophione en
période de reproduction. Vue en MEB. GI: globule
lipidique ; M : cytoplasme de cellule de Sertoli («ma-
trice») ; RM: zone de relation entre les spermatides
dont les acrosomes sont bien visibles et la « matrice »
(cytoplasme de cellules de Sertoli). La barre d’échelle
indique 6 pm

La microscopie électronique a transmis-
sion montrant des cellules aux membranes
plasmiques délimitées et des cytoplasmes
géants remplis de vésicules vides, certai-
nement chargées de lipides avant les opé-
rations de déshydratation, et divers organi-
tes (Fig. 11).

T,

Figure 11: Cellule de Sertoli de Gymnophione vu
en MET. CyCS: cytoplasme de cellule de Sertoli ;
N': noyau de cellule de Sertoli ; vac: vacuole lipidi-
que. La barre d’échelle indique 2 pm.

L’observation du développement des tes-
ticules chez des embryons et de jeunes
individus a permis de mettre en évidence



I’évolution des cellules de Sertoli en mon-
trant qu’il s’agissait bien de cellules géan-
tes, parfaitement délimitées. La structure
des cellules de Sertoli des Gymnophiones
a été ensuite publiée pour la premiere fois
dans la Revue frangaise d’Histotechnolo-
gie par Exbrayat et Dansard [62]. Depuis
cette période, la structure des cellules de
Sertoli (et des ampoules séminiferes) des
Gymnophiones s’est encore approfondie
[63]. Finalement, chez ces amphibiens, les
cellules de Sertoli ont une structure qui, a
quelques différences pres, rappelle tout a
fait celle que I’on trouve chez les autres
anamniotes [39, 40].

Autres exemples

D’autres exemples auraient pu &tre
pris, par exemple le paradigme qui concer-
ne la structure de la mitochondrie qui vient
d’étre remise en question par I’utilisation
de puissantes méthodes d’imagerie [64],
ou encore le paradigme, tenace pendant
de nombreuses années, concernant le fait
que les neurones ne se renouvellent jamais
chez 1’adulte. Ce paradigme est tombé a
partir du moment ou il a été montré que les
neurones de la muqueuse olfactive avaient
une durée de vie limitée et qu’ils se renou-
velaient puis, que les neurones pouvaient
également se renouveler trés lentement
dans certaines zones de 1’encéphale [65].

Certains paradigmes sont d’ordre stric-
tement technique. Pensons notamment a la
mise en évidence des hormones stéroides
par immunohistochimie sur matériel fixé
au formol ou au Bouin, puis déshydraté
par 1’éthanol, inclus en paraffine. Compte

-34-

tenu de la solubilité des stréroides, il parait
a priori impossible de les détecter sur de
telles coupes. Pourtant I’expérience prou-
ve le contraire, les hormones concernées
étant modifiées et insolubilisées par les
fixateurs. Nous touchons ici tout le para-
doxe de I’histologie qui consiste 2 modifier
chimiquement des tissus pour qu’ils restent
stables: «la fixation permet de maintenir
un tissu mort dans un état aussi proche que
possible de 1’état vivant» lit-on au début
de nombreux ouvrages d’histologie, puis a
visualiser des groupements chimiques qui
risquent peut-étre d’étre modifiés, voire
éliminés. En fait nous sommes dans un
mode qui consiste a obtenir des résultats
justes a partir d’artéfacts (on pourrait dire
de «matériel faux » !)

CONCLUSION

Apres avoir examiné 1’évolution de
quelques idées, concepts et hypotheses au
cours de I’histoire, nous pouvons conclure
que la démarche scientifique est basée sur
des hypotheses qui permettent, selon la
méthode hypothético-déductive, d’orienter
les recherches. Ces hypotheses deviennent
souvent des paradigmes, c’est-a-dire des
facons de voir quasiment dogmatiques,
auxquelles toute recherche doit se référer.
Cependant, a2 un moment, I’évolution des
moyens techniques, ameéne de nouvelles ob-
servations, de nouveaux résultats et oblige
ainsi a changer de paradigme pour intégrer
les nouvelles connaissances. Changement
de technique, certes, mais qui ne va pas
sans un changement de maniére de conce-
voir le réel, c’est-a-dire sans une évolution
des idées qui conduit a une évolution des
concepts. C’est par exemple ce que 'on



a vu avec I’abandon du paradigme de la
génération spontanée alors que les étres
microscopiques étaient d’abord pressentis
depuis toujours (panspermie) puis connus
(infusoires, «vers», animalcules,...), au
profit du paradigme de 1’évolution biologi-
que dont les mécanismes paradigmatiques
vont subir & leur tour des modifications.

Les exemples qui ont été choisis
montrent que les paradigmes sont éga-
lement emboités les uns dans les autres,
chaque grande théorie, chaque discipline
scientifique, chaque technique représen-
tant différents niveaux de 1’appréhension
scientifique. Ces exemples pourraient étre
multipliés aussi bien en sciences de la vie
qu’en science physique et également en
sciences humaines.

La science avance ainsi par touches
successives en fonction de 1’évolution
conjointe des concepts et des techniques,
et plus les résultats s’accumulent, plus la
connaissance progresse, et plus la connais-
sance progresse, plus de nouvelles ques-
tions sont posées et de nouvelles méthodes
apparaissent pour répondre a ces questions,
bousculant les paradigmes de maniere spo-
radique et les remplagant les uns apres les
autres.

C’est pour cela que le sous-titre de
cette communication «comment obtenir
des résultats justes avec des idées et des
expériences fausses» n’est pas seulement
une boutade mais le reflet d’une réalité
indispensable a I’avancée de la science et
a ses applications. A chaque période, au
temps ¢ pourrait-on dire, les techniques les
plus performantes permettent d’avoir une
image du réel, plus exactement du réel sen-
sible au sens de la philosophe des sciences
Jeanne Parain-Vial (1983) [66] mais cette
image devient rapidement obsolete car
les méthodes et concepts (les idées) de-
viennent faux au temps 7+1/, etc. Pourtant,
malgré cette fausseté ou plutot cette falsi-
fication, la science avance, elle donne des
résultats tangibles performants, en méde-
cine par exemple ou des maladies naguere
incurables peuvent étre soignées et guéries,
ou encore en physique ; j’en veux pour
preuves 1’avion, le TGV, les ordinateurs et
autres téléphones portables qui sont notre
quotidien. Bref malgré son incomplétude
(Magnin, 2012) [67], la science permet
une connaissance de plus en plus précise
du monde et d’intervenir sur ce dernier
aussi bien au plan physique que biologique
méme si notre soif de connaissance reste a
tout jamais insatisfaite.
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L’analyse d’échantillons tissulaires, ou
cellulaires, joue depuis longtemps un role
clé a la fois en diagnostic, médical ou vé-
térinaire, et en recherche, clinique, trans-
lationnelle ou expérimentale. Les tissus
recelent en effet une mine d’informations
qu’il faut savoir extraire, analyser, organi-
ser et interpréter. C’est le domaine de com-
pétence des ‘morphologistes’, terme vague
mais bien commode pour désigner tous
ceux qui savent faire parler les tissus en
utilisant un ensemble, de plus en plus large
et de plus en plus diversifié, de techniques
complémentaires dont le point commun est
de reposer sur 1’observation et 1’analyse ex
vivo d’échantillons tissulaires ou cellulai-
res (1).

Un domaine en évolution rapide

Les techniques morphologiques ont
évolué en plusieurs phases, selon un
rythme qui n’a cessé de s’accélérer. Pen-
dant trés longtemps, 1’objectif principal,
sinon unique, des techniques morpholo-
giques s’est limité a I’observation et a la
description d’échantillons tissulaires ou
cellulaires: c’est ce qui a formé, pendant
des décennies, le cceur de I’histologie et de
la cytologie. L’évolution des techniques a
suivi celle des outils microscopiques dont
le pouvoir de résolution a été amélioré pro-
gressivement, avec les modifications suc-
cessives du microscope photonique puis
I’apparition du microscope électronique,
qui a permis dans les années 1960 une



fantastique avancée dans la connaissance
du vivant en permettant pour la premiere
fois d’entrer a I'intérieur des cellules, de
découvrir et de décrire leurs organites et
de comprendre leur fonctionnement. Une
discipline nouvelle, la biologie cellulaire,
est née a cette occasion. Parallelement, des
efforts ont été faits pour quantifier les ob-
servations faites au microscope : c’est 1’ob-
jectif de la microscopie quantitative, de la
morphométrie et de ’analyse d’images.

Dans les années 1980, le rythme de
I’évolution s’accélere, avec la mise a dis-
position de techniques permettant aux
morphologistes de réaliser des analyses
moléculaires in situ: immunohistochimie,
puis hybridation in situ, et enfin cytogé-
nétique moléculaire in situ ont donné aux
morphologistes la possibilité de compléter
I’observation des échantillons tissulaires
(1) ou cellulaires (2) par une analyse de
leurs constituants moléculaires. Grace a
ces avancées techniques, les morphologis-
tes ont acquis de nouvelles compétences,
ouvert de nouveaux domaines et apporté
de nouvelles réponses aux questions qui
leur sont posées. D’une facon plus géné-
rale, grace a ces techniques, ils se sont
insérés dans ce qui constitue 1’un des do-
maines privilégiés de la biologie de la fin
du millénaire, 1’étude de 1’expression des
genes.

Avec I’explosion de la biologie molécu-
laire suivie de I’apparition des techniques
d’analyse haut débit, «les techniques en
—omique» (génomique, transcriptomique,
protéomique, lipidomique, métabolomi-
que, ...), un peu avant les années 2000, une
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nouvelle phase s’est ouverte. Les biologis-
tes moléculaires ont réalisé 1’importance
et la richesse des informations contenues
dans les échantillons tissulaires et cellulai-
res et ont développé des techniques adap-
tées pour I’extraction et I’analyse des aci-
des nucléiques. Les morphologistes se sont
trouvés, peut-étre pour la premiere fois de
leur longue histoire, confrontés a un pro-
bleme de périmetre : les échantillons tissu-
laires ne sont plus leur seul apanage et leur
utilisation n’est plus réservée aux seules
«techniques morphologiques». Plus en-
core, ils ont dii adapter leurs techniques de
conditionnement et de préparation tissulai-
res (et cellulaires) a de nouvelles exigen-
ces, non pas pour répondre a leurs propres
besoins, mais pour répondre aux besoins de
ces nouveaux partenaires que sont les bio-
logistes moléculaires. Les morphologistes
ont découvert a cette occasion ce qu’est un
role limité a la phase «pré-analytique»...
eux qui avaient I’habitude de tout gérer,
le pré-analytique, I’analytique et jusqu’a
I’interprétation finale. II est trés important
que, comme ils I'ont fait pour d’autres
techniques d’analyse, les morphologistes
s’approprient les techniques de biologie
moléculaire et les intégrent a leur propre
démarche.

Parallelement a I’enrichissement consi-
dérable de 1’éventail des techniques appli-
cables aux échantillons tissulaires et cellu-
laires, des évolutions importantes, parfois
moins spectaculaires mais tout aussi signi-
ficatives, ont touché beaucoup d’autres do-
maines associés aux explorations morpho-
logiques:

* I’émergence de nouveaux outils micros-



copiques, en tout premier lieu le micros-
cope confocal, suivi par le microscope
multiphoton ont renouvelé les conditions
d’observation des cellules et des tissus ;
le réve de pouvoir observer des tissus in-
tacts, vivants, et leurs modifications au
cours du temps n’est pas encore une réa-
lité, mais cet idéal se rapproche... (1)

de nouvelles microscopies, comme la mi-
croscopie a effet tunnel ou la microscopie
de tomographie de cohérence optique, ont
ouvert de nouvelles possibilités d’étude ;
la microscopie a effet tunnel permet
d’étudier des surfaces et de reconstituer
leurs caractéristiques avec une grande
précision ; la tomographie de cohérence
optique utilise la réflexion d’ondes lumi-
neuses et permet d’obtenir des images de
I’épaisseur de coupes tissulaires ; son ap-
plication se généralise dans de nombreux
domaines et ouvre de nouvelles perspec-
tives pour I’examen des tissus frais, avec
une résolution comparable a celle des
techniques microscopiques convention-
nelles appliquées a des tissus fixés ;

la révolution de I’image numérique a
touché de plein fouet la morphologie et
modifié en profondeur les rapports des
morphologistes avec leur principal outil
d’expression, 1’image: il est devenu fa-
cile d’archiver, de partager, d’échanger
et d’utiliser des quantités croissantes
d’images ; plus récemment encore, la
généralisation des technologies digitales
a permis d’accéder a la lame virtuelle,
prémisse d’une époque ou le microscope
individuel sera (peut-étre) entierement
remplacé par I’écran d’ordinateur (3).
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Pourquoi faire parler les tissus ?
La place des techniques morphologiques
en diagnostic et en recherche

La place des ‘techniques morphologi-
ques’ dans, respectivement, le diagnostic et
la recherche, a évolué de maniere différen-
te au cours des dernieres décennies. Dans
le domaine du diagnostic, les techniques
morphologiques employées dans 1’analyse
des échantillons des patients n’ont cessé de
se diversifier. Souvent mises au point dans
le cadre d’activités de recherche, les dif-
férentes techniques d’analyse moléculaire
in situ ont rapidement trouvé leur place et
leurs applications diagnostiques au point de
devenir incontournables dans de nombreux
domaines de la pathologie humaine, voire
vétérinaire. Paradoxalement, dans le do-
maine de la recherche, les applications des
‘techniques morphologiques’ ont connu un
destin plus contrasté. Tant que la recherche,
méme expérimentale, a comporté une part
importante d’observation des organismes
vivants et de leurs constituants (organes,
tissus et cellules), la morphologie, sous
ses diverses formes (histologie, cytologie,
embryologie, biologie cellulaire) a eu une
place significative. Cette phase descriptive,
ou phénétique, pour employer un terme
encore souvent utilisé en zoologie ou en
botanique, a souligné la complexité du vi-
vant et la difficulté de prendre en compte
les phénomenes biologiques et physiologi-
ques dans leur globalité.

Une deuxiéme phase de la recherche
biologique, voire biomédicale, a alors com-
mencé. Elle a vu le développement d’ap-
proches réductionnistes, visant a analyser,



dans des modeles aussi simples et contro-
1és que possible, des segments de proces-
sus biologiques ou physiopathologiques.
L’approche réductionniste en biologie a été
dominée par les modeles expérimentaux
in vitro. Dans ce contexte, les techniques
morphologiques ont progressivement dé-
cliné, devant les techniques biochimiques
et I’explosion des approches moléculaires.
Ce n’est que progressivement que les in-
convénients des approches réductionnis-
tes se sont fait jour. Les résultats obtenus
dans des modeles expérimentaux simples,
voire simplistes, et parfois trés éloignés
des contreparties biologiques qu’ils étaient
supposés simuler, se sont révélés difficile-
ment transposables a I’échelle d’un orga-
nisme entier ou aux tissus et aux cellules
maintenus dans leur environnement nor-
mal.

Une nouvelle phase, intégrative, de la
recherche biologique a alors débuté. Elle
a donné ou redonné une place préémi-
nente aux modeles animaux, afin de pou-
voir envisager les processus biologiques
et physiopathologiques a leur juste échelle
et dans toute leur complexité. Dans ce
contexte, les techniques morphologiques
ont connu un renouveau inattendu, notam-
ment comme outil de phénotypage des ani-
maux modeles. La demande est devenue
particulierement forte, et souvent difficile
a satisfaire en raison de la disparition de
beaucoup de compétences et de la rupture
de la chaine des transmissions des savoirs,
a la fois théoriques et pratiques, dans ce
domaine.

Un autre facteur responsable du renou-
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veau des techniques morphologiques est
I’importance prise récemment par la re-
cherche translationnelle, terme désormais
consacré pour désigner le transfert des ac-
quis de la recherche fondamentale vers les
applications cliniques. L’un des principaux
objectifs de la recherche translationnelle
est d’identifier et de valider des biomar-
queurs, d’intérét diagnostique, pronostique
ou prédictif, ou des cibles thérapeutiques
potentielles. Les approches morphologi-
ques, et notamment les techniques d’ana-
lyse moléculaire in situ, y jouent un role
essentiel, particulierement lorsqu’il s’agit
de déterminer le profil d’expression tissu-
laire des biomarqueurs ou des cibles théra-
peutiques potentielles ou avérées.

Comment faire parler les tissus ?
La nouvelle boite a outils du morphologiste

Comme nous I’avons souligné plus
haut, les techniques morphologiques se
sont considérablement enrichies depuis
une trentaine d’années. Il ne faut pas pour
autant négliger les techniques tradition-
nelles qui conservent encore toutes leurs
indications. C’est ainsi que 1’examen his-
tologique conventionnel reste 1’outil a la
fois le plus simple, le plus puissant et le
moins cofiteux pour obtenir un maximum
d’informations morphologiques. En patho-
logie, il est indispensable, et souvent suffi-
sant, pour réaliser la plupart des diagnos-
tics. En recherche, il est la premiere étape,
incontournable, pour le phénotypage des
modeles animaux et 1’analyse des 1ésions
observées. Les techniques histochimiques,
malgré leur empirisme, restent utiles pour
identifier rapidement des populations cel-



lulaires, ou des structures, spécifiques ou
encore pour analyser in situ des fonctions
physiologiques. Enfin, I’analyse ultrastruc-
turale, méme si elle est aujourd’hui diffici-
le a réaliser, en raison de la raréfaction des
microscopes et des compétences, est irrem-
placable chaque fois que la question posée
concerne des structures dont 1’analyse né-
cessite un pouvoir de résolution important
(4). Un renouveau des techniques ultras-
tructurales est d’ailleurs en cours, avec le
développement de techniques nouvelles,
plus puissantes et mieux adaptées a I’étude
de phénomenes dynamiques et transitoires,
comme la cryo-ultramicrotomie ou la mi-
croscopie électronique de tomographie.

L’une des chances de la morphologie a
été de pouvoir proposer un ensemble coor-
donné de techniques complémentaires per-
mettant ’analyse in situ des éléments clés
du flux d’informations qui va des genes
aux protéines et qui a constitué 1’axe ma-
jeur de la recherche en biologie au cours
des dernieres décennies :

* ’immunohistochimie, pour la mise en
évidence de protéines spécifiques,

* ’hybridation in situ, pour la mise en
évidence des acides nucléiques, dont les
ARN messagers,

* la cytogénétique moléculaire in sifu, in-
cluant la FISH (fluorescent in situ hybri-
dization) et ses variantes comme la SISH
(silver enhanced in situ hybridization) et
la CISH (chromogen in situ hybridiza-
tion), qui permet la mise en évidence de
segments chromosomiques contenant des
genes d’intérét.
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L’immunohistochimie  est  depuis
longtemps incontournable, aussi bien en
diagnostic qu’en recherche. Son intérét
majeur est de donner en un seul temps
plusieurs informations importantes sur le
profil d’expression d’une protéine : est-elle
présente ou non ou mieux, est-elle détec-
table ou non? dans quels tissus et dans
quelles cellules est-elle détectable? dans
quel compartiment cellulaire est-elle dé-
tectable ? La sensibilité et la spécificité de
I’immunohistochimie dépendent tres lar-
gement des anticorps utilisés, mais aussi
des techniques de préparation tissulaire et
de révélation employées. La limite princi-
pale de I’immunohistochimie réside dans
la difficulté de quantification des résultats,
qui ne peuvent au mieux étre exprimés que
sous forme semi-quantitative et encore,
avec beaucoup de précautions. Une autre
limite est que 1I’immunohistochimie ren-
seigne sur la présence ou 1’absence d’une
protéine, mais pas sur son état fonctionnel,
sauf dans des cas particuliers ou des anti-
corps adaptés peuvent étre utilisés.

