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INTRODUCTION

Cette méthode de coloration a été mise
au point a ’occasion de travaux de
recherche sur le bulbe olfactif chez le rat,
en diverses conditions expérimentales et
notamment pour 1’étude du développe-
ment embryonnaire, pré- et postnatal du
bulbe olfactif accessoire (1, 2, 3).
Comme au cours de ces premiers stades,
il importait de fixer, de couper et de colo-
rer les cerveaux in situ, il s’est avéré que
cette coloration pouvait s’appliquer aussi
avec succeés a d’autres tissus que le tissu
nerveux (Figures 1 a 4). Elle dérive de la
méthode trichrome a 1I’Azan de Heiden-
hain (4), laquelle représente selon
M. Gabe ‘‘le nec plus ultra parmi les
méthodes de coloration dites générales’’

(5), mais, seul inconvénient, une techni-
que complexe et longue a réaliser, qui par
ailleurs est déja une modification amé-
liorée de la méthode trichrome a la fuch-
sine de Mallory (6). La nouvelle colora-
tion, simple et rapide, se fait par une
solution d’un mélange de colorants aci-
des, en milieu aqueux acétifié et en pré-
sence d’acide phosphotungstique ; elle se
réalise en 5 minutes et permet d’obtenir
a la fois une excellente coloration
nucléaire et des colorations tissulaires
différentielles, en fonction des structu-
res présentes.

MATERIEL ET METHODE
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- les colorants acides

- I’Azocarmin G, (C.I. 50085, poids
moléculaire : 580)

- la Fuchsine Acide, (C.I. 41685,
poids moléculaire : 586)

- I’Orange G, (C.I. 16130, poids
moléculaire : 452)

- le Vert Lumiére, (C.I. 42095, poids
moléculaire : 793)

- le Bleu d’Aniline WS, (C.I. 42755,
poids moléculaire : 800)

- L’acide phosphotungstique
- L’acide acétique

e Préparation de la solution colorante

On prépare deux solutions colorantes
que ’on mélange par la suite & volume
égal.

- Solution 1 :

Dissoudre a froid dans 100 ml d’eau
distillée :

- 1,5 g de fuchsine acide, —0,5 g de
vert lumiere, —1 g d’orange Get —1 g
d’acide phosphotungstique.

Ces substances sont ajoutées 1’une
apres I’autre dans ’ordre indiqué, en agi-
tant chaque fois, afin d’avoir une bonne
dissolution.

- Solution 2 :

Dissoudre a chaud dans 100 ml d’eau
distillée :

- 0,5 g d’azocarmin G que ’on porte
un court temps (2 a 3 secondes) a ébulli-
tion ; on réajuste éventuellement a un
volume de 100 ml, puis on ajoute :

- 0,5 g de bleu d’aniline WS, —1 g
d’orange G et 4 ml d’acide acétique gla-
cial.

e Technique de coloration

1. Déparaffiner et réhydrater les cou-
pes

2. Colorer les lames pendant 5 minu-
tes par le mélange de colorants.

3. Rincer a ’eau distillée, puis laisser
les lames pendant 30’” a 1 minute dans
un bain d’eau distillée jusqu’a ce qu’il
n’en parte plus de nuages rouges (ce
temps dépend de I’épaisseur* des coupes,
pour une coupe de 5 p environ 30%).

4. Déshydrater directement par de
I’alcool absolu, passer dans le toluéne et
monter au baume.

* Remarque : des coupes plus épaisses
(10 a 12 p), peuvent étre différenciées par
un bain d’alcool a 70° (différenciation
rapide et intense) ou un bain d’alcool a
90° (différenciation plus lente).

e Interprétation et résultats
La coloration dépend a la fois :
- de la texture des tissus fixés,

- de la nature physico-chimique des
colorants,

- des réactions physico-chimiques sur-
venant entre les tissus fixés et les colo-
rants.

La texture des tissus fixés est fonction
de la nature propre des tissus en présence
et du fixateur utilisé ; au cours d’une
fixation chimique, les protéines tissulai-
res précipitent en formant un réseau tri-
dimensionnel plus ou moins dense, a
mailles de taille variable, entre lesquel-
les diffusent les colorants.

Les colorants en solution présentent,
chacun, un coefficient de diffusion dif-
férent ; ceux a petites molécules ont un
coefficient de diffusion élevé, ceux a
grosses molécules, un coefficient de dif-
fusion plus faible ; ainsi, la coloration
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Figure 1 : Tissu nerveux. Les couches du bulbe olfactif de rat adulte :
- Couche des fibres olfactives (1) ; - couche glomérulaire (2) ; couche
plexiforme externe (3) ; couche des cellules mitrales (4) ; couche plexi-
forme interne (5) ; couche des grains internes (6).

Figure 2 : Rat nouveau-né. Coupe passant par la peau (1), le muscle sque-
lettique transversal (2) et longitudinal (3), le cartilage hyalin (4).




Figure 3 : Rat nouveau-né. Muscle strié en coupe longitudinale ; on
observe I’alternance des disques clairs et sombres.




différentielle du mélange de colorants
résulte en partie de leur différence de
vitesse de diffusion dans les mailles du
réseau des protéines fixées. La fuchsine
acide et 'orange G diffusent trés vite jus-
que dans les structures tissulaires les plus
fines, le bleu d’aniline et le vert lumiere
progressent plus lentement et ne vont
envahir, dans le méme laps de temps, que
les structures laches. Ceci survient au
bout de 4 a 5 minutes, mais si ce temps
de coloration est dépassé, les colorants
a diffusion lente continuent & progresser
et & envahir les structures les plus fines,
en masquant ou en chassant les premiers
colorants.

Au cours de I'imprégnation par le
liquide colorant, se réalisent des liaisons
électropolaires entre les colorants et les
protéines fixées, aboutissant a la colora-
tion de ces protéines.

La présence d’acide phosphotungsti-
que (qui a comme propriétés :

- 1 de limiter la prise de certains colo-
rants (ceux a diffusion rapide) sur les
fibres de collagéne et de réticuline,

- 2 de favoriser, par contre, leur colo-
ration élective par le bleu d’aniline et le
vert lumiére) rend inutile la différencia-
tion anilinée des coupes.

L’intensité des teintes obtenues varie
en fonction des fixateurs utilisés. Par
exemple, aprés une fixation au