Les techniques immunohistochimiques
ont beaucoup progressé depuis leur intro-
duction dans les années 1980. Initialement
réservées aux tissus congelés, elles ont pu
étre étendues aux tissus fixés et inclus en
paraffine. Les techniques de préparation
tissulaire ont considérablement augmenté
la sensibilité des réactions et ont permis
de faciliter 1'utilisation des tissus fixés.
Les techniques de révélation se sont mul-
tipliées, avec comme objectif commun
I’augmentation de I’intensité du signal ob-
tenu. Enfin, et peut-&tre surtout, ces techni-
ques ont été standardisées et automatisées,



ce qui est une garantie de leur reproducti-
bilité et de leur qualité.

Les applications de I’immunohistochi-
mie sont multiples, aussi bien en diagnos-
tic qu’en recherche. Citons quelques exem-
ples en physiopathologie et en pathologie :
(a) identification de lignées cellulaires
spécifiques, notamment lorsque les crite-
res utilisés habituellement pour 1’identi-
fication morphologique sont absents ou
peu sensibles (comme pour I’identification
des lignées lymphocytaires), ne sont pas
utilisables (notamment en pathologie du
développement, aux phases initiales de
I’émergence des populations cellulaires)
ou lorsqu’ils sont pris en défaut ou altérés
(notamment en pathologie tumorale) ; (b)
identification de marqueurs diagnostiques,
pronostiques ou prédictifs de la réponse a
un traitement ; (¢) identification des consé-
quences phénotypiques d’altérations gé-
nomiques. En recherche, la souplesse des
techniques immunohistochimiques, la pos-
sibilité de les appliquer a des échantillons
cellulaires comme a des échantillons tis-
sulaires, voire a des organismes entiers
comme des embryons, en a fait des outils
fondamentaux d’exploration et d’analyse.

A la différence de 1I’'immunohistochi-
mie, I’hybridation in situ est restée d’un
usage relativement limité. Cette technique,
contrairement aux techniques immuno-
histochimiques, est de standardisation et
d’automatisation difficiles. La sensibilité
est souvent faible, a moins d’utiliser des
techniques de révélation radioactives, ce
qui pose des problemes importants de lo-
gistique. Pour ces diverses raisons, les in-
dications en diagnostic sont peu nombreu-
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ses, limitées a la détection d’ ARN présents
en grande abondance, comme les ARN
viraux. Les utilisations en recherche sont
essentiellement limitées a des équipes spé-
cialisées.

Contrairement a ’hybridation in sifu,
la cytogénétique moléculaire in sifu a ra-
pidement conquis une place importante en
diagnostic, car elle répond a un nouveau
besoin: la mise en évidence d’altérations
génomiques comme marqueurs diagnosti-
ques ou prédictifs de la réponse a un trai-
tement. En revanche, les applications en
recherche restent essentiellement limitées
a la recherche clinique et translationnelle.

Les techniques analytiques ne sont
pas les seules a s’étre enrichies. De nou-
velles techniques « pré-analytiques », pour
la préparation des tissus soumis ensuite a
différents types d’analyses, notamment
moléculaires, ont également été dévelop-
pées pour répondre a de nouveaux besoins.
Le premier exemple est la microdissec-
tion tissulaire (5-7). Le besoin est né de
la constatation que la plupart des tissus
sont complexes et hétérogeénes et contien-
nent généralement plusieurs populations
cellulaires en plus de la population d’in-
térét. Méme dans une tumeur, les cellules
tumorales (d’ailleurs souvent hétérogenes
elles-mémes) sont associées a de nombreu-
ses populations de cellules non tumorales
(fibroblastes, cellules vasculaires, cellules
inflammatoires...). Les acides nucléiques
extraits d’un tissu sont donc un mélange
d’acides nucléiques provenant de popu-
lations cellulaires tres diverses. Le risque
est que les analyses moléculaires ulté-



rieures ne soient pas assez sensibles pour
permettre une caractérisation correcte de
la population cellulaire d’intérét, notam-
ment lorsqu’elle est minoritaire ou insuf-
fisamment représentée. La microdissec-
tion permet d’améliorer la sensibilité et la
spécificité des analyses moléculaires: son
principe est de sélectionner in situ, dans un
tissu complexe ou hétérogene, les cellules
d’intérét, puis de les isoler (généralement
par I'intermédiaire d’un découpage laser)
et enfin de les recueillir spécifiquement. La
microdissection est souvent combinée avec
des approches génomiques ou transcripto-
miques, mais peut aussi se combiner avec
des techniques d’analyse protéomique (8-
10).

Un deuxiéme exemple est celui des pu-
ces tissulaires (ou tissue arrays) (11; 12).
Le besoin est ici de pouvoir tester rapide-
ment 1’expression d’un marqueur potentiel
dans un grand nombre d’échantillons tissu-
laires informatifs. L’idée est de regrouper
dans un mé&€me bloc des échantillons prove-
nant de multiples blocs indépendants. Pour
ce faire, des carottes de faible diametre
(de 300 um & 2 mm) sont prélevées dans
chacun des blocs «donneurs » et sont jux-
taposées au sein d’un bloc «accepteur ».
Plusieurs centaines de carottes, provenant
d’autant de blocs différents, peuvent ainsi
étre regroupées dans un méme bloc a partir
duquel des sections pourront étre préparées
et utilisées pour des techniques d’analyse
moléculaire in situ, immunohistochimie,
hybridation in situ ou FISH.
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Gérer les tissus comme des ressources
biologiques: les nouvelles tiches du
morphologiste

Pour permettre, y compris a d’autres
que lui, de tirer le maximum d’informa-
tions d’un échantillon tissulaire ou cellu-
laire, un morphologiste doit désormais sa-
voir:

e préserver et conditionner, voire prépa-
rer, les tissus de maniere adaptée pour la
réalisation de techniques d’investigation
morphologiques ou non morphologi-
ques,

* collecter, qualifier et annoter des échan-
tillons tissulaires,

e constituer et gérer
d’échantillons.

La collection et le conditionnement des
échantillons tissulaires sont devenus cru-
ciaux pour la faisabilité et la qualité des
investigations ultérieures (13). Le morpho-
logiste doit maitriser la durée qui s’écoule
entre le prélevement initial et le condi-
tionnement de 1’échantillon. Il doit savoir
choisir le conditionnement le plus adapté
au projet envisagé: cryopréservation, qui
conserve les constituants moléculaires
mais altere la structure, ou fixation, qui
préserve la structure mais altere les consti-
tuants moléculaires. Il doit savoir recourir
a d’autres techniques de conditionnement,
comme la dessiccation, pour répondre a
des besoins spécifiques.

Le morphologiste doit également savoir
contribuer a la constitution et a la gestion
de collections d’échantillons tissulaires ou
cellulaires, susceptibles d’entrer dans ce
qu’il est convenu d’appeler un centre de
ressources biologiques (14). Le principe est

des collections



de collecter, conserver et mettre a disposi-
tion des échantillons tissulaires ou cellulai-
res, associés a des informations pertinentes
et utiles sur 1’échantillon Iui-méme et sur
la source dont il provient, dans le respect
des régles éthiques et sous le contrdle de
procédures qualité.

CONCLUSION

Beaucoup de changements sont sur-
venus dans les outils, les techniques, les
activités mémes relevant du champ des
disciplines morphologiques. Les techni-
ques se sont enrichies et diversifiées, les
besoins sont devenus plus exigeants, les
morphologistes ont dfi apprendre a parti-
ciper a des processus collectifs, impliquant
d’autres acteurs qu’eux-mémes. Méme si
des inquiétudes se font parfois jour sur
les perspectives et ’avenir des techniques
morphologiques, la tendance actuelle est
de rendre a la morphologie un rdle clé,
tant dans le diagnostic qu’en recherche, et
notamment en recherche translationnelle
ou le morphologiste a un rdle essentiel de
traducteur et de transducteur entre la re-
cherche fondamentale et les applications
cliniques, diagnostiques et thérapeutiques.
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RESUME

Dans les études expérimentales de
maladies a prion comme la tremblante du
mouton ou I’encéphalopathie spongiforme
bovine (ESB), I’agent infectieux est habi-
tuellement administré par voie intra-céré-
brale sans contrdle du site exact d’entrée.
Or le site d’injection exact pourrait avoir
un impact sur la distribution cérébrale de la
protéine prion pathologique, un parametre
critique pour identifier les différentes sou-
ches d’agents responsables de ces maladies.
Dans cette hypothese, quatre sites d’injec-
tion ont été étudiés: le cortex, le striatum,
le cervelet et le ventricule latéral. L’étude
porte sur 2 lignées de souris, une lignée
sauvage C57Bl/6 et une transgénique pour
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la protéine prion ovine (TgOvPrP4) infec-
tées par des souches d’agents prion diffé-
rents (encéphalopathie spongiforme bovine
(ESB) et tremblante). La distribution et
la nature (amas amyloide ou non) des dé-
pots de protéine prion pathologique (PrPd)
mises en évidence par des colorations au
rouge Congo, par immunohistochimie et
PET-Blot (Paraffin Embedded Tissue Blot),
ne révelent pas de différence majeure dans
le cas des souris C57Bl/6, quelque soit le
site d’injection. Dans le modele TgOvPrP4,
les 2 lots expérimentaux totalement ache-
vés, ceux correspondant aux sites d’injec-
tion dans le striatum et le ventricule latéral
ont pu étre analysés. Les données collectées
suggerent qu’il pourrait y avoir un impact
sur la répartition de PrPd dans ce mode¢le.



Ceci pourra se confirmer par 1’analyse des
lots encore en cours d’expérimentation pour
les autres sites d’injection (cortex et cerve-
let).

INTRODUCTION

Les encéphalopathies spongiformes su-
baigués transmissibles (ESST) ou maladies
a prions, sont des maladies neurodégénéra-
tives rares (1/1 000 000 dans le monde pour
la maladie de Creutzfeldt-Jakob (MCJ)),
toujours fatales, qui incluent la tremblante
du mouton et de la cheévre, ’encéphalopa-
thie spongiforme bovine (ESB ou maladie
de la vache folle) chez les bovins et la MCJ
chez ’homme.

Les ESST se caractérisent par des pé-
riodes d’incubations longues (jusqu’a plu-
sieurs dizaines d’années) et silencieuses
jusqu’a D’apparition de symptomes clini-
ques. Ces maladies peuvent s’accompagner
de troubles sensitifs, comportementaux et
moteurs (direction générale de la Santé,
2000). Sur le plan histologique, la caracté-
ristique principale est la présence d’une va-
cuolisation du tissu cérébral, qui lorsqu’elle
est intense donne un aspect spongieux. Ces
Iésions s’accompagnent d’une prolifération
des astrocytes (gliose réactionnelle), parfois
d’une perte neuronale et surtout par 1’ac-
cumulation d’une protéine prion anormale
(PrPd pour PrP-disease associated) (Prusi-
ner, 1982, Chetail 2011). Cette PrPd cor-
respond a une isoforme anormale, résultant
de la conversion conformationnelle d’une
protéine prion cellulaire (PrPc), codée par
I’hote et majoritairement exprimée dans le
systeme nerveux central (SNC) (Caughey et
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al., 1988). Les dépdts de protéines prion sont
présents sous diverses formes, en grains, en
amas et parfois en plaques qui peuvent étre
de nature amyloide ou non. En dépit de ces
1ésions du tissu nerveux, aucune réaction
inflammatoire n’est associée. Les maladies
a prion font ainsi partie des protéinopathies,
un groupe d’affections associées a la forma-
tion d’amyloides et a I’agrégation de protéi-
nes ayant une structure 3 plissée.

A ce jour, la nature exacte de 1’agent
infectieux, responsable de ces maladies,
comme sa physiopathologie (entrée, dissé-
mination, réplication, pouvoir pathogeéne
au sein d’une espece hodte donnée) est loin
d’étre totalement élucidée. Méme s’ils par-
tagent quelques points communs avec les
virus (taille, filtrabilité...), ce ne sont pas
des virus et ces agents ont une résistance
inhabituelle & de nombreux traitements
d’inactivation classiquement utilisés en mi-
crobiologie (traitements chimiques, thermi-
ques...). C’est pourquoi ils sont également
appelé agents transmissibles non conven-
tionnels (ATNC). La PrPd semble étre tout
ou partie de I’agent infectieux et représente
le marqueur le plus spécifique pour identi-
fier ces pathologies.

De facon remarquable, il existe plu-
sieurs souches d’ATNC ou agents infectieux
prion. La distinction de ces souches se fait
essentiellement par des études de transmis-
sion a la souris. Parmi les différents criteres
étudiés (signes cliniques, durée moyenne
d’incubation, profil 1ésionnel qui résume la
distribution et I’intensité des Iésions de va-
cuolisation dans des sites neuroanatomiques
de référence), la distribution cérébrale et la



typologie des dépots de PrPd est essentielle.
Elle est étudiée sur des coupes d’encéphales
analysées par immunohistochimie (IHC) et
PET-Blot (Paraffin Embedded Tissue-Blot)
de lIa PrPd (Lezmi et al., 2006). Il est admis
que pour une souche donnée, 1’ensemble des
criteres histopathologiques constitue une
«signature» spécifique reproductible pour
un modele murin donné et pour une voie
d’inoculation donnée. Certaines variations
ont cependant pu étre observées, notamment
en terme de distribution cérébrale (certains
sites n’accumulent pas systématiquement
des dépdts de PrPd), comme par exemple
pour la souche responsable de I’ESB clas-
sique (Bencsik et Baron, 2007). Compte
tenu des modalités usuelles d’inoculation
intracérébrale dans les études expérimenta-
les de maladies a prions (inoculation sous
anesthésie, a main levée), il est possible que
ces variations résultent d’une variabilité¢ du
site exact d’injection intracérébrale. Dans ce
contexte, un programme d’inoculations in-
tracérébrales dans des sites précis par stéréo-
taxie, dans deux modeles murins (C57B1/6
et la lignée transgénique TgOvPrP4) et pour
deux souches différentes d’ESB classique et
de tremblante, a été mis en place dans le but
de tester I’influence possible du site d’entrée
de I’agent infectieux sur la distribution in-
tracérébrale de PrPd. Quatre sites différents
sont étudiés, le cortex pariétal, le striatum,
le cervelet et le ventricule latéral. L objectif
de la présente étude est de collecter et d’in-
terpréter les données histopathologiques
issues de ce programme d’inoculation afin
de caractériser I’effet possible du site précis
d’entrée de I’agent infectieux sur sa dissé-
mination, identifiée par 1’étude de la distri-
bution cérébrale de la PrPd.
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MATERIEL ET METHODES

Animaux et agents infectieux

Deux lignées de souris sont utilisées:
des souris C57Bl1/6 (Laboratoire Charles
River, L’Arbresle) et des souris transgé-
niques TgOvPrP4. Agées de quatre a six
semaines, ces dernieres sont produites par
la plateforme d’expérimentation animale
(PFEA) de I’Anses de Lyon. Ces souris
expriment la protéine prion ovine, sous un
promoteur NSE et n’exprime plus la protéi-
ne prion murine (Crozet et al, 2001). Deux
souches d’agents infectieux prion sont étu-
diées, celle responsable de 1’encéphalopa-
thie spongiforme bovine classique (ESB-C)
et une souche de tremblante, la C506M3.
Le tableau 1 résume le programme d’inocu-
lation réalisé.

Injections stéréotaxiques

Les coordonnées d’injection pour les
4 sites choisis, représentés schématique-
ment sur la figure 1 (cortex cérébral, stria-
tum, ventricule latéral, cervelet) ont été
définies d’aprés D’atlas stéréotaxique de
Franklin et Paxinos (The mouse brain in
stereotaxic coordinates, third edition 2007).
Les injections sont réalisées sur souris
anesthésiées (mélange kétamine et xyla-
zine) a I’aide d’un appareil de stéréotaxie
(KOPF) équipé d’une seringue Hamilton de
10 uL couplée a une pompe pousse-serin-
gue. Chaque animal recoit 10ul d’inoculum
infectieux (homogénat cérébral a 2% conte-
nant ’agent infectieux d’une souche don-
née).
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Figure 1: Localisation schématique des 4 sites d’in-
jection sur une coupe sagittale de cerveau de souris.

Dans les lots témoins réalisés pour cha-
cun des sites étudiés dans chacune des 2
lignées, I’inoculum infectieux est remplacé
par un inoculum non infectieux (homogénat
cérébral sain a 2 %). Un suivi clinique heb-
domadaire permet de mettre en évidence
le développement de la maladie. Au stade
terminal, les souris sont euthanasiées et les
cerveaux sont prélevés. Toutes ces expé-
riences sont menées en conformité avec le
comité d’éthique régional (CREEA n°98),
le comité d’éthique francais (décret 87-848)
et la directive européenne 86/609/EEC.

Les cerveaux prélevés sont fixés a I’aide
d’une solution tamponnée de formol 10 %
pendant 48 heures. Recoupés en cing sec-
tions coronales standardisées, ces cerveaux
sont plongés dans un bain d’acide formique
99 % pendant une heure a température am-
biante afin d’inactiver 1’agent infectieux,
méme si cette inactivation reste incomplete,
elle permet de gérer les prélevements infec-
tieux avant 1’étape d’inclusion en paraffine
qui s’effectue classiquement. Des coupes
de 6 um d’épaisseur sont récupérées soit
sur lames de verre (pour I'IHC et les colora-
tions), soit sur membranes de nitrocellulose
(pour le PET Blot).
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Immunohistochimie et colorations

La vacuolisation cérébrale est identifiée
apres une coloration usuelle a I’hématoxy-
line et éosine (H&E). Elle est quantifiée a
I’aide d’une approche assistée par ordina-
teur décrite en détail dans un travail anté-
rieur (Bencsik et al., 2006). Ces données
quantitatives permettent d’établir les profils
1ésionnels, selon une méthode de référence
(Fraser et Dickinson, 1968) qui s’appuie sur
la quantification de I’intensité des 1ésions
de vacuolisation dans 9 sites neuro-anato-
miques de substance grise: 1. noyaux de la
moelle dorsale, 2. cervelet, 3. collicules, 4:
hypothalamus, 5 : thalamus, 6 : hippocampe,
7: septum, 8 et 9 cortex cérébral au niveau
du thalamus et du septum respectivement.
A chacun de ces sites, une valeur numéri-
que qui reflete I'intensité de la vacuolisa-
tion est attribuée selon une échelle de score
compris entre 0 et 5. Les données reportées
sur un graphique forment le profil 1ésionnel
caractéristique d’une souche prion données
dans une héte donné.

Pour visualiser les morphotypes et la
localisation des dépdts de protéine prion
pathologique dans le cerveau, une détection
immunohistochimique a I’aide d’un anti-
corps anti-prion SAF84 est appliquée. Cet
anticorps reconnait la séquence peptidique
ovine 167-172. De fagon notable, il n’existe
pas d’anticorps capables de distinguer la
PrPd de la PrPc, il est donc indispensable
d’effectuer une combinaison de prétraite-
ments chimiques, enzymatiques et thermi-
ques afin de ne détecter que la PrPd (Buffa
et Bencsik, 2009).



Brievement, une fois déparaffinées et ré-
hydratées, les lames sont plongées dans un
bain d’acide formique 99 % pendant 10 mi-
nutes a température ambiante sous une hot-
te chimique, puis sont autoclavées a 121°C
pendant 20 minutes. Enfin, un démasquage
antigénique de la PrPd est complété par une
digestion a la protéinase K (PK) a 20 pug/ml
(37°C, 15 min). Apres ringage, a 1’aide de
tampon phosphate salin (100 mM, pH 7.4,
9% NaCl ; 0,1% Tween 20) (PBST), les pe-
roxydases endogenes sont bloquées dans un
bain d’eau oxygénée a 3% (5 minutes). Puis
la technique s’effectue grace a la méthode
du Coverplate (Thermo Electron) qui per-
met d’optimiser et de standardiser 1’analyse
par IHC. Apres rincage avec du tampon
phosphate salin (PBST), le blocage des si-
tes non spécifiques est effectué par 1’utili-
sation de réactif bloquant du commerce (10
minutes). Sans ringage, I’ anticorps primaire
monoclonal anti-prion SAF84 de souris est
déposé (2 pg/ml, SPI Bio) pour une incu-
bation a 37°C pendant une heure. Apres
ringage avec du PBST, ’anticorps secon-
daire biotinylé est ajouté pour un contact
de 30 minutes a température ambiante. Une
étape d’amplification du signal est obtenue
grice a un complexe avidine-biotine couplé
a la peroxydase (Kit ABC Elite-Vector). Le
substrat utilisé, la diaminobenzidine (DAB),
intensifié par 1’ajout de chlorure de nickel
(kit Vector Laboratories), génere des dépots
noiratres offrant un meilleur contraste. La
révélation est stoppée en plongeant les la-
mes dans un bain d’eau ultra pure. Enfin
les lames sont colorées a 1’hématoxyline
aqueuse, déshydratées et recouvertes de
lamelles. L’observation et 1’analyse des
résultats s’effectuent grice a un micros-
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cope (Olympus BX51) couplé a une station
d’analyse d’images (logiciels Morpho Ex-
pert et Mosaic, Explora Nova).

Une coloration au rouge Congo permet
de caractériser la nature amyloide de cer-
tains dépdts de PrPd. En lumiere polarisée,
la substance amyloide colorée par le rouge
Congo a un comportement unique spécifi-
que avec l’expression d’une biréfringence
verte et rouge comme l’illustre la figure
2C.

Faraffin Embedded Tissue-Blot (PET-Blot)

Il s’agit d’une technique originale, non
quantitative mais qualitative, permettant de
visualiser in situ la PrPd a partir de coupes
histologiques recueillies sur membranes de
nitrocellulose. Cette méthode complémen-
taire a I’'THC, facilite 1’étude des sites neu-
roanatomiques d’accumulation de la PrPd.
Dans le cas présent nous avons pu vérifier
sur les analyses systématiques par IHC que
la distribution neuroanatomique des dépdts
de PrPd était homogene au sein d’un grou-
pe. Ainsi a I’aide d’analyses par PET-Blot
il est non seulement possible d’illustrer
de fagon représentative cette distribution,
mais aussi d’une fagon sensible et plus fia-
ble qu’a I’aide d’une retranscription sur un
schéma. Le principe et le protocole ont été
présentés en détails dans des travaux publiés
précédemment dans la revue (Buffa 2009 et
Chetail 2011). Les membranes sont d’abord
déparaffinées, déshydratées, séchées a plat
pendant une nuit a température ambiante
(TA). Les membranes sont réhydratées
avec du TBST tiede (Tampon Tris salin +
Tween: 10mM Tris-HCI, pH 7.8, 100mM
NaCl ; 0.05%Tween 20) pendant 10 min.



Puis, toutes les étapes se déroulent en tubes
dans un four & hybridation a rotation. Une
digestion enzymatique (protéinase K (PK),
250ug/ml), pendant 6h a 55°C permet de
ne conserver que les fragments de PrPd ré-
sistant a cette digestion enzymatique, aussi
appelé PrPres. La PrPd est ensuite dénatu-
rée a 1’aide d’une solution de thiocyanate
de guanidium 4M, pendant 10 min, a TA,
permettant de démasquer certains sites an-
tigéniques. Plusieurs ringages sont effec-
tués (5x5min) avant d’ajouter 1’anticorps
primaire (SAF84), dilué dans une solution
bloquante (TBST + lait en poudre 0.2%)
pendant une nuit a TA. Apres avoir effectué
des lavages au TBST (3x10min), pendant
1h a 37°C, I’anticorps secondaire (1/500)
couplé a la phosphatase alcaline est ajouté.
Apres plusieurs ringages effectués a TA,
température conservée jusqu’a la révéla-
tion, les membranes sont plongées dans du
NTM (Tris amino, NaCl 5M, MgCI2 1M),
tampon alcalin (pH 9,5), a raison de 2 bains
de 5 min, afin d’étre dans des conditions
de pH optimales pour la phosphatase alca-
line. Enfin la révélation se fait a ’aide de
NBT/BCIP (Nitroblue tetrazolium/5-bromo
4-chloro 3-indolyl phosphate), substrat de la
phosphatase alcaline, pendant 20 & 30 min.
Les dépots spécifiques sont de couleurs
bleu/noir. La révélation est stoppée par un
bain d’eau ultra-pure. Une fois séches, elles
sont mises sous plaques de verre pour per-
mettre la capture d’image réalisée a 1’aide
d’une loupe binoculaire couplée a une sta-
tion d’analyse d’image (logiciel Morpho
Expert, Explora Nova).

Les témoins utilisés en PET-Blot sont
des cerveaux de moutons atteints de trem-
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blante (témoins positifs) et des moutons
sains (témoins négatifs). De méme, des
souris TgOvVPrP4 non inoculées (saines)
ainsi que des souris KO pour le gene de la
PrP murine sont utilisées comme témoins
négatifs.

RESULTATS ET DISCUSSION

L’étude de I’impact du site précis d’en-
trée des agents infectieux prion dans le cer-
veau sur la distribution neuroanatomique de
la protéine pathologique (PrPd), a ét€ me-
née par une approche stéréotaxique. Quatre
régions cérébrales différentes ont fait 1’ob-
jet d’'une administration de deux souches
d’agents prion, 'ESB-C et la C506M3,
une souche de tremblante. L’ étude a pu étre
menée sur 2 lignées de souris, la C57Bl/6
et la TgOvPrP4 (Tableau 1). Quelque soit
le site d’injection considéré et pour les 2
lignées, il a été possible de transmettre la
maladie comme [’atteste la présence d’une
vacuolisation importante du tissu nerveux
accompagnée par I’accumulation de dépots
caractéristiques de PrPd (figure 2). Ce mar-
queur, le plus spécifique dans I’identification
de ces maladies est aussi un marqueur plus
précoce puisque le plus souvent, ces dépots
de PrPd précedent la dégénérescence spon-
giforme et la gliose astrocytaire typiques
dans ces affections (Fraser and Dickinson,
1973). De fagon importante, le type de dé-
pots de la PrPd a été soigneusement pris en
compte dans ces expérimentations (Tableau
2). En effet dans le modele transgénique,
I’impact du site d’injection initial sur les
dépdts en plaques amyloides florides, ca-
ractéristiques de 1’expression de I’ESB-C,
a été particulierement étudiés (figure 3B).
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Tableau 1: Représentation schématique du programme d’inoculations des souches d’ESB-C et de tremblante
C506M3 sur les souris de lignées sauvage C57B1/6 et transgénique TgOvPrP4 dans 4 sites neuroanatomiques

différents.

Figure 2: A. Illustration de dépots en amas de PrPd révélés par immunohistochimie (anticorps monoclonal anti-
prion SAF84). B. Lésions de vacuolisation caractéristique dans I’hippocampe d’une souris infectée par une souche
de tremblante. H&E. C. Le caractére amyloide de certains dép6ts en amas de PrP pathologique est vérifié par la pré-
sence d’une biréfringence caractéristique d’une coupe colorée au rouge Congo observée sous lumiere polarisée.

De méme dans la lignée sauvage, I’influence
du site d’injection a été recherchée vis-a-vis
du critere de la présence d’amas amyloides
ou non (figure 3D). Ainsi, dans chacun des
modeles murins il a été ensuite possible de
réaliser une analyse comparée prenant en
compte le profil 1ésionnel, la distribution
neuroanatomique et la typologie des dépdts
de PrPd.

La figure 4 permet de visualiser 1’étude
de la tremblante C506M3 dans la lignée
C57Bl/6 et indique une relative homogé-

néité entre les profils 1ésionnels en dehors
du score lésionnel observé dans les colli-
cules (site de référence n°3). Cependant
I’interprétation est limitée dans le cas des
injections dans le ventricule latéral dans
la mesure ou seuls 3 animaux sur 6 ont pu
étre exploités. En effet dans ce lot 3 souris
ont été trouvées mortes sans pouvoir prati-
quer de prélevements exploitables par his-
tologie.. D’une fagon globale, ces résultats
sont cohérents avec les observations faites
pour une souche apparentée a la C506M3,
la souche ME7, qui injectée de facon
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Tableau 2 : Analyse comparée des souches ESB-C et C506M sur la présence de plaque amyloide floride (PAF) ou
non (PA) dans le cerveau des souris TgOvPrP4, selon le site d’injection (VL : ventricule latéral, S: striatum).
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Figure 3: Principaux types de dépots de PrPd détec-
tés par immunohistochimie et caractéristiques des 2
souches ESB-C (A, B) et tremblante C506M3 (C, D)
dans la lignée TgOvPrP4. A. Pour la souche ESB-C
le marquage de la protéine prion peut-étre diffus, B.
ou sous forme de plaques amyloides florides typiques
de ’ESB-C (B) C. Pour la souche de tremblante, les
dépots peuvent aussi étre diffus D. ou en petits amas
amyloides mais jamais florides. Barres d’échelle,
A-D: 20 um
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stéréotaxique dans le cortex versus le cerve-
let ou le thalamus n’induit pas de différence
dans I’aspect du profil 1ésionnel (Kim et
al., 1987). De facon remarquable il semble
ne pas y avoir non plus d’influence du site
d’injection sur la distribution des dépdts
de PrPd comme l’illustre les PET-blot de
la figure 4. Comparativement a la souche
de tremblante C506M3, la figure 5 illustre
les données obtenues pour les injections de
la souche ESB-C dans les souris C57Bl/6.
L’injection dans des sites différents conduit
a la présence de légeres variations dans les
profils 1ésionnels, qui pourraient toutefois
résulter aussi de la faible intensité globale
des 1ésions de vacuolisations. De facon plus
marquée, les quatre sites d’injection géne-
rent des différences sensibles sur la distri-
bution de la PrPd, notamment dans le cas du
striatum et du cervelet comparativement aux
2 sites cortex et ventricule latéral qui condui-
sent a une distribution similaire entre eux.
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Figure 4: Analyse comparée de la distribution neuro-anatomique de la PrPd (PET-Blot) et du profil lésionnel en
fonction du site d’injection. Cas de la tremblante C506M3 dans la lignée C57B1/6. Les dépots foncés révelent la
présence de PrPd. Une représentation schématique des différents niveaux de coupe permet d’identifier les principa-
les régions cérébrales. Cx : cortex, S: septum, St: striatum, bdB : bande diagonale de Broca, Hip: hippocampe, Th:
thalamus, Hyp: hypothalamus, C: collicules, Més: mésencéphale, Ct: cervelet, Tc: tronc cérébral. Les chittres de 1
a9 en rouge permettent de situer les 9 sites de substance grise pris en compte pour établir les profils 1ésionnels

Le striatum génere en particulier une asy-
métrie marquée, surtout a 1’avant du cer-
veau. Cette observation inattendue reste ce-
pendant sans conséquence sur la possibilité
de distinguer entre elles les souches d’ESB-
C et de tremblante puisque la distribution
neuroanatomique de PrPd quelque soit le
site d’injection pour une souche et un mo-
dele de souris donnés sont distinctes. Ainsi,
nos analyses indiquent que dans la lignée
sauvage C57BIl/6, I’inoculation d’agents
prion ESB-C et C506M3 se traduit par une
distribution distincte dans I’ensemble du
cerveau avec des sites préférentiels caracté-
risant chacune de ces souches, et ce quelque
soit le site d’injection considéré. Nos résul-
tats, cohérents avec des travaux antérieurs
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de transmissions expérimentales d’ESST
(Casaccia-Bonnefil et al., 1993), suggerent
que le site d’injection ne semble pas, ou
tres peu, influencer la répartition de PrPd
dans le cerveau des souris C57Bl/6 dans le
cas de la tremblante. En revanche de facon
originale nos résultats suggerent des diffé-
rences pour I’ESB-C qui pourraient traduire
des propriétés particulieres de 1’agent infec-
tieux responsable de I’ESB-C, en terme de
neurotropisme.

Il est possible d’aborder cette hypothese
dans I’autre modele d’étude utilisé dans ce
travail. En effet en parallele des études sur la
lignée sauvage, la lignée de souris transgé-
nique TgOvPrP4 a été utilisée. L’ originalité
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Figure 5: Souche ESB-C dans la lignée C57B1/6 : analyse comparée de la distribution neuro-anatomique de la PrPd
(PET-Blot) et du profil 1ésionnel en fonction du site d’injection.

et la force de ce modele repose sur sa pro-
priété remarquable qui permet de distinguer
la souche responsable de ’ESB-C parmi
toutes les autres souches sur la base de la
détection de plaques amyloides florides
(Crozet et al., 2001). En effet cette figure
histopathologique, qui a permis de caracté-
riser le variant de la maladie de Creutzfeldt
Jakob, est des plus rares. Or dans notre mo-
dele, il est systématiquement et uniquement
associé a I’agent infectieux responsable de
I’ESB, qu’elle qu’en soit la source (vache
atteinte d’ESB, mouton expérimentalement
infecté par I’ESB, chévre naturellement
infectée par I’ESB, guépard en captivité
contaminé par 1’agent de I’ESB...). Ainsi
par l’identification de cette plaque amy-
loide floride dans le cerveau des souris in-
fectées, nous disposons d’un modele puis-
sant pour distinguer cette souche d’agent
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infectieux comparativement aux nombreux
autres agents prions identifiés a ce jour. La
comparaison des données obtenues pour les
souris TgOvPrP4 et C57B1/6 souligne I’in-
térét de faire appel a ces modeles dans les
études de typage de souches d’agents prion,
le comportement des agents infectieux dans
ces modeles étant différent. Comme I’in-
dique clairement les figures 4/5 compara-
tivement aux figures 6/7, des divergences
apparaissent non seulement au niveau de
la structure affectée du cerveau mais aussi
dans le type de dépdts de PrPd (tableau 2).
Ainsi les souris C57B1/6 ne présentent pas
de dépots sous forme de plaques amyloides
comme les souris TgOvPrP4. Ces résultats
sont cohérents avec d’autres études (DeAr-
mond et al., 1997 ; Bencsik et al., 2007).
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Figure 6: Souche tremblante C506M3 dans la lignée TgOvPrP4 : analyse comparée de la distribution neuro-anato-
mique de la PrPd (PET-Blot) et du profil Iésionnel en fonction du site d’injection.

Jusqu’a présent, dans le modele TgOv-
PrP4, seuls 2 sites d’injection sur 4 ont pu
étre analysés pour cette étude (striatum et
ventricule latéral) dans la mesure ou les in-
jections stéréotaxiques ont été étalées dans
le temps, notamment en fonction des capa-
cités de production de cette lignée assurée
au sein de notre structure. Ces maladies ont
la particularité de se développer lentement
et les 2 derniers lots expérimentaux visant a
tester I’injection dans le cortex et le cervelet
n’étaient pas disponibles au moment de la
rédaction de cet article. Toujours est-il que
comme I’indiquent les figures 6 et 7, il est
déja possible de recueillir des informations
intéressantes dans ce modele.

La figure 6 illustre les données ob-
servées pour la transmission de la souche
C506M3 dans le modele TgOvPrP4 et in-
dique clairement 1’absence d’influence du
site d’injection sur le profil 1ésionnel et la
distribution de PrPd. La figure 7 indique
également 1’absence apparente d’influence
du site d’entrée de I'ESB-C sur le profil 1é-
sionnel, mais indique une différence mar-
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quée dans la distribution de PrPd dans le
cas d’une injection dans le striatum. Cette
étude apporte ainsi des éléments forts dans
I’originalité de ce modele. En premier lieu,
nos observations confortent la spécificité du
modele pour I’expression de plaques amy-
loides florides et indique que ces plaques
qui s’exprimaient de facon variable dans
le striatum ne I’est plus si le site d’injec-
tion est contr6lé. En effet, lorsque ’injec-
tion est réalisée dans le ventricule latéral,
le striatum est épargné, mais si I’injection
est directe dans le striatum, des plaques
amyloides florides sont systématiquement
détectées dans le striatum. Par comparaison
avec ces plaques amyloides florides (PAF),
dans le cas de la souche C506M3, nous
avons pu également mettre en évidence
des particularités vis a vis des dépdts en
amas amyloides (plaques amyloides (PA)
non florides). La répartition de ces plaques
- attestée par la présence des propriétés
de biréfringence de 1’amyloide en lumiere
polarisé apres coloration au rouge Congo
- differe de fagon majeure entre les sou-
ches (tableau 2). Ainsi, si la souche ESB-C
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Figure 7: Souche ESB-C dans la lignée TgOvPrP4: analyse comparée de la distribution neuro-anatomique de la
PrPd (PET-Blot) et du profil Iésionnel en fonction du site d’injection.

induit une expression large de plaques amy-
loides (de I’avant a I’arri¢re du cerveau), la
souche de tremblante C506M3 induit une
accumulation de plaques amyloides limitée
aux régions antérieures du cerveau. Apres
I’injection intracérébrale dans le striatum,
des plaques amyloides sont alors fréquem-
ment observées dans le cortex, striatum et
thalamus.

Une autre observation intéressante dans
le cas d’une injection de I’agent de ’'ESB-C
dans le striatum est 1’asymétrie des distribu-
tions de PrPd, cette particularité n’étant pas
ou trés peu visible pour la souche C506M3
et ne concerne pas la répartition des 1ésions
de vacuolisation qui restent symétriques.
Meéme si le site d’injection n’est pas néces-
sairement visualisé, il est fort probable que
I’accumulation de PrPd soit identifiée de fa-
con ipsi-latérale a I’injection effectuée (Fig.
6 A-D). Ces résultats peuvent étre comparés
avec une étude antérieure qui indique que la
présence de plaques amyloides est toujours
plus fréquente du coté de I’injection (Bruce
and Fraser, 1981). Les travaux de Bruce
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avancent a ce sujet également la possibi-
lit¢ d’une influence initiale des dommages
traumatiques au point d’injection comme
cofacteurs dans 1’expression régionalisée
des plaques. Cependant nos résultats dis-
ponibles dans le modele C57B1/6 suggerent
qu’une telle influence reste sans doute mi-
neure (pas d’asymétrie observée pour le site
cortical et cérébelleux). Cet aspect pourra
&tre revisité lors 1’analyse des cerveaux de
souris TgOVPrP4 inoculées dans le cortex
et le cervelet qui sont en cours d’expéri-
mentation.

Comme le résume la figure §, ’asymé-
trie observée pour la lignée C57Bl/6 1'est
donc également dans le modele TgOvPrP4
mais surtout pour la souche de I’ESB-C.
Ainsi cette étude révele une propriété
inattendue relative au neurotropisme de
I’ESB-C qui parait plus fort avec capacité
d’atteindre des sites de I’avant a ’arriere du
cerveau et paradoxalement moins propice a
atteindre le coté controlatéral a I’injection.
Ceci pourrait suggérer que 1’agent infec-
tieux n’utiliserait pas prioritairement les
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Figure 8: Illustration de I’asymétrie (fleches bleu
pour le cortex, rouge pour le striatum et rose pour le
thalamus) dans la distribution de PrPd dans le cerveau
de souris C57B1/6 (A, B) et TgOvPrP4 (C, D) infec-
tées par la souche ESB-C via le striatum.

connexions nerveuses inter-hémisphériques
dans sa dissémination au sein du systéme
nerveux central.

L’asymétrie de plaques amyloides n’est
pas retrouvée lors d’une injection dans le
ventricule latéral. Cette observation traduit
le fait que la dissémination des agents in-
fectieux prion est favorisée dans les deux
hémispheéres grice aux compartiments
ventriculaires du cerveau. Une autre consé-
quence notable de cette voie d’injection
est la dilution de I’agent infectieux par le
liquide céphalo-rachidien (LCR). Or une
dilution de I’agent infectieux réduit le nom-
bre de dépdts de plaques amyloides (Bruce
and Fraser, 1981) et cette observation s’est
confirmée dans notre étude, de fagcon plus
marquée pour I’ESB-C.

CONCLUSION

L’ensemble de nos résultats suggerent
une distinction entre 1’agent de I’ESB-C et
la tremblante en réponse & un site d’entrée
différent dans le cerveau de souris issues de
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2 lignées différentes. L'agent de 'ESB-C
pourrait étre plus sensible au site d’entrée
initial dans le cerveau que ne I’est 1’agent
de la tremblante utilisé dans cette étude.
En particulier, la distribution des plaques
amyloides pourrait étre influencée par cer-
tains composants de 1’inoculum propres
a une souche donnée (seuls I’ESB-C et la
C506M3 peuvent générer des plaques amy-
loides, comparativement a d’autres souches
de tremblante et seul ’'ESB-C génere des
plaques amyloides florides dans le modele
de souris transgénique) mais aussi par le
site initial d’entrée de 1’agent infectieux
(une asymétrie marquée est observée dans le
cas d’une injection dans le striatum). Cette
étude de I’impact du site d’entrée de 1’agent
infectieux sera complétée par I’analyse des
lots expérimentaux de souris transgéniques
encore en cours, pour les injections réali-
sées dans le cortex et le cervelet. Lorsqu’ils
seront accessibles ils permettront de véri-
fier si I'impact du site d’entrée en particu-
lier pour la souche de I’ESB-C, est faible
ou plus marqué que celui observé ici dans
I’étude de la lignée sauvage C57Bl/6.

Remerciements

Les auteurs remercient tout particulie-
rement les techniciens de la plateforme
d’expérimentation animale de ['Anses
de Lyon, Emilie Antier, Rabah Belkheir,
Damien Gaillard, Coralie Pulido qui ont
pris en charge la production des souris
transgéniques, les injections stéréotaxi-
ques, le suivi des animaux et les préleve-
ments de cerveaux.



BIBLIOGRAPHIE

. PRUSINER S.B. Novel Proteinaceous In-
fectious Particles Cause Scrapie. Science
1982; 216:136-44

. CHETAIL M. & BENCSIK A. Les en-
cephalopathies spongiformes humaines:
Creutzfeldt, Jakob et les autres... Rev Fr
Histotechnol 2011; 24, n°1: 81-93

. CAUGHEY B.,RACER. E., CHESEBRO
B. Detection of prion protein mRNA in
normal and scrapie-infected tissues and
cell lines. J Gen Virol, 1988; 69:711-716.

.LEZMI S., BENCSIK A., BARON T.
PET-blot Analysis Contributes to BSE
Strain Recognition in C57Bl/6 Mice.
J Histochem Cytochem 2006; 54: 1087-94

. BENCSIK A. & BARON T. Bovine spon-
giform encephalopathy agent in prion
protein (PrP)ARR/ARR genotype sheep
after peripheral challenge: complete im-
munohistochemical analysis of disease-
associated PrP and transmission studies to
ovine-transgenic mice. J Infect Dis 2007,
195(7): 989-996

.CROZET C., BENCSIK A., FLAMANT
F, LEZMI S., SAMARUT J., BARON T.
Florid plaques in ovine PrP transgenic mice
infected with an experimental ovine BSE.
EMBO reports 2001; 2, 10, 952-956.

.BENCSIK A., PHILIPPE S., VIAL L,

CALAVAS D., BARON T. Automatic
quantification of vacuolar lesions in the
brain of mice infected with transmissi-
ble spongiform encephalopathies. J Virol
Methods 2005; 124 : 197-202

.FRASER H. & DICKINSON A.G. The

sequential development of the brain lesion
of scrapie in three strains of mice. J Comp
Pathol 1968; 78 : 301-11

. BUFFA J. & BENCSIK A. La méthode du

PET-Blot différentiel : principe et contribu-
tion a I’étude des souches d’agents infec-
tieux responsables des maladies a prion.
Rev Fr Histotechnol 2009; n°1 : 87-98

10. CHETAIL M. & BENCSIK A. Le PET-

11.

Blot épitopique dans I’étude des maladies
a prions: mise en évidence de différents
fragments de protéine prion pathologi-
que (PrPres) in situ. Rev Fr Histotechnol
2011; 24, n°1: 85-97

FRASER H., DICKINSON A.G. Scrapie
in mice-agent-strain differences in the
distribution and intensity of grey matter
vacuolation. J Comp Pathol, 1973; 83:
29-40.



12.

13.

14.

KIM Y., CARP R., CALLAHAN S,
WISNIEWSKI H. Incubation Periods
and Survival Times for Mice Injected Ste-
reotaxically with Three Scrapie Strains
in Different Brain Regions. J Gen Virol,
1987; 68 : 695-702.

CASACCIA-BONNEFIL P, KASC-
SAK R.J., FERSKO R., CALLAHAN
S., CARP R.I. Brain regional distribu-
tion of prion protein PrP27-30 in mice
stereotaxically microinjected with diffe-
rent strains of scrapie. J Infect Dis, 1993;
167:7-12.

DEARMOND S.J., SANCHEZ H., YE-
HIELY F, QIU Y., NINCHAK-CASEY
A., DAGGETT V., CAMERINO AP,
CAYETANO J., ROGERS M., GROTH
D., TORCHIA M., TREMBLAY P,
SCOTT M.R., COHEN EE., PRUSINER
S.B. Selective neuronal targeting in prion
disease. Neuron 1997; 19: 1337-1348.

15.

16.

BENCSIKA., PHILIPPES., DEBEERS.,
CROZET C., CALAVAS D., BARON T.
Scrapie strain transmission studies in
ovine PrP transgenic mice reveal dissi-
milar susceptibility. Histochem Cell Biol
2007; 127: 531-9

BRUCE M. & FRASER H. (1981) Effect
of route of injection on the frequency and
distribution of cerebral amyloid plaques
in scrapie mice. Neuropathol and Applied
Neurobiol, 1981; 7: 289-298.






Rev.

Fr. Histotechnol., 2012, 25, n°1, p. 67 2 82

L’INFECTION A VIRUS EBOLA
ET LES MODELES ANIMAUX ASSOCIES.

Reynard 0.}, Jacquot F.2, Volchkov V. !

L CIRI INSERM U1111 équipe Bases Moléculaires de la pathogénicité virale,
21 avenue Tony Garnier 69007 Lyon — France

2 Laboratoire P4 INSERM Jean Mérieux, Lyon,
21 avenue Tony Garnier 69007 Lyon — France

Introduction

Ces derniéres années ont montré I’émer-
gence d’un certain nombre d’agents patho-
genes et notamment des agents devant étre
manipulés dans des laboratoires de niveau
de sécurité biologique 4 (NSB4). Ces agents
pathogenes sont des virus entrainant des
taux de mortalité pouvant atteindre 90%
et pour lesquels aucun traitement thérapeu-
tique ou prophylactique n’existe a ce jour.
L’expérimentation en laboratoire NSB4 est
réalisée par des chercheurs et techniciens
formés et expérimentés a la manipulation
d’agents de classe 4 ainsi qu’au travail en
combinaison pressurisée. Des procédures
spécifiques connues et appliquées par tous
permettent de travailler dans le respect des
regles de biosécurité. Le virus Ebola fait
partie de ces agents pathogenes de niveau
4, il est responsable de fievres hémorragi-
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ques fatales chez ’homme et les singes. Le
virus Ebola a été isolé en 1976, lors d’une
épidémie en République Démocratique du
Congo (anciennement Zaire) ou le taux de
mortalité a avoisiné 90%. Ce virus infecte,
dans la nature, les primates et décime les
populations de chimpanzés et de gorilles
des montagnes, premiers maillons de I’in-
fection vers I’homme (7) (52). En effet la
contagion des hommes intervient majori-
tairement par le contact et la consomma-
tion d’animaux sauvages infectés, trés ma-
joritairement les singes.

De nombreuses campagnes de recherche
ont permis d’identifier divers mammiferes
infectés par le virus Ebola et principalement
des primates mais aussi anecdotiquement
des antilopes et des porcs-épics (47). Mais
toutes les infections chez ces animaux se
sont révélées étre symptomatiques et fatales.



Figure 1: cycle viral du virus Ebola
1: Adhésion du virion a la surface cellulaire
: Endocytose de la particule virale

2
3: Libération de la RNP apres digestion de la GP par les cathepsines et interaction avec NPC1 (Coté M., 2012)
4: Transcription et traduction des protéines virales via les ribosomes libres ou le réticulum endoplasmique granu-

leux pour la traduction des ARNm des GP

5: Réplication de I’ARN antigénomique en ARN génomique viral

6: Assemblage des ribonucléoparticules et formation des corps d’inclusion
7

8

: Traduction et maturation des glycoprotéines

: Libération de la sGP, libération de la GP1,2A via le clivage par TACE de la glycoprotéine membranaire (Dolnik

0.,2004)

9: Libération des ribonucléoparticules (potentiellement par VP24) et transport par la VP40
10: Bourgeonnement du a une déformation de la membrane par VP40 et les protéines ESCRT

En 2005, Eric Leroy et son équipe ont identi-
fié la présence d’ ARN viral dans des organes
de chauve-souris frugivores ne présentant
aucun signe clinique (34). Trois especes sont
supposées étre les réservoirs du virus Ebola:
Hypsignathus monstrosus, Epomops franque-
ti et Myonycteris torquata. Trés récemment
un nouveau virus apparenté au filovirus a été
identifié dans des chauves-souris au nord de
I’Espagne, le virus Lloviu (39).
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Le virus ebola appartient a I’ordre des
Mononegavirales, qui regroupe les virus a
ARN négatif simple brin non segmenté. Il
constitue, avec les virus Marburg et Llio-
viu, la famille des Filoviridae. Il existe 5
genres de virus Ebola: Zaire ebolavirus,
Reston ebolavirus, Bundibogyo ebolavirus,
Sudan ebolavirus et Tai Forest ebolavirus
(32). Leurs génomes sont composés d’une
succession linéaire de genes qui codent



pour 7 protéines structurales: la nucléo-
protéine NP, la protéine VP35, la protéine
VP40, la glycoprotéine GP, la protéine
VP30, la protéine VP24 et la polymérase
L ainsi que pour une protéine non struc-
turale sécrétée spécifique du virus Ebola,
la protéine sGP. Cette derniere protéine
provient de 1’édition du gene de la glyco-
protéine (54). C’est la glycoprotéine GP
et la présence de phosphatidyl-serine qui
induit I’attachement des particules virales
au niveau d’un large panel de corécepteurs
membranaires (TIM1, DC-SIGN, Axl,...)
(11, 30, 36). Cet attachement induit 1’en-
docytose / macropinocytose des particules
qui une fois présente dans les endolysoso-
mes subissent une digestion enzymatique
par les cathepsines (3, 10). Cette digestion
permet 1’élimination du domaine mucini-
que et ’exposition du domaine de fixation
au récepteur, la protéine Nieman-Pick C1
(13). Ainsi pour ce virus, la libération de la
ribonucléoparticule intervient apres fusion
de I’enveloppe virale et de la membrane de
I’endolysosome. La figure 1 décrit le cycle
viral au niveau cellulaire et notamment les
étapes d’entrée, de réplication et de bour-
geonnement du virus. La recherche sur le
virus Ebola nécessite 1’utilisation d’outil
moléculaire tel que la génétique inverse
mais les hypotheses avancées nécessitent
d’étre confirmées dans des modeles in vivo
en animalerie A4. Plusieurs modeles de
rongeurs sont disponibles ainsi que diffé-
rentes especes de primates. Les chercheurs
se doivent de cibler le modele en fonction
des réponses a apporter.
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La fievre hémorragique a virus Ebola

Les infections a virus Ebola provo-
quent une pathologie rapide et grave
aboutissant au déces de 35% a 90% des
personnes infectées. Les symptomes clini-
ques débutent par une brusque poussée de
fievre et de forts maux de té€te. Les patients
souffrent le plus souvent de cachexie, de
vomissements, de diarrhées, de douleurs
abdominales et d’une altération de leur état
mental. Dans 10 a 50% des cas, des symp-
tomes hémorragiques apparaissent avec
notamment des hémorragies pétéchiales,
des saignements au niveau du tractus di-
gestif, des conjonctives, et trés souvent aux
points d’injections (19, 43). Cette compo-
sante hémorragique varie selon la souche
virale responsable de 1’épidémie (1, 2, 12,
38, 46). La figure 2 décrit le déroulement
de I’infection a Ebola tel que suggéré dans
la littérature.

Des études détaillées de cette infection
ont montré que les cellules dendritiques et
les macrophages sont les cellules cibles
initiales au site d’entrée (21, 26, 35). Ces
cellules mobiles transportent 1’agent pa-
thogene vers les ganglions lymphatiques
régionaux, d’ou apres d’autres cycles répli-
catifs, des virions sont libérés par les voies
lymphatiques et la circulation sanguine.
Les organes primo infectés sont la rate et
le foie. La figure 3 (A : observation macros-
copique, B: observation microscopique)
montre dans un modele cobaye 1’infection
multifocale typique du foie entrainant une
nécrose et une stéatose. Apres plusieurs
cycles réplicatifs, le virus infecte les cel-
lules parenchymateuses environnantes,
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Figure 2 : Pathogenese des fievres hémorragiques a Filovirus

TF: Tissue Factor, MIP: Macrophage Inhibitory Protein, NO: Nitric oxide, NK: Natural Killer, TNF: Tumor Ne-
crosis Factor, DC: Dendridtic Cells, AST: Aspartate amino Transferase, ALAT : Alanine amino Transferase

Les cellules dendritiques et les macrophages constituent les cibles primaires de 1’infection, ces cellules disséminent
alors rapidement les virions dans 1’organisme. Les cellules infectées liberent de grande quantité de cytokine pro et
anti inflammatoire ce qui conduit a I’apparition de modifications des parametres biologiques (coagulation, inflam-
mation, apoptose des lymphocytes). L’hépatotropisme est une caractéristique de 1’infection & virus Ebola, elle se
traduit par I’apparition de foyers de nécrose.

Figure 3: Lésions hépatiques
macroscopiques et microscopi-
ques dans le modéle cobaye

A': observation macroscopique de
foie de cobaye infecté par Zaire
ebolavirus adapté au cobaye (sou-
che 8mC générée par génétique
inverse)

B: observation microscopique de
foie de cobaye infecté par Zaire
ebolavirus, (1-3 non infecté, 2-4-
5 infecté) (1-2: x10 / 3-4: x40 /
5:x20); fixation 15 jours en PFA
4%, inclusion en parrafine, im-
munomarquage anti VP40, contre
coloration Hematoxiline, Anipath
Lyon
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y compris les hépatocytes et les cellules
corticales surrénales, entrainant 1’expan-
sion des foyers de nécrose. Les conclusions
des quelques rapports d’autopsie dispo-
nibles de patients infectés font état d’une
hémorragie limitée dans les muqueuses,
la peau et les organes parenchymateux, y
compris 1’estomac et les intestins, asso-
ciée a de vastes zones de nécrose du pa-
renchyme hépatique (31, 41, 58, 59). Des
nécroses similaires avec dépot de fibrine,
ont également été décrites dans la pulpe
blanche et la pulpe rouge de la rate, modi-
fiant souvent son architecture. Les 1ésions
hépatiques sont décrites comme des foyers
multifocaux d’infection engendrant une
nécrose massive des zones infectées. (22,
41). Bien que les cellules endothéliales en
culture soient facilement infectées par le
virus, il y a peu de preuves de la réplica-
tion virale dans ces cellules in vivo avant
les dernieres étapes de la maladie.

Conformément a la lymphadénopa-
thie observée chez les patients infectés, on
observe une nécrose multifocale dans les
tissus lymphoides. Cependant, les lympho-
cytes ne sont pas infectés par les filovirus,
et, par conséquent, 1’infection virale n’est
pas directement la cause de la lympholy-
se massive vue apres ’infection (35). Au
contraire, ce mécanisme de lympholyse est
apoptotique (4-6).

Au cours de [linfection, une viré-
mie extrémement élevée est retrouvée en
méme temps qu’une libération massive et
anarchique de cytokines pro-inflammatoi-
res. Dans le sérum des patients, la forme
soluble de la glycoprotéine virale est éga-
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lement retrouvée en forte quantité (43).
Cet ensemble de causes semblent étre a
I’origine du choc septique observé dans les
cas d’infections fatales (57).

Au cours de 1’évolution de la maladie,
les modifications hématologiques et bio-
chimiques comprennent une lymphopé-
nie, une leucocytose des polynucléaires, et
une élévation des concentrations sériques
d’aspartate et d’alanine aminotransférases
(28).

Les études sur le virus Ebola Zaire
dans un modele primate ont montré que
les anomalies de la coagulation sont ini-
tiées en tout début d’infection, lorsque les
macrophages infectés expriment le facteur
tissulaire (TF) a leurs surfaces (25). La
libération de microparticules membranai-
res portant ce facteur tissulaire contribue
a I’élaboration d’une coagulopathie sys-
témique. La virémie élevée associée a la
présence de cytokines pro inflammatoires
et de glycoprotéine virale contribue égale-
ment a I’augmentation de la perméabilité
vasculaire ainsi qu’a I’apparition fréquente
d’une coagulation intravasculaire dissémi-
née. Les D-dimeres sont détectables dans
le plasma des 24h apres I’infection et une
diminution de la protéine C activée est ob-
servée des le deuxiéme jour, alors que la
baisse de la numération plaquettaire ne se
produit qu’au jour 3-4.

En dépit de I'extréme pathogénicité
du virus Ebola, quelques patients infectés
survivent a la phase aigué de la maladie et
guérissent de 1’infection en absence de tout
traitement. De plus, lors des épidémies



a virus Ebola, des cas d’infections humai-
nes asymptomatiques ont été identifiés
pour des individus directement exposés a
des patients ou du matériel contaminé par
le virus Ebola (6, 33). Une réponse inflam-
matoire précoce semble avoir un role dans
le contrdle de I’infection par le virus Ebola
(5), cependant les mécanismes moléculai-
res permettant la survie de ces patients sont
peu connus.

Modéles animaux utilisés en animalerie
A4

Les chercheurs disposent actuellement
de plusieurs modeles animaux afin de
mieux comprendre I’infection a virus Ebo-
la et ainsi développer de nouvelles straté-
gies thérapeutiques (Figure 4).

Chez les rongeurs, 3 modeles ont été
étudiés: la souris, le cobaye et le hamster
(8,9, 16,48, 53, 55). Chez la souris immu-

nocompétente, I’injection de virus sauvage
n’induit pas le développement d’une patho-
logie et la réplication virale est rapidement
controlée (9). A I'opposé, I'infection de
souris SCID (sans lymphocytes T et B) par
une souche sauvage de virus Ebola induit
le développement pendant 20 a 25 jours
d’une infection létale avec une dégradation
continue de I’état des animaux. L’impor-
tance de la réponse immunitaire innée dans
le contrdle de I'infection a été soulignée
par Bray et collaborateurs. Cette équipe a
montré la trés grande sensibilité des mode-
les STAT-1 KO et IFN a/f} récepteur KO a
I’infection par une souche sauvage (8). I
existe a présent un modele d’infection 1éta-
le basé sur des souris immunocompétentes
utilisant une souche adaptée (9 passages)
de virus Ebola (9). Cette souche possede
des mutations dans les génes VP24 et NP.
Bien que permettant 1’utilisation de grou-
pes plus importants ainsi que [’utilisa-
tion de nombreux réactifs commerciaux,

Souris (svg) | Sourts (ad) (Cobaye (sva)| Cobaye (ad) | FMeIST | amater (ag)| Chauresours. | Chauve-souris™ | Primate NH |, g (ovg)
{MbgV svg)

Virémie Faible Elevée Faible Elevée Faible Elevie minime minime Elavée Elavée
Virulence Faibie Elevia Faiba Eleviies Faible Elvia Non Non Elevie Elevdie
Tropisme prinaire meennu cup meennu CMP CMP CMP CMP CMP CMpP CMp
rash maculaire Non Non Non Non Non Non Non Non Qui Oui
ity Non minime Non intermédiaire | minime Elovée incennu incanny Elevie Elevte
Enzymes hépafiques |  inconnu Elevéa inconnu Elevée inconnu Elewie inconnu inconn Elavéie Elavéia
Thrombocylopénia inconnu Dwi inconnu Oui non Oui inconnu ineonny Dui Dui
Wmim neonnu Oui MEONNU Dl non Oun MEONNU R Oui Oui
m"r"“"n";lg:; inconnu Oui inconnu Oui oui / IFN type | Oui inconnu inconnu Qui Oui

Figure 4 : Sensibilité des mammifeéres a I’infection par le Zaire ebolavirus
Svg: sauvage, ad: adaptée, CMP: cellules mononuclées phagocytaires, IFN: interféron, NH: non humain,
MbgV : Marburgvirus.
Chauve-souris infectées par Ebolavirus: Tadarida Condylura (insectivore), Tadarida Pumila (insectivore),
Epomophorus wahlbergi (frugivore)
*Chauves-souris infectées par Marbugvirus : Roussetus aegyptiacus (frugivore)
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le modele souris présente I’inconvénient de
ne pas développer une infection similaire a
celle observée chez les primates avec no-
tamment une modification des parametres
de coagulation trés limitée. Ce modele est
cependant trés approprié dans I’étude de
composés antiviraux.

Le cobaye est tout comme la souris na-
turellement résistant a I’infection par le vi-
rus Ebola avec cependant pour seule diffé-
rence la présence d’un pic de température
de 24-48h cinq jours apres I’injection. Le
modele d’infection létale utilise une sou-
che adaptée par 8 passages pour le cobaye
dunkin (8mc) ou 5 passages pour le cobaye
souche 13 (20) ; grace a la technique de
la génétique inverse la souche virale 8mc
a pu étre caractérisée et I’importance des
mutations dans les genes VP24 et NP a été
soulignée (20, 37, 53). L’infection chez le
cobaye se traduit par une phase asympto-
matique de 4-5 jours puis par une brusque
poussée de fievre accompagnée d’une dés-
hydratation et d’un état de prostration. On
retrouve chez ces animaux une augmen-
tation du temps de prothrombine (PT) et
du temps de céphaline activée (aPTT). La
mort survient 7 a 8 jours apres 1’infection.
Bien que I’on observe des modifications
de la coagulation sanguine, la présence
de dépot de fibrine dans le foie est limitée
dans ce modele alors qu’elle est une carac-
téristique de la fievre hémorragique a virus
Ebola chez le primate (15).

Tres récemment Ebihara et collabora-
teurs ont établi un modele d’infection 1étale
chez le hamster doré en utilisant la souche
adaptée a la souris (16). Dans ce modele,
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les animaux commencent & montrer des si-
gnes cliniques des 3 jours apres I’infection
et succombent 24 a 48h apres le début des
symptdmes. Une modification importante
des parametres de coagulation est observée
et ceci de facon trés similaire au modele
primate (augmentation du PT, de 1’aPTT,
diminution du taux de fibrinogeéne et de
la protéine C). Des études sont en cours
afin d’établir une souche virale adaptée
au hamster a partir d’une souche sauvage
de virus Ebola afin de mieux comprendre
les phénomenes de passage inter-especes
(communication personnelle).

De nombreux primates non humains
(PNH) ont été utilisés comme modele
pour I’infection a virus Ebola et notam-
ment les macaques rhésus et cynomolgus,
les babouins et les singes vert africains.
Les macaques cynomolgus sont, d’apres
la littérature, le modele le plus sensible a
I’infection par I’ensemble des virus Ebola,
ces singes développent une phase fébrile
tres précoce (2-3 jours post inoculations)
(21). A I'inverse, les singes verts (Chloro-
cebus aethiops) ne sont pas, tout comme
I’homme, sensible a I’infection par le Res-
ton ebolavirus (17). Cette espece de singe
présente de plus la particularité de trés peu
présenter le rash typique de I’infection a
filovirus (42). Les babouins quant a eux
présentent 1’avantage de produire, comme
chez ’homme, les 4 classes d’immunoglo-
bulines G alors que les macaques ne pro-
duisent pas d’IgG3, un isotype d’anticorps
opsonisant d’importance dans les infec-
tions virales (49). Les singes développent
dans les modeles expérimentaux une pa-
thologie trés similaire a celle observée chez



I’homme avec notamment un tropisme en
tout point identique, 1’apparition de coa-
gulation intravasculaire disséminée et une
libération massive de cytokine pro et anti
inflammatoire en phase terminale. Cette
caractéristique en fait un modele de choix
pour les études de vaccinologie. Dans la
nature, les populations de chimpanzés et
de gorilles sont fortement affectées par les
épidémies de virus Ebola, ces primates dé-
veloppent une pathologie similaire en tout
point a celle observé chez ’homme (56).
Récemment le ouistiti commun (Callithrix
Jjacchus) a été utilisé comme modele pour
les infections a filovirus. Ce modele de
petits singes nord-américains développe
des symptomes similaires a ceux observés
chez ’homme (14) et pourrait représenter
dans le futur une alternative aux plus gros-
ses especes africaines.

Le modele chauve-souris a tout
d’abord été étudié€ lors de grandes campa-
gnes d’étude visant a identifier le réservoir
naturel des filovirus. Ainsi des 1996, une
équipe sud-africaine, en collaboration avec
le CDC, a infecté expérimentalement des
chauves-souris africaines frugivores et
insectivores. Leurs premiers résultats ont
alors montré une réplication virale dans
ces animaux (50). En 2005, Eric Leroy et
son équipe ont formellement identifié le
réservoir naturel du virus Ebola chez les
chauves-souris Hypsignathus monstrosus,
Epomops franqueti et Myonycteris tor-
quata (34) et les chauves-souris Rousettus
aegyptiacus comme un des réservoirs du
virus Marburg (51). A I’heure actuelle, une
seule équipe sud-africaine a expérimenté
en animalerie A4 I’infection par le virus
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Marburg chez la roussette africaine (40).
Leurs résultats montrent que ces animaux
présentent une virémie sans toutefois ex-
créter de virus ni présenter de symptomes.
A T’avenir ces animaux seront une source
précieuse d’informations sur le controle
de la réplication virale et I’établissement
d’une réponse immunitaire cohérente et
efficace.

Conclusion

La manipulation des animaux en ani-
malerie A4 imposent des conditions de sta-
bulation et de travail spécifiques. Les ani-
maux ne pouvant &tre manipulés vigiles,
les primates sont placés dans des systemes
d’hébergement congus pour permettre une
anesthésie a distance. Les rongeurs, quant a
eux, sont placés dans une boite a induction
d’anesthésie gazeuse avant d’étre manipu-
1és. Le personnel est quant a lui équipé de
scaphandres, de sous-gants a double cou-
che désinfectante, d’une paire de sur-gants
et de manchettes en Kevlar ainsi qu’une
paire de gants en latex. Dans le cas de la
manipulation des primates, une paire de
gants en cuir ainsi qu’un tablier viennent
renforcer ces équipements de protection.

A Theure actuelle, aucun traitement
ni vaccin n’est disponible sur le marché,
cependant plusieurs candidats vaccins ont
montré chez I’animal une grande efficacité
(18, 45). De plus, plusieurs approches thé-
rapeutiques sont en cours d’investigation
et notamment I’utilisation d’ARNi (23),
d’inhibiteurs de réplication (29), de traite-
ments régulant 1’homéostasie (27) ou bien
encore d’anticorps monoclonaux (44). Les



modeles animaux constituent un outil in-
dispensable pour la compréhension des
fievres hémorragiques. Le développement
des modeles asymptomatiques (chauve-
souris) permet une meilleure compréhen-
sion de la régulation de la croissance virale
par I’hote. Les modeles symptomatiques
permettent quant a eux 1’évaluation des
approches thérapeutiques et en recherche
fondamentale une validation physiologi-
que des hypotheses basées sur les obser-
vations in vitro. Les primates non humains
sont le modele de choix pour I’étude des
filovirus car ce sont les seuls modeles dé-
veloppant une fievre hémorragique compa-
rable a I’infection humaine. Ils sont de plus
le seul modele permettant une évaluation

-75-

rationnelle des candidats vaccins, en effet
de nombreux candidats vaccins efficaces
chez les rongeurs se sont révélés ineffica-
ces chez le singe (24). Les rongeurs ont
une immunité innée davantage développée
que les primates ce qui limite leurs utilisa-
tions en vaccinologie cependant ils consti-
tuent un modele de choix pour évaluer les
molécules antivirales (8).
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Introduction

L’introduction de I’ordinateur a produit
une révolution dans la maniere de prendre
des images, de les stocker et de les analy-
ser.

Le son, puis I’image, ont pu étre stockés
et transmis des la premiere moitié du XX°
siecle. L’utilisation de la téléphonie numé-
rique a posé les premieres questions sur la
quantité d’informations contenue dans un
signal. L’apparition des radars et les be-
soins militaires de transmission ont puis-
samment contribué a développer 1’analyse
de signal des la seconde guerre mondiale.
L’analyse d’images s’est présentée comme
une extension de I’analyse de signal, de-
mandant des ressources informatiques plus
importantes. Une nouvelle approche a été
proposée ensuite dans une série d’articles
de deux ingénieurs de I’Ecole des Mines,
Georges Matheron et Jean Serra en 1964,
la morphologie mathématique.
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La plupart des logiciels de traitement
d’images permettent d’utiliser et de com-
biner les approches de traitement du signal
et de morphologie mathématique. Avec
I’avenement d’internet et des habitudes de
collaboration scientifique, des programmes
puissants sont maintenant en acces libre.

Cet article a pour but de présenter les
méthodes de base de traitement d’images
pour les microscopistes, et les développe-
ments en cours.

L’image numérique
® Nature d’une image

Le traitement d’images est lié¢ a I'ima-
gerie numérique, devenue tres accessible
avec l’apparition des capteurs électroni-
ques.

Une image monochrome est for-
mée de points ou pixels (« PICTure ELe-
ments »), convertis en tableau de nombres.



Chaque nombre représente le codage d’une
mesure de lumiere, sur un certain nombre
de valeurs binaires (bits), de 8 a 16, soit un
nombre compris entre 0 et 28-1 = 255 et 0
a 2'%-1 = 65535. Dans tous les cas, le O re-
présente le noir par convention, et la valeur
la plus élevée le blanc.

Une image couleur est composée de
trois plans monochromes, relatifs a la me-
sure au travers de filtres rouge, vert et bleu,
en général codés sur 8 bits, ce qui permet
28 valeurs pour chaque plan, soit 28x 28 x 28
= 16 millions de couleurs.

On généralise I’image monochrome ou
couleur en fonction de la longueur d’onde
A du plan vertical z, du temps t et finale-
ment une image peut &tre définie comme
un ensemble de points dépendant d’un
nombre indéterminé de dimensions corres-
pondanta x,y, z, A, t...

Le traitement d’image a besoin d’iden-
tifier des «objets» reconnus par 1’expéri-
mentateur : noyau de cellule, particule, etc.
Pour cette représentation, on compose une
image dite binaire, constituée de points
ayant deux valeurs possibles, selon que
ce point appartient ou pas a cet objet. Plus
généralement, une image binaire est com-
posée de valeurs numériques O et 1 (ou O et
255), estimées point par point, souvent par
comparaison de chaque pixel d’une image
a un seuil. On regroupe ensuite les pixels
voisins (connexes) non nuls, en «objets»
auxquels le logiciel attribuera un numéro.
Cette opération s’appelle 1’étiquetage.
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¢ Capteurs d’image numérique

La saisie d’images sur caméra argen-
tique a pratiquement disparu, d’abord au
profit de caméras vidéos qui produisaient
un signal de type télévision, noir et blanc
ou couleurs, au format PAL en Europe. Le
signal était ensuite transmis par cible a un
dispositif d’acquisition, souvent dans 1’or-
dinateur. Les contraintes étaient une fré-
quence d’acquisition fixe (60 images/s aux
USA, 50 en Europe) et surtout une taille
d’image limitée.

L’image est maintenant convertie dans
le capteur, les valeurs numériques étant
ensuite transférées a 1’ordinateur sans
contrainte de taille ni de fréquence. Le
capteur peut &tre matriciel, ponctuel ou li-

néaire.

Le capteur matriciel est composé d’un
circuit de silicium, sur lequel sont disposés
des systemes d’électrodes, une par point
d’image. Un photon produit dans une pla-
que fine de semi-conducteur électronique
CMOS (Complementary Metal-Oxyde
Semiconductor) une paire €électron-trou,
puis I’électron produit est ensuite immobi-
lisé dans une zone isolante, un «puits de
potentiel », sous chaque électrode. Apres la
période d’exposition, un dispositif permet
de lire la quantité d’électrons collectés en
chaque point, qui reflete la quantité de lu-
miere regue. Deux technologies de capteurs
different selon le mode de lecture des puits
de potentiel. Les caméras dites «caméras
CCD» (Charge-Coupled Device) operent
en séquence, en faisant glisser les char-
ges d’un point vers le point voisin, pour



ensuite aboutir au point de lecture. Les ca-
méras dites CMOS possedent un dispositif
électronique permettant indépendamment
de lire et de transmettre la charge de cha-
que point.

Avec un capteur ponctuel, le champ
d’observation est balayé et la quantité de
lumiére est mesurée point par point par un
dispositif a tube a vide (photomultiplica-
teur), a semiconducteur (photodiode), ou
hybride. L’image est ensuite reconstituée a
partir de I’ensemble des mesures.

Un capteur linéaire peut étre constitué
comme une caméra a une seule rangée de
pixels, dans un scanner qui peut comporter
plusieurs milliers d’éléments, ou comme
des capteurs ponctuels «accolés», dans
un photomultiplicateur multianodes com-
portant quelques dizaines d’éléments. Les
capteurs linéaires permettent une paralléli-
sation de la lecture et du stockage.

Les capteurs couleurs adaptés a la vision
humaine dérivent des monochromes, selon
principalement trois technologies (figure 1).

A wWatrice de Bayer B wicco

La plus répandue est produite par la
superposition sur un capteur monochro-
me d’une lame colorée telle que chaque
élément de capteur recoive de la lumiere
rouge, verte ou bleue. La répartition est de
25 % pour le rouge et le bleu, et 50 % des
pixels pour le vert, pour tenir compte de
la meilleure sensibilité de I’ceil humain au
vert. Cette plaque colorée porte le nom de
«matrice de Bayer» (figure 1A). La ma-
trice de Bayer ne permet pas de savoir si
deux éléments de couleur différente sont
localisés sur le méme pixel. Pour une
meilleure précision, on utilise alors trois
capteurs différents pour les trois couleurs,
et placés avec précision pour une corres-
pondance exacte. Des systémes de filtres et
de miroirs renvoient la partie rouge, verte
et bleue de I’image sur ces capteurs. Cette
technologie s’appelle le tri-CCD (figure
1B).

Enfin, une technologie plus récente uti-
lise un capteur multicouches comme trois
capteurs superposés, de telle maniere que
chacun capte une partie du spectre (figure
1C). La lumiere bleue est arrétée par la

|| e -

R

Mirairs dichroiques

il

r_

C Systéme Foveon

Figure 1: Trois technologies de capteur couleur A, Matrice de Bayer, ou mosaique de filtres colorés déposée sur
un capteur monochrome, B, matrice tri-CCD, ou I’'image est séparée par des miroirs dichroiques en trois couleurs
projetés sur trois capteurs ajustés, C, capteur Foveon, avec les trois capteurs superposés.
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premiere couche, la verte par la seconde
et la rouge par la plus profonde, de sorte
que chaque pixel va comporter trois puits
de potentiel.

Finalement, quelle que soit la tech-
nologie utilisée pour saisir une image, le
logiciel de traitement va créer trois plans
correspondant aux couleurs rouge, vert et
bleu, éventuellement par interpolation des
valeurs manquantes si I’image était pro-
duite par une matrice de Bayer.

D’autres dispositifs séparent 1’image
en plus de trois plans de couleurs (image
spectrale, ou hyperspectrale), avec une
roue de filtres ou avec des dispositifs a
cristaux liquides. De nombreux micros-
copes confocaux permettent aussi de faire
une image par bande de longueurs d’onde.

® But du traitement d’images :

A partir de photographies numériques,
le traitement extrait des données chiffrées,
qui sont transférées a un tableur pour
I’analyse statistique. On pourra mesurer
une intensité de gris, par exemple sur un

gel de migration sur un profil déterminé

Fedne fiote

par I'utilisateur, mais il va souvent s’agir
de dénombrer des «objets» ou de mesu-
rer leurs propriétés: couleur, orientation,
dimensions. Le probleme principal sera
d’identifier ces objets, que 1’ceil humain
reconnait en général, mais dont il faudra
transmettre les caractéristiques a 1’ordi-
nateur. C’est la «segmentation », étape la
plus délicate du traitement, qui consiste
a transformer une image monochrome ou
couleurs en image binaire.

e Exemple

La figure 1 donne un exemple des éta-
pes pour une situation simple: il s’agit de
dénombrer des noyaux marqués au DAPI
(figure 2A). La premiere étape (figure 2B),
le seuillage, produit une image binaire en
comparant le niveau d’intensité de chaque
pixel a un seuil. Cette valeur peut étre fixée
avec la souris ou le clavier par I'utilisateur,
mais on préférera un calcul statistique. Le
logiciel libre imageJ] propose une dizaine
de méthodes de calcul pour évaluer la va-
leur de seuil la plus probable en fonction
de I’histogramme des niveaux de la tota-
lité de ’image, selon I’hypothese la plus
appropriée au probleme posé. L’étape

[area  [xm [ym
12353 13787 1.20
95230 22298 517
18441 51862 168
47455 47817 490
138839 35563 728
72873 3773 119
53400 14.741 116
90780 28657 174
58633 4677 214
@ 56212 13793 230
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() d'". <‘>_f_\_;
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Figure 2: Exemple de traitement d’images. A : image brute issue de microscopie confocale, B: Segmentation par
seuillage, C: Suppression des objets trop petits et séparation des objets collés D : Mesure sur les objets, E : transfert

vers une feuille de calcul.



suivante (figure 2C) consiste ici a préciser
les parametres requis pour les objets binai-
res: le logiciel identifie les objets, ils ne
peuvent pas étre trop petits, et leur forme
est arrondie, ce qui permet d’en éliminer
certains. Ensuite, le programme étiquette
et calcule les mesures demandées, pour
finalement transférer les résultats dans un
tableur (figure 2D, E).

Dans beaucoup de situations, il sera né-
cessaire d’effectuer un traitement de 1’ima-
ge avant le seuillage pour faire ressortir les
objets d’intérét et atténuer les éléments de
I’image qui n’apportent pas d’information
utile, comme les poussieres, les rayures, ou
encore un éclairement inhomogene.

Opérations sur les images
® Manipulation d’histogramme

L’histogramme d’une image monochro-
me représente le nombre d’occurrences
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d’un niveau donné. L’ ceil humain distingue
environ 50 niveaux d’intensité différents,
beaucoup moins que le nombre de niveaux
de I’image. Il est courant qu’une image de
fluorescence apparaisse noire, faute de re-
présentation adaptée (figure 3). Beaucoup
de logiciels de visualisation proposent
d’ajuster automatiquement une répartition
des niveaux de I’image enregistrée entre le
noir et le blanc de 1’affichage (figure 3B).

® Les opérateurs : généralités

Pour modifier les images avant le
seuillage, trois grandes familles de trai-
tement peuvent étre appliquées, avec des
résultats parfois similaires. Les trois types
d’opérateurs décrits dans la suite sont les
opérateurs locaux, et les opérateurs glo-
baux.

Les «opérateurs locaux» consistent a
calculer une nouvelle image dont chaque
point est obtenu par un calcul simple a

€
M 155
Mode 0 (53684)

Figure 3: Correction d’histogramme: A, image brute, B, image corrigée, C, image seuillée.
Sous chaque image, son histogramme



partir du point correspondant dans I’image
d’origine, et de ses voisins. Le voisinage
d’un point est en pratique un tableau de
dimension impaire, souvent 3x3 pixels,
centré sur ce point. Certains des points
de ce tableau peuvent &tre ignorés dans le
calcul. On distinguera les opérations de
morphologie mathématique, pour lesquel-
les les seuls calculs sont le maximum ou le
maximum des intensités du voisinage et du
point considéré, et les opérateurs de convo-
lution, qui font une moyenne pondérée. On
peut mentionner également un autre opéra-
teur également basé sur le tri, le filtre mé-
dian, tres utilisé, mais qui n’est pas intégré
a la morphologie mathématique. Ce filtre a
pour effet d’éliminer les valeurs extrémes
d’un pixel par rapport a ses voisins (blanc
ou noir), et est nommé «antipoussiere »
dans les logiciels de photographie (figure
4).

Le principal opérateur global est la
transformée de Fourier.

1||a2

a4 ab

a7 || a8 ||a9

® Opérateurs de morphologie
mathématique

En morphologie mathématique (Ser-
ra, 1982), la zone de calcul porte le nom
d’«élément structurant». Les opérateurs
utilisés sont basés sur le tri des pixels de
I’image d’origine. L’opération consistant
a choisir le minimum des points du voi-
sinage s’appelle 1’érosion. Sur une image
en couleurs, le min s’applique respective-
ment a chacun des plans R, V et B (figure
5). Une érosion assombrit I’image et fait
disparaitre les zones claires isolées (figure
5B). L’ opération opposée s’appelle une di-
latation, et consiste a prendre le maximum.
La dilatation fait disparaitre les zones
sombres isolées (figure 5F). L’application
d’une dilatation apres une érosion s’ appelle
une ouverture (figure 5C), et d’une érosion
apres une dilatation s’appelle fermeture
(figure 5G). Ces opérations ont pour effet
de restaurer une image de niveau moyen
semblable a I’image d’origine.

Figure 4 : Principe de calcul d’un opérateur local sur une zone de 3x3 pixels. La valeur d’un point (ici b) est calculée
par la fonction f du point correspondant (ici a5) et des points voisins (al a a9). En morphologie mathématique, b est
soit maximum, soit minimum. Pour une convolution, la fonction f est une moyenne pondérée des points al..a9.
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Figure 5: Opérateurs de morphologie mathématique. A, image, marquage de neurones, B, dilatation, C, érosion de
B ou «ouverture» de A, D, différence entre A et C, ou «chapeau haut de forme » de A (éclaircie).

On souligne des objets clairs par différence
entre I’image d’origine et I’image ouverte
(figure 5D), et les objets sombres par dif-
férence entre I’image fermée et I’image
d’origine (figure SH). Ce type d’opérations
s’appelle un chapeau haut-de-forme.

Pour des images binaires, 1’érosion et
la dilatation prennent un sens particulier.
L’exemple de la figure 6 illustre I’intérét
d’une ouverture de I’image binaire B, qui
permet de séparer les deux objets.

® Opérateurs de convolution

Dans une convolution, chaque point
de I’image résultat est calculé comme une
moyenne pondérée des points correspon-
dants dans I’image d’origine (figure 7).
L’opérateur de convolution est défini par
les coefficients de pondération.

- Lorsque tous les coefficients sont posi-
tifs, cette opération produit un lissage

de I’image. Les filtres de lissage les plus
courants peuvent étre représentés par une
matrice de convolution dont la représen-
tation graphique est un cylindre (lissage
uniforme) ou une courbe en cloche (fil-
trage gaussien, figure 7, A, B).

Lorsque les coefficients portent des si-
gnes différents, le produit de convolution
fait intervenir des différences entre des
points voisins, et ce type de filtre est uti-
lisé pour souligner les zones de contraste,
par exemple les contours. Les représen-
tations graphiques de ces filtres sont les
chapeaux mexicains. Parmi les filtrages
de ce type, on note le filtre laplacien (le
filtre par défaut dans «Process / Filter /
Convolve » dans imagel]), ou le filtre de
Sobel («find edges» dans imageJ, figure
7,C, D).

L’opération de convolution par calcul
est semblable a celle que réalise un dispo-
sitif optique qui introduit un flou. L’ objec-
tif de microscope produit sur une image un



Figure 6 : Exemple de morphologie mathématique sur une image binaire. A, image, B, image binaire apres seuilla-
ge, C, érosion, D dilatation (ouverture). L’ouverture a permis de séparer les deux objets.

tel flou (PSF pour point spread function),
qui dépend principalement de son ouver-
ture numérique.

Opérateurs basés sur la transformée de
Fourier :

¢ Principe de la transformée de Fourier

Pour comprendre le principe de la
transformation de Fourier, il faut imaginer
une seule ligne d’image comme un signal
que I’on peut transmettre a un amplifica-
teur et écouter sur un haut-parleur, pour
le reconnaitre. Si on remplace ensuite le
systéme par une chaine composée de trois
haut-parleurs, le son sera reconnu a I’iden-
tique. Le signal adressé a chacun des haut-
parleurs est alors différent du signal d’ori-

gine, plus rapide pour le tweeter, plus lent
pour le haut-parleur de basse. Leur com-
binaison par addition reconstitue le signal
d’origine. On peut imaginer un grand nom-
bre de haut-parleurs, chacun passant une
étroite bande de fréquences. Le son obtenu
en additionnant les signaux sera toujours le
méme. Si on dispose d’un nombre infini de
haut-parleurs, chacun ne passe plus qu’une
fréquence, le signal qui lui est envoyé est
alors une fréquence pure, donc une fonc-
tion sinus, mais la somme de ces signaux
reconstitue toujours le signal d’origine. On
peut donc concevoir simplement qu’un si-
gnal quelconque puisse étre décomposé en
somme de sinus, et que la somme de ces
fonctions reconstitue le signal d’origine.
Chaque composante sinus est représentée
par son amplitude et sa phase.

.-

Figure 7: Exemples de convolutions: A, image brute, B lissage de A par convolution, C, image brute, D, filtre de
contour par convolution (filtre de Sobel).



La transformée de Fourier effectue une
opération similaire par calcul, en décom-
posant toute fonction physique en un en-
semble de fonctions sinus dont elle donne
I’amplitude et la phase, et la somme de ces
fonctions « recompose » le signal d’origine.
Le calcul a été rendu possible en diminuant
le nombre d’opérations par la méthode de
la Fast Fourier Transform (Cooley, J.W.
Tukey, 1965).

Cette transformation s’opere de ma-
niere similaire dans deux dimensions, pour
une image. Sur une image, on peut se re-
présenter chaque composante comme une
image de type «t6le ondulée» dans une
direction, et la décomposition prend en
compte toutes les orientations. Un exemple
d’utilisation est donné (figure 8) ; le fond
d’éclairement n’est pas uniforme. Cette
non uniformité représente une évolution
lente dans I’espace, donc une composante
de basse fréquence. Sa suppression permet
d’homogénéiser le fond et d’augmenter le
contraste. Dans imageJ, cette opération est
facilitée : le filtrage FFT permet de définir

les bandes de fréquences a conserver par la
taille des objets qu’ils représentent. (pro-
cess / FFT / Bandpass filter), on conserve
les ondulations dont la taille est comprise
entre 1 et 50 pixels, dans cet exemple, pour
éliminer les autres.

Les filtres FFT peuvent donc étre utili-
sés sans entrer dans le formalisme mathé-
matique de la transformation de Fourier.
Ils sont tres utiles pour lisser une image
(filtrage passe-bas, choix des objets de
grande taille), pour faire ressortir des ob-
jets de petite taille (filtrage passe-haut,
choix d’objets dans une gamme de taille
réduite), ou comme dans 1’exemple pré-
cédent, pour éliminer des inhomogénéités
d’éclairement.

Les nouveaux outils disponibles
® Déconvolution
De nombreux programmes permettent

d’améliorer la résolution de 1’image en
compensant le flou que produit le systeme

Figure 8: Composantes de Fourier d’une image: A, horizontale, B, verticale, C, oblique. Le théoréme de Fourier
indique qu’une image est la somme de telles composantes a toutes les fréquences et dans toutes les directions. D,
exemple d’image, E, image traitée par filtrage passehaut.
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optique, la convolution par la PSF du sys-
teme. Cette opération s’appelle la décon-
volution. On montre que la déconvolution
stricto sensu est impossible, mais on peut
s’en approcher par différentes techniques
mathématiques. Le mode de déconvolution
le plus direct consiste a prendre en compte
les propriétés de 1’objectif utilisé pour se
rapprocher d’une opération inverse de cel-
le qu’il a produite. Ceci demande de faire
une mesure de I’image d’objets ponctuels
sur une lame identique. Avec un objectif
a forte ouverture numérique, la PSF varie
dans les trois dimensions et la déconvo-
lution doit trouver un moyen d’en rendre
compte (Maalouf, Colicchio, & Dieterlen,
2011). A P'intérieur de 1’objet observé, la
déformation de I’'image n’est pas seule-
ment due a I’objectif, mais aussi a la partie
de la préparation traversée par le faisceau.
Dans des préparations épaisses, on ne peut
utiliser I’image de petits objets ponctuels
et des techniques permettent d’estimer en
parallele la PSF et I’objet observé: la dé-
convolution aveugle (Soulez, Denis, Tour-
neur, & Thiébaut, 2012).

® Autres approches de traitement d’image

De nouvelles méthodes de traitement
ont été proposées.

- L’analyse d’image logarithmique permet
de donner de I'importance aux zones
sombres dans des images de transmis-
sion, dont la représentation numérique
est faible et la contribution est diminuée
par les convolutions, la morphomathéma-
tique et I’analyse de Fourier, alors que ce
sont les objets les plus denses (Jourlin &
Pinoli, 1988).

- Alors que I’analyse de Fourier traite glo-
balement toute 1’image, les techniques
par ondelettes (Mallat, 1989) permettent
des nombreux outils de filtrage et d’ana-
lyse par région de I’image.

- Enfin, les caractéristiques de 1’image
permettent de définir les propriétés sta-
tistiques locales et de déterminer les
caracteres pertinents par des méthodes
d’apprentissage de classification (Wei,
Flaschel, Friehs, & Nattkemper, 2008).
On recherche a se rapprocher de la vision
humaine et la reconnaissance de texture
par exemple.

De nouvelles techniques de microsco-
pie exploitent principalement les propriétés
non-linéaires du phénomene de fluorescen-
ce pour atteindre une précision de dizaines
de nanometres en utilisant des principes
de traitement d’image lors de l’acquisi-
tion (Betzig et al., 2006; Patterson, 2009;
Toomre & Bewersdorf, 2010). Parmi elles,
des technique permettent d’observer et
d’analyser successivement les différentes
sources fluorescentes d’une image (Bates,
Huang, Dempsey, & Zhuang, 2007).

® Logiciels libres

On doit a W. Rasband I’initiative du lo-
giciel libre d’analyse d’images avec NIH
Image sur Mac, puis, en 1997, imagel, sur
toutes plateformes (Schneider, Rasband, &
Eliceiri, 2012). Parmi les logiciels actuels,
on trouve Fiji, une distribution d’imageJ
refaite, disposant d’un éditeur évolué de
macro-instructions, des outils 3D, et inter-
faces avec d’autres logiciels (Schindelin et
al., 2012), et Icy, développé par I’Institut



Pasteur, qui dispose d’outils de base plus
sophistiqués, comme la reconnaissance de
texture (De Chaumont et al., 2012). Cell
Profiler, et Cell Profiler Analyst permet-
tent I’analyse a haut débit, le traitement
s’effectuant comme en cytométrie de flux
(Carpenter et al., 2006).

Ces nouveaux outils (et d’autres) ont en
commun une démarche :

- les sources sont libres, ce qui permet de
comprendre et éventuellement d’amélio-
rer le programme.

- des sites de discussion permettent aux
utilisateurs de discuter des améliorations
et se partagent le travail

- des macro-instructions permettent d’en-
chatner les opérations et de conserver la
trace des traitements effectués.

- ils permettent d’écrire du code dans un
langage public, comme C, C++, java, py-
thon.

De nombreux autres logiciels sont dis-
ponibles (Eliceiri et al., 2012). Des efforts
sont faits pour créer des ponts entre ces
différentes initiatives, et une conférence a
réuni en avril 2012 les principaux acteurs
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a I'initiative du projet EuroBiolmaging, en
vue de coordonner leurs approches et les
rendre compatibles.

Conclusion

La multiplication des images numé-
riques oblige a un regard plus critique :
I’image en tant qu’illustration doit main-
tenant étre complétée par une analyse
quantitative. Le traitement d’images est
devenu une technique de laboratoire. 1l re-
pose principalement sur des techniques de
calcul simples, mais reproduites un grand
nombre de fois. Les logiciels de traitement
de base sont en acces public, et font 1’ob-
jet de nombreuses discussions sur des fo-
rums.

En France, ’organisation de la mi-
croscopie autour de plateformes en colla-
boration a permis une croissance rapide
du savoir-faire, de projets de recherche
multidisciplinaires, d’ateliers et d’écoles
de formation spécialisés soutenus par le
CNRS, et une importante contribution au
développement de méthodes et logiciels
d’imagerie.
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RESUME

Au sein du systeme nerveux central, la
barriere hémato-encéphalique (BHE) par-
ticipe au maintien de 1’homéostasie céré-
brale. C’est une interface dynamique dont
les caractéristiques structurales et métabo-
liques sont le fruit d’une coopération en-
tre cellules vasculaires (cellules endothé-
liales et péricytes) et nerveuses (cellules
gliales et neurones). Etroitement régulée,
elle peut cependant étre altérée au cours
de différents processus pathologiques, tels
qu'au cours de méningites, d’accidents
vasculaires cérébraux ou de tumeurs. Le
dysfonctionnement peut alors entre autres
se traduire par une altération de 1’expres-
sion des protéines de jonctions serrées qui
assurent physiquement la perméabilité res-
treinte propre a la BHE. Dans les études
neurologiques expérimentales, la souris
de laboratoire est au coeur de nombreuses

modélisations, aussi il apparait primor-
dial de mettre au point la visualisation de
ces protéines de jonctions serrées dans le
cerveau de souris en conditions normales
saines. Nous présentons ici les conditions
de détection immunohistochimiques de 5
protéines de jonctions serrées différentes,
mises au point sur des coupes de cerveaux
de souris fixés en paraffine.

INTRODUCTION

Au sein du systeme nerveux central
(SNCQ), on distingue trois types de barrieres
physiologiques, la barriere hémato-liqui-
dienne, arachnoidienne et hémato-encépha-
lique. La barriere hémato-liquidienne sé-
pare le sang du liquide céphalo-rachidien
(LCR). Les propriétés de barriere sont
portées par les cellules épithéliales cho-
roidiennes, liées entre elles par des jonc-
tions serrées (JS) étanches et non pas par



les cellules endothéliales choroidiennes
fenétrées et donc non liées entre elles par
des JS qui juxtapose cet épithélium. Cette
barriere est située au niveau des plexus
choroides responsables de la synthese de
LCR et localisés dans les ventricules. La
paroi de ces ventricules est bordée de cel-
lules épendymaires liées entre elles au pole
apico-latéral par des jonctions serrées.
On peut distinguer les organes circum-
ventriculaires, présentant un épithélium
fenétré et dont les propriétés de barriere
sont portées par les tanycytes, des cellules
épendymaires spécialisées aux nombreu-
ses microvillosités permettant d’augmen-
ter la surface d’échange avec le LCR. En
dehors des organes circumventriculaires,
les cellules épendymaires présentent de
nombreux cils. Les méninges constituent
la barriere arachnoidienne. Elles sont com-
posées, de I’extérieur vers I’intérieur, de la
dure mere, ’arachnoide, 1’espace sous ara-
chnoidien (dans lequel se trouve le LCR)
et la pie mere. Les vaisseaux sanguins de
la dure mere sont caractérisés par des es-
paces extracellulaires multiples et peu de

contacts intercellulaires impliquant un
mangque de cohésion structurelle dans cette
couche. A I’inverse, les cellules extérieures
a I’arachnoide possedent de nombreuses
JS sans espace extracellulaire significatif.
Cette couche cellulaire est de ce fait consi-
dérée comme une barriere morphologique
et fonctionnelle efficace entre le sang si-
tué dans la dure mere et le LCR de I’es-
pace sous-arachnoidien (Correale et Villa,
2009).

Le concept de barriere entre le sang et
le cerveau apparait pour la premiere fois
en 1885 et le terme de barriere hémato-
encéphalique (BHE) est employé des 1922.
Sa localisation fut établie au niveau des ca-
pillaires lorsque les jonctions serrées ont
été observées par microscopie électronique
entre les cellules endothéliales des capillai-
res cérébraux (Vorbrodt & Dobrogowska,
2003). Aujourd’hui la BHE est reconnue
comme une interface dynamique, dont les
caractéristiques structurales et métaboli-
ques sont le fruit d’une coopération entre
cellules vasculaires (cellules endothéliales
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Figure 1: Représentation schématique d’un capillaire de la barriere hémato-encéphalique (BHE) en coupe trans-
versale. A. en condition normale, B. en condition pathologique illustrant la rupture de la barriere et le passage de

molécules entre le sang et le parenchyme cérébral.
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et péricytes) et nerveuses (cellules gliales
et neurones). Cette coopération cellulaire
est appelée unité neurovasculaire (UNV)
(Figure 1) (Hawkins & Davis, 2005).

Une couche de cellules endothéliales
forme les microvaisseaux sanguins cé-
rébraux (CMV) acheminant le sang au
cerveau. Ces cellules présentent des ca-
ractéristiques structurales et métaboliques
différentes des cellules endothéliales de
la circulation périphérique car elles sont
composées d’un grand nombre de jonc-
tions serrées (JS) et de mitochondries. Ces
caractéristiques permettent aux cellules
endothéliales des capillaires de bloquer
le passage de toute macromolécule neu-
rotoxique. Les cellules endothéliales pré-
sentent un grand nombre de récepteurs et
transporteurs sélectifs pour les acides ami-
nés, les protéines, les peptides et le glucose
afin de maintenir I’homéostasie cérébrale
(Pardridge, 1983). L’espace paracellulaire
des cellules endothéliales est caractérisé
par la présence de JS et de jonctions adhé-
rentes qui lient les cellules ensemble. Les
techniques immunohistochimiques ont
permis, depuis les années 80, d’élucider
la nature moléculaire des protéines de JS.
Ce sont des complexes de protéines situées
pres de la surface luminale des CMV. Elles
sont responsables de la faible perméabilité
de la BHE. Les protéines qui les compo-
sent sont ordonnées en différentes classes
en fonction de leur structure. Il y a les
protéines transmembranaires comprenant
les claudines, 1’occludine et des membres
de la famille des immunoglobulines. En
parallele, il y a les protéines intracellu-
laires incluant les protéines de la famille
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des zonula occludens (ZO) associées aux
protéines transmembranaires (Figure 2)
(Perdisky et al., 2006).
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Figure 2: Représentation schématique des interac-
tions moléculaires entre deux cellules endothéliales
caractérisées par des jonctions serrées.

Les données actuelles suggerent I’im-
plication d’altérations de la BHE dans de
nombreuses maladies neurologiques, no-
tamment les tumeurs, les accidents vascu-
laires cérébraux, la sclérose en plaque, les
méningites et les encéphalites (Perdisky et
al., 2006, Koto et al., 2007). Dans la mesure
ou I’expression des protéines de jonctions
serrées, claudines, occludines et zona oc-
cludens, peut étre directement incriminée
dans cette perte de 1’efficacité des barrieres
entre le sang, le LCR et le tissu cérébral,
il est possible de mettre en évidence ces
altérations in situ par immunohistochi-
mie. Dans les études neurologiques expé-
rimentales, la souris de laboratoire est au
ceeur de nombreuses modélisations, ainsi
I’ objectif de cette étude est d’établir la car-
tographie de 1’expression normale de ces
protéines de JS sur des coupes de cerveaux
de souris fixés en paraffine. A cette fin, cet
article expose les conditions de détection
immunohistochimique optimales mises au



point pour 5 protéines de jonctions serrées
différentes : les claudines-1, -3 et -5, I’oc-
cludine et la zonula occludens-1 (ZO-1).

MATERIEL ET METHODES
Tissu cérébral

Les études sont focalisées sur des cer-
veaux de souris saines jeunes (6 semaines
d’age). Deux lignées ont été utilisées :
une lignée sauvage, la C57B1/6 et une li-
gnée transgénique utilisée comme modele
d’étude de processus neurodégénératifs,
la TgM83 (lignée transgénique exprimant
I’a-synucléine humaine mutée en AS5S3T)
(Crozet et al., 2001). Une fois prélevés, les
cerveaux sont fixés dans une solution tam-
ponnée de formol a 10% pendant 48 heu-
res. Une recoupe macroscopique réalisée a
I’aide d’un moule en acrylique permet de
standardiser les coupes dans la frontalité et
la symétrie comme d’accéder aux princi-
paux sites neuroanatomiques du cerveau.
Ces recoupes macroscopiques sont inclues
en paraffine selon un protocole standard

d’inclusion. A partir des blocs de paraffine,
des coupes de 6 um sont ensuite réalisées et
collectées sur des lames traitées (X-tra sli-
des, Leica). Placées dans une étuve a 37°C,
elles sechent en attendant d’étre utilisées
pour 1’analyse immunohistochimique.

Immunohistochimie des protéines de
jonctions serrées

Les anticorps utilisés dans cette étude
sont regroupés dans le tableau 1. Apres
réception, ils sont conservés sous forme
d’aliquotes a - 20°C. Le premier objectif
de I’étude a été de déterminer les condi-
tions optimales de détection par immuno-
histochimie faisant appel a une révélation
d’une activité peroxydase. La mise au point
a pris en compte différentes méthodes de
démasquage antigénique : I’autoclavage
(121°C pendant 20 min) (Prestige medical,
AES Lab), un traitement aux micro-ondes
(5 min a puissance maximale puis 5 min
en décongélation) combiné a une diges-
tion a la protéinase K (PK) (Roche dia-
gnostic) (20 ug/ml) ou enfin une digestion

Acl Ref camlogue | Spécificité Concentrations (ug/ml) | Ac IT anti-lapin
Tableau 1: Liste des 5 anticorps
ant-claudine: 1 51-9000 | homme rat poulet polyclonaux produits chez le la-
i ctoine 3 101700 | soume sowts podt p%n (Invitrogen) .reconnai§sant
Biotinylé différentes protéines de jonc-
ant-clndine. S 301600 | sowis 10,8,53,2,1 tions serrées utilisés dans cette
- étude avec les concentrations
anti- Z0-1 617300 | o sowis ral pouet testées.
anii-occhudine T1-1500 bome poulet tal souris
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alaPK seule (10 minutes). Puis, différentes
concentrations d’anticorps primaire (Ac I)
ont été testées 10, 8, 5, 3, 2 et 1 ug/ml (ta-
bleau 1) afin de déterminer la concentra-
tion optimale a appliquer.

Le protocole débute par le blocage
des peroxydases endogenes a 1’aide d’une
solution d’eau oxygénée (0,3%) (Merck).
Puis les sites non spécifiques sont saturés
avant de déposer I’ Ac I dilué dans du tam-
pon phosphate 0.1M, NaCl, 9g/1000, pH
7,4 et Triton (0,1 %) sur la nuit. Apres rin-
cage, I’ Ac II anti-lapin biotinylé est ajouté
(1/200°%). Puis, avant de passer aux étapes
de révélation, le complexe avidine-biotine
couplé a la peroxydase (Kit ABC Elite-
Vector) est appliqué une demi-heure afin
d’obtenir une amplification du signal. Pour
la révélation, deux substrats chromogenes
de la HRP ont été utilisés dans le but de
comparer les intensités des marquages et
permettre d’envisager un double marquage
des lames par la suite. La diaminobenzi-
dine (DAB) intensifiée par 1’ajout de chlo-
rure de nickel (kit Vector Laboratories)
qui génere des dépdts noiritres offre un

g

5 pg/mL

excellent contraste et le 3-Amino-9-ethyl-
carbazole (AEC) (kit Vector Laboratories)
produit des précipités de couleur rouge. La
révélation est stoppée en plongeant les la-
mes dans un bain d’eau ultra pure. Enfin
les lames sont colorées a 1’hématoxyline
aqueuse.

Analyse de Iexpression normale des
protéines de jonctions serrées

L’observation et 1’analyse des résultats
s’effectuent grice a un microscope (Olym-
pus BX51) couplé a une station d’analyse
d’images (logiciels Morpho Expert et Mo-
saic, Explora Nova). Les marquages sont
plus particulierement observés sur 4 zones
du cerveau : les cellules endothéliales des
méninges, les vaisseaux du parenchyme
cérébral, les cellules épendymaires qui
bordent les ventricules et les cellules en-
dothéliales et épithéliales des plexus cho-
roides. L’intensité des marquages obtenus
est évaluée a I’aide d’une échelle de score
allant de 0 a 3 établie en comparant les ni-
veaux de marquages obtenus comme illus-
tré en figure 3.

2 ug/mL 1 pg/mL

Figure 3: Illustration de 1’échelle d’intensité des marquages utilisée dans la détermination du choix de la concen-
tration optimale d’Ac I. Exemple de 1’effet de la concentration sur la détection de la claudine-3 dans les plexus

choroides.



Wy paranchyme Méninges Fltx'-:‘::::]ﬁcﬂ FHNLI:;;IC‘I:;:::HHH é“r::;:::.im

A MPK PK| A M/PE PK | A MPK PE | A MPK PK | A MPK PK

Claudine-1 | 0 0 0] 1 2 1 0 0 0 oo 1 1
Claudine-3 | 0 211 1 o 0 0 1 01 [t} 0
Claudine-5 | 0 1 2 1 1 0] 0 4] [ 0 0
Ocdudine 0 2 1] 2 2 2 0 0 0 1 1 1| 2 2 2
Z0-1 0 2 212 2 20 1 1|9 1 1 e e 1

Légende Tableau 2: Tests de démasquage des protéines et résultats sur

0 Amsence de margoage

1  Faible marquage
3 en murquags

Fort marcuage

RESULTATS ET DISCUSSION

L’approche immunohistochimique
pour étudier I’expression des protéines de
jonctions serrées dans le cerveau de souris
fixés et inclus en paraffine offre un grand
potentiel dans les études de I’intégrité de
la BHE. Elle nécessite au préalable de dé-
terminer les conditions optimales d’appli-
cation. Au cours de cette étude, plusieurs
conditions de démasquage antigénique ont
été testées et le tableau 2 synthétise les
résultats observés. La séquence de démas-
quage la plus efficace retenue est celle qui
offre la meilleure intensité de détection.
Pour I’ensemble des 5 anticorps anti pro-
téines de JS, 1’association micro-ondes/
PK apparait la plus adaptée. Elle a ensuite
été systématiquement appliquée dans la
deuxiéme phase dont le but était de dé-
terminer les concentrations optimales. Le
tableau 3 résume les résultats d’applica-
tion de diverses concentrations d’anticorps
primaires. La concentration optimale a pu
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I’intensité des marquages. A: autoclave ; M: micro-ondes ;
PK: protéinase K.

&tre ainsi définie pour la détection de cha-
que protéine de JS. Elle est de 5 pg/ml pour
les claudines-1 et -3, et de 8 pg/ml pour la
claudine-5, I’occludine et la ZO-1.

Enfin ’usage comparé des substrats de
la HRP révele que la DAB intensifiée au
chlorure de nickel comme I’ AEC sont des
chromogenes tout aussi efficaces 1'un que
I’autre, comme I’illustre la figure 4. Cepen-
dant dans la routine et pour I’établissement
d’une expression basale des protéines de
jonctions serrées dans le cerveau de souris
saine, I'usage de la DAB-NiCl, est privilé-
giée.

Figure 4: Comparaison de la révélation de la claudi-
ne-1 dans les plexus choroides par 2 chromogenes, la
DAB-NiCl, (noir) et I'’AEC (rouge).



Vx parenchyme Méninges Flexus chorcides | Plexus cl.'lomﬁjes tellules.\
{enda) {epith) épendymaires
Concentrations lyn g 53 2 1/108 5 3 2 1|/w0E 53 2 1|]wse 53 2 1|ws 5321
B pgiml
Claudine-1 0000 3011 0000 Fz 2010
Claudine-3 2 1 0000 210 0000
Claudine-5 220l221110000000000000
Oecludine 110 [+ B v 1101 20 00
70-1 2012213011.219&11-21}&0

Tableau 3: Définition de la concentration optimale en Ac I (révélation DAB), évaluée apres application d’un dé-
masquage antigénique reposant sur la combinaison micro-ondes/PK; I’intensité des marquages est indiquée selon le

principe de la 1égende donnée pour le tableau 2.

Sur la base de ces mises au point et en
paralleéle des souris de la lignée C57Bl/6,
il a été possible d’étudier 1I’expression de
ces protéines de JS dans une lignée de
souris transgénique utilisée au laboratoire
dans I’exploration de processus neurodé-
génératifs. De la sorte, un référentiel a
pu étre constitué sous la forme pratique
de tableaux récapitulatifs ainsi que d’il-
lustrations caractéristiques a partir de cer-
veaux de souris saines. Le tableau 4 et la
figure 5 résument les marquages typiques
observés chez les sujets jeunes sains (2
mois) de la lignée transgénique qui sont
tout a fait semblables a ceux de la souris
C57BIl/6 jeune et saine. Cette similitude des
référentiels obtenus pour la lignée sauvage
C57Bl/6 et la lignée transgénique TgM83

suggere une constance dans 1’expression
de ces protéines de JS au sein de lignées
murines différentes dans des conditions
saines. Ainsi, les bases sont posées pour
étudier les conséquences sur I’expression
des protéines de JS au cours de processus
neurodégénératifs qui caractérisent ce mo-
dele par une mise en place progressive au
cours du temps.

Clairement il apparait que les diverses
protéines de JS ont une expression spécifi-
que suivant certains compartiments cellu-
laires et tissulaires. Ainsi a titre d’exemple,
la claudine-5 n’est jamais exprimée dans
les cellules épithéliales des plexus choroi-
des. Une difficulté apparait avec le com-
partiment des cellules épendymaires qui

Valsseaux clandine-3  Méninges claudine-5

Plexus Z0-1

Ependyme Occludme

Plexus claudine-1

Figure 5: Illustration de 1’expression des protéines de JS dans le cerveau de souris en conditions normales. Révé-

lation DAB-NiCl,.
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W Plexus Plewus Cellutes
porenchyme  Méninges c::ﬂ:? :T::::;s éEpendymaires
Clauding-1 0 1 0
Claudine-3 1] 2 i
Claudine-5 i 0 0
Oecludine 1]
0-1 1 i

Tableau 4 : Récapitulatif de 1’expression des protéines de JS dans le SNC de souris (TgM83 semblable a C57B1/6)
en conditions saines (micro-ondes/PK et concentration optimale de 5 ug/mL pour les claudines-1 et -3, et de 8 pg/
mL pour la claudine-5, I’occludine et la ZO-1). L’échelle d’intensité définie dans le tableau 2 est utilisée.

bordent les ventricules contenant le liquide
céphalo-rachidien. Dans les tableaux sont
reportés uniquement les observations fai-
tes au niveau des cellules épendymaires
situées au niveau des ventricules latéraux,
mais des marquages différents ont pu étre
observés dans d’autres régions épendymai-
res. En effet, selon la région ventriculaire
considérée certaines de ces cellules épen-
dymaires ont des fonctions spécialisées, et
leurs expressions de protéines de JS sont
différentes. Elles témoignent du fait que
toutes les bordures ventriculaires ne sont
pas physiologiquement et fonctionnelle-
ment identiques. Afin d’assurer leur role
respectif, il semble que les protéines de JS
exprimées dans les cellules épendymaires
puissent en partie assurer cette spécificité
(Mullier et al., 2010). Une perspective
immédiate de ce travail pourrait étre de
s’attacher a décrire plus précisément les
expressions spécifiques de ces régions.
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Dans tous les cas, ce travail apparait
des a présent tres utile dans une démarche
plus globale d’évaluation de I’intégrité de
ces barrieres qui devra étre complétée par
une approche quantitative (par des appro-
ches biochimiques) comme par des études
de perméabilité.

CONCLUSION

La BHE est une barriere physique qui
filtre et contrdle le passage des substances
sanguines et les empéche de passer libre-
ment du sang vers le parenchyme cérébral.
Elle isole ainsi le SNC du reste de ’or-
ganisme et lui permet d’avoir un milieu
spécifique, différent du milieu du reste
de I'organisme. Ce mécanisme protege le
SNC contre I’intrusion de composés po-
tentiellement nocifs présents dans le sang.
Une BHE fonctionnant mal permet 1’en-
trée dans le SNC de molécules hydrophiles



qui normalement en seraient exclues. La
thématique de recherche la plus récente du
laboratoire fait appel a des modeles expé-
rimentaux permettant d’évaluer le rdle des
substances chimiques neurotoxiques, dans
les maladies neurodégénératives humai-
nes. Dans ce contexte d’étude des maladies
neurodégénératives, il est possible que les
propriétés constitutives de la barriere hé-
mato-encéphalique (BHE) soient altérées.
Pour le mettre en évidence dans nos mo-
deles de souris sauvages et transgéniques,
nous avons mis en place une détection in
situ par immunohistochimie des différen-
tes protéines associées aux jonctions serrés
(JS), constitutives de cette BHE. Le pre-
mier objectif de ce travail a été de définir
les conditions optimales de détection des
protéines de JS a I’aide de cinq anticorps
différents. Nous avons pu établir qu’un dé-
masquage antigénique basé sur un double
traitement thermique et enzymatique était
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le plus adapté. Les concentrations optima-
les ont pu étre établies pour chacun des
anticorps. Ainsi il est maintenant possible
d’appliquer cette approche dans diverses
conditions pathologiques. Des résultats
préliminaires collectés sur des cerveaux
infectés, 1ésés soulignent la nécessité de
faire un examen exhaustif de toutes les
protéines de jonctions serrées en prenant
en compte les différents compartiments
constitutifs des barrieres physiologiques
du SNC.
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RESUME

Le calcium est un second messager
ubiquitaire impliqué dans de nombreux
processus physiologiques comme 1’exocy-
tose, la contraction musculaire, la prolifé-
ration cellulaire et I’apoptose. A ce titre, la
concentration en calcium est finement ré-
gulée par la cellule. De maniere générale,
la concentration calcique est de ’ordre de
1mM dans le milieu extracellulaire et dans
le réticulum endoplasmique et oscille de
20 nM a plus de 1puM dans le cytoplasme.
L’homéostasie est par définition 1’équilibre
entre les entrées (influx) et les sorties (ef-
flux) de calcium. L’homéostasie calcique
est donc directement responsable du main-
tien de la possibilité, pour cet ion, de jouer
le réle de second messager.

Afin d’appréhender le role du calcium
dans la physiologie de la cellule, il est né-
cessaire d’utiliser des techniques d’ima-
gerie permettant de suivre, dans le temps
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et dans I’espace, le flux de calcium intra-
cellulaire. L’imagerie calcique est indisso-
ciable de I’emploi de sondes calciques qui
émettent des photons (par chémolumines-
cence ou par fluorescence) en se liant au
calcium. Le matériel d’imagerie est utilisé
pour mesurer et enregistrer ces variations
d’intensité de lumiere qui sont ainsi liées
aux modifications de concentrations calci-
ques intracellulaires. Le choix des sondes
calciques doit prendre en compte la sensi-
bilité de ces dernieres vis-a-vis du calcium
(affinité) ainsi que 1’échelle des variations
de calcium a mesurer. Par exemple, le
fluo3, avec un Kd de 390nM peut détec-
ter des concentrations calciques allant de
100nM a 3uM. Le Mag-Fura$, par contre,
avec un Kd de 28uM, sera mieux adapté
a des mesures de concentrations calciques
beaucoup plus importantes comme celles
rencontrées dans les mitochondries ou le
réticulum endoplasmique. Il est a noter que
le Kd dépend de parametres physicochimi-
ques de I’environnement de la sonde tels



que le pH, la force ionique, la viscosité et
la température.

La vidéomicroscopie permet ainsi de
suivre, par imagerie de fluorescence, les
variations de concentrations en calcium in-
tracellulaire apres avoir chargé les cellules
ou les tissus en sondes. Plus résolutive, la
microscopie confocale offre une meilleure
résolution spatiale, afin d’étudier notam-
ment les échanges de calcium entre les or-
ganites intracellulaires.

INTRODUCTION

Le réle majeur du calcium dans la phy-
siologie cellulaire a été mis en évidence
pour la premiére fois par Sydney Ringer en

1883 sur une préparation cardiaque (1). En
1957, ’emploi de ¥*Ca*" permit & Hodgkin
de mesurer les mouvements de calcium
dans I’axone géant de calmar (3). L’arrivée
de sondes calciques fluorescentes au cours
des années 80 a ouvert les portes de 1’ima-
gerie calcique en permettant d’observer le
calcium libre intracellulaire (3). Chaque
jour, de nouvelles publications scientifi-
ques illustrent et détaillent le réle majeur
du calcium dans la physiologie cellulaire.
La concentration en calcium dans la cel-
lule est finement régulée et contrdle de
nombreuses fonctions cellulaires (Figure
1). Des perturbations de cette dernicre se
rencontrent dans de nombreuses patholo-
gies comme le cancer (4), les pathologies
cardiovasculaires (5), les maladies neuro-
dégénératives (6) et le diabete (7).

Régulation spatio-temporelle trés fine

Spatial Amplitude Temporel
faible élevée oscillations plateau
Localisation 3
dans la -3
cellule o :§ ? ;é
S 8 8 3
temps e : temps termps
—— =
Prolifération Apoptose Sécrétion  Transcription

Figure 1: le calcium est un second messager ubiquitaire. L'h
dans le temps et dans 1’espace et contrdle un grand nombre
concentration calcique ([Caz”]cy() en fonction du temps.
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oméostasie calcique est finement régulée en amplitude,
des phénomenes cellulaires. Exemple de variations de



LES SONDES CALCIQUES
Qu’est-ce qu’une sonde calcique ?

Une sonde calcique est employée pour
mesurer des variations dynamiques de cal-
cium au sein de cellules vivantes. Cette
molécule se compose d’une partie qui fixe
le calcium de maniere spécifique (un ou
plusieurs ions). Le chromophore, lié ou
non a la sonde, émet des photons en répon-
se a la fixation du calcium sur la sonde.

1l existe deux grandes familles de son-
des calciques :

* Les sondes organiques
(Fura-2 ; Fluo-4, ...);
* Les sondes protéiques :
- Adressables (certaines sondes type
Caméléon, ...) ;

- Bioluminescentes (aequorine, ...)

Une sonde calcique pour quel com-
partiment ?

La concentration en calcium libre va-
rie en fonction de sa localisation intracel-
lulaire. En effet, la concentration calcique
cytosolique est, au repos, de 1’ordre de 20
a 100 nM et peut augmenter jusqu’a 2 uM
suite a une stimulation. Le réticulum en-
doplasmique (RE) ou sarcoplasmique (SR)
est la source principale de calcium intra-
cellulaire. Sa concentration en calcium lu-
minal est de 1’ordre de 200 a 500 uM. Les
mitochondries jouent également un rdle
clé dans les échanges calciques au sein
de la cellule. La concentration en calcium
mitochondrial évolue de 100 nM au repos
jusqu’a 300 uM apres augmentation de la
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concentration en calcium cytosolique et/ou
de la libération de calcium par le RE.

Ainsi, le choix d’une sonde calcique
dépendra tout d’abord de son affinité vis-
a-vis du calcium.

Notion de constante d’affinité.

La constante d’affinité (Kd) d’une son-
de calcique correspond a la concentration
de calcium a laquelle cette derniere émet
50% de sa fluorescence maximale pour
une sonde de stoechiométrie 1/1 (Un ion
calcium fixé par molécule de sonde).

De ce fait, une sonde qui posseéde un
Kd faible (ex: Fluo-3: Kd=390 nM) dé-
tectera des concentrations en calcium de
100 nM a 2 uM. Ces variations se rencon-
trent au sein du cytoplasme des cellules.
Le Mag-Fura-2 par contre, possede un Kd
plus élevé (Kd=28 uM) compatible avec
des mesures de concentrations calciques
beaucoup plus importantes comme dans le
RE/RS (tableau 1).

Les sondes fluorescentes organiques.

Ces sondes ont été fabriquées pour la
premiere fois par I’équipe de Tsien dans
les années 80 (3). Elles résultent de 1’as-
sociation entre un chélateur calcique (type
EGTA ou BAPTA) et un fluorophore.

Sondes ratiométriques.
Il existe des sondes calciques dites

«ratiométriques». Elles possédent soit
deux pics d’excitation et un pic d’émission



Sonde calcique Aexc (nm) jem (nm) Ka (nh) Compartiment
cellulaire
Calcium Green-1 488 535/615 190
Fura-2 340/380 510 145
Fura Red 420/480 660 140 Cytosol
Fluo-3 488 525 390
Indo-1 355 405/485 230
Mag fluo-4 488 520 22000
Reéticulum
Mag-fura-2 340/380 510 25000
Rhod-2 552 580 570
Mitochondrie
Rhod-FF 552 580 19000

Tableau 1 : exemple non exhaustif de sondes calciques et de leurs caractéristiques choisies pour leur utilisation dans
différents compartiments cellulaires. Les valeurs de Kd ont été obtenues in vitro. Source : Molecular Probes®.

(ex: Fura-2) ou un pic d’excitation et deux
pics d’émission (ex: Indo-1).

Dans le cas du Fura-2, les pics d’exci-
tation sont 340nm (pour le Fura-2 lié au
calcium) et 380nm (pour le Fura-2 libre,
c’est-a-dire non lié au calcium). En effet,
la fixation du calcium sur le Fura-2 pro-
voque un décalage du pic d’excitation de
380 nm vers 340 nm. Le pic d’émission
est 510nm. En fonction de la concentra-
tion en calcium dans I’environnement du
Fura-2, une proportion de cette sonde est
liée au calcium, le reste est donc «libre ».
Ainsi, en réponse a une augmentation de
la concentration en calcium cytosolique, la
fluorescence émise a 510 nm apres stimu-
lation & 340 nm (notée F340) augmente. A
I’inverse, la fluorescence émise a 510 nm
apres stimulation a 380 nm (notée F380)
diminue de maniere antiparallele. Le rap-
port F340/F380 permet de calculer, apres
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calibration, la concentration en calcium
cytosolique. Pour cela, I’équation de Gryn-
kiewicz (ci-dessous) est employée (8).

[Ca*],, = Kd.B. (R-Rmin)/(Rmax-R)

Kd: constante de dissociation ; : F380
bas Ca**/F380 haut Ca** ; R: F340/F380 ;
Rmin: F340/F380 dans un milieu dépour-
vu de calcium (0 Ca** +EGTA) ; Rmax:
F340/F380 dans un milieu saturé en cal-
cium (10 mM Ca?).

L’emploi de la sonde Indo-1 nécessite
également I’emploi d’un rapport de fluo-
rescence. Cependant, I’excitation, unique,
se fait a 355 nm. L’émission, double, est
enregistrée a 405 nm (F405) et a 485 nm
(F485).
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Figure 2: exemple de mesures de 1’évolution, dans le temps, des concentrations calciques dans le cytoplasme et la
mitochondrie. A et B : expérimentation réalisée sur une cellule musculaire squelettique adulte de souris (9). A- (1,
2 et 3) images en fausses couleurs en microscopie confocale prises lors de 1’enregistrement. Barre : 30 um. B- le
Fluo-4 permet de suivre, de maniére qualitative 1’évolution de la concentration calcique cytosolique en microscopie
confocale sur une cellule vivante. La cellule a été perfusée avec de la capsaicine (un dérivé du piment) qui provoque
une libération de calcium du RS vers le cytoplasme. Le milieu externe ne contient pas de calcium afin de s’affran-
chir de toute entrée membranaire éventuelle. Le ratio F/FO illustre I’évolution de la fluorescence F de la cellule,
acquise au cours du temps, divisée par la fluorescence initiale FO. C et D : mesures qualitatives de 1’évolution de
la concentration calcique mitochondriale suite a la perfusion d’ATP (Adénosine tri-phosphate ; 100 uM) sur des
cellules LNCaP (lignée cellulaire cancéreuse prostatique humaine (10). C- Image en fausse couleur, en microscopie
confocale, du marquage des mitochondries par la sonde calcique Rhod-2. Barre : 20 um. D- la perfusion d’ATP
produit une augmentation de la concentration en calcium mitochondrial dans ce modele cellulaire. Le rapport F/
Frest est calculé de la méme maniére que F/FO en B.

-111-



Sondes mono excitation/mono émission.

Ces sondes, comme le Fluo-4 et le
Rhod-2 (Figure 2) permettent des mesures
rapides et sont adaptées a des techniques
de microscopie confocale afin de mesurer
les variations spatio-temporelles de cal-
cium dans les cellules.

La liaison du calcium a la sonde provo-
que une hausse de I’intensité de fluorescen-
ce. Il n’est pas possible de réaliser une cali-
bration fiable. En effet, pour une excitation
unique et d’intensité donnée, 1’intensité de
la fluorescence d’émission est corrélée a la
quantité de sonde fluorescente dans la cel-
lule. Ce dernier parametre évoluant d’une
cellule a une autre (méme au sein d’une
méme préparation), il est difficile d’établir
une calibration rigoureuse entre 1’intensité
de fluorescence émise et la concentration
réelle en calcium mesurée par ce type de
sonde calcique non ratiométrique. Dans le
cas des sondes dites «ratiométriques», le
calcul d’un ratio de fluorescence permet de
s’affranchir du parametre que représente
la concentration des cellules en indicateur
calcique. Néanmoins, si les sondes non ra-
tiométriques ne donnent pas d’indications
quantitatives, elles révelent les variations
qualitatives de calcium au sein des cellu-
les.

Excitation dans I’UYV vs visible.

Les sondes calciques organiques com-
me le Fura-2, I’Indo-1, le Mag-Fura-2 et
leurs dérivés sont excités dans I’'UV. Le
grand intérét de ces sondes est de permet-
tre une calibration des signaux efficaces
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(voir paragraphes précédents).

Cependant les sondes calciques excitées

dans la lumiere visible auront les avanta-

ges suivants :

- Une interférence réduite avec 1’autofluo-
rescence de 1’échantillon ;

- Moins de photo-blanchiment ;

- Une plus haute absorbance de la sonde ;

- Une compatibilité avec un emploi simul-
tané de sondes excitées dans I’'UV ou de
molécules «cagées ».

L’aequorine

L’aequorine est une photoprotéine
(protéine luminescente) sensible au cal-
cium (11). Elle a été purifiée a partir de la
méduse Aequorea victoria. La premiere
utilisation de 1’aequorine, en tant que son-
de calcique, date de 1967 par Ridgway et
Ashley (12).

L’aequorine est constituée de I’apoAe-
quorine et de la coelenterazine qui s’asso-
cient en un complexe en présence d’oxyge-
ne. Lorsque les 3 sites de liaison de haute
affinité de 1’aequorine vis-a-vis du calcium
(de type «EF hand») sont occupés par cet
ion, un changement de conformation pro-
voque l’oxydation de la coelenterazine
en coelenteramide. La coelenteramide
se trouve dans un état excité et revient a
état électrique plus stable par émission
de photons (1 photon/coelenteramide ;
A =469 nm).

Il existe une grande variété de coelen-
terazines synthétiques possédant des sensi-
bilités et des vitesses de réaction différen-
tes (13, 14). Leurs choix sont également



a prendre en compte lors des expériences
a mener.

L’aequorine peut étre employée égale-
ment chez les plantes (15), dans différents
types cellulaires ou compartiments cellu-
laires (16) ainsi que sur des animaux vigils
17).

En résumé, I’aequorine devait initiale-
ment &tre microinjectée dans les cellules.
Par la suite, un grand nombre d’aequorines
recombinantes ont été générées afin d’étre
adressées, par transfection, a des organites
particuliers (comme les mitochondries) et
de couvrir des gammes de concentrations
calciques plus larges. L'un des gros avan-
tages de telles techniques réside dans le fait
que I’aequorine, exprimée dans des cellu-
les isolées ou dans des tissus, ne «fuit»
pas et reste compartimentalisée pendant
plusieurs jours (18, 19). Par ailleurs, ’'un
des grands intéréts de 1’aequorine est
I’émission spontanée de lumiere lors de la
fixation du calcium. Il n’est donc pas né-
cessaire de stimuler cette sonde au cours
des enregistrements. Ainsi, ces derniers
peuvent se dérouler sur des périodes tres
longues de 1’ordre de plusieurs heures,
voire des jours sans toxicité.

Sondes adressables

De nouvelles sondes calciques adres-
sables sont également disponibles. Ces
protéines chimériques furent créées ini-
tialement a partir de dérivés de la GFP
(«Green Fluorescent Protein») auxquels
ont été greffés des molécules liant le cal-
cium (20). Ces sondes, dites en double
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tonneaux (ex: Cameleons, troponeon, D1)
utilisent le principe du FRET (Fluores-
cence Resonance Energy Transfer). Lors
de la fixation du calcium sur la sonde, le
donneur fluorescent est excité et transfert
son énergie vers 1’accepteur. Les sondes
dites en simple tonneau (ex: Pericams,
Camgaroos, G-CAMPs) sont constituées
d’une seule protéine possédant également
une structure liant le calcium. Il se produit
une émission de photons quantifiable et
corrélée a la concentration en calcium qui
environne la sonde.

Ces protéines, comme 1’aequorine,
peuvent étre exprimées dans des organis-
mes vivants par transfection et étre adres-
sées a un organite particulier. Elles posse-
dent également 1’avantage d’émettre plus
de photons par rapport a 1’aequorine.

Sondes organiques vs sondes protéiques

Les sondes organiques offrent les avan-
tages suivants:

- Une grande sensibilité ;

- Une réponse rapide ;

- Pas de transfert de geéne ;

Cependant, leur emploi peut faire face
a des problemes inhérents a un adressage
parfois difficile, des fuites éventuelles et
I’impossibilité de réaliser des mesures sur
le long terme.

CHARGE DES SONDES CALCIQUES
Les sondes calciques organiques se

présentent, en grande majorité, sous forme
d’anions polycarboxylés imperméants.



Ces indicateurs fluorescents ne peuvent
pénétrer dans la cellule que suite a une
perméabilisation de la membrane ou grace

a une microinjection.

Il existe cependant des formes per-
méantes des sondes calciques. En effet, la
greffe d’un groupement acetoxymethyles-
ter (AM) rend la molécule neutre et liposo-
luble. La forme AM de la sonde, insensi-
ble au calcium, est clivée par les estérases
endogenes. La sonde calcique libérée sous
sa forme anionique dans le cytoplasme
s’accumule dans la cellule au cours de la
période de charge (entre 20 et 45 minutes
pour le Fura-2 AM en fonction du type cel-
lulaire utilisé).

La charge de la cellule en sonde peut par-
fois poser les problémes suivants :

- Compartimentalisation non désirée de la
sonde si la durée de charge est trop lon-
gue par exemple. Il conviendra alors de la
diminuer et de modifier si nécessaires les
parametres de température et de concen-
tration de la forme AM de la sonde.

- Hydrolyse incompléte de la sonde. L’ac-
tivité des estérases endogenes est parfois
insuffisante.

- Difficultés de perméabilisation de la son-
de AM. Ce probleme est parfois résolé
par ajout d’acide pluronique.

- Fuite de la sonde.

Certaines sondes s’accumulent préfé-
rentiellement et spontanément dans des
organites intracellulaires. C’est le cas des
dérivés de la rhodamine (Rhod-2 ; Rhod-
5N) qui, de part la présence d’une charge
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nette positive, s’accumule dans les mito-
chondries. La faible affinité de ces sondes
vis-a-vis du calcium en fait de bons candi-
dats pour des mesures des variations quali-
tatives de calcium mitochondrial (10).

AVANTAGES ET INCONVENIENTS
DE L’UTILISATION DES SONDES
CALCIQUES

Avantages :

- Spécificité.

- Marquages multiples.

- Haute sensibilité de détection.

- Sensibilité des sondes a 1’environnement
physico-chimique.

- Haute résolution dans le temps et dans
I’espace.

Problemes rencontrés :

- Bruit de fond: (Autofluorescence : NADP,
Flavoprotéines, sonde liée de facon non
spécifique.

- «Photo-blanchiment» : Exposition forte
a la lumiere fluorescente = décroissance
de la fluorescence émise; Phénomene
utile (FRAP, Décageage, FRET, ...).

- Phototoxicité : formation d’especes toxi-
ques: radicaux libres par réaction de la
molécule excitée avec I’O,.

- Compartimentalisation possible de la
sonde.



CONCLUSION:

L’imagerie calcique permet donc de
suivre les variations spatio-temporelles de
calcium au sein de cellules ou de tissus vi-
vants. Il est nécessaire cependant de rester
attentif a 1’autofluorescence des cellules
(NADP, flavoprotéines, ...) ainsi qu’a des
liaisons ou a des adressages non spécifi-
ques des sondes. La fréquence d’excitation
des indicateurs calciques doit également
tenir compte de la cinétique du signal a
mesurer, du photoblanchiement (photo-
bleaching) du fluorophore et d’une pho-
totoxicité éventuelle. Le choix des sondes
prendra en compte également la concentra-
tion en calcium a mesurer, le compartiment
a cibler et naturellement les équipements
disponibles.
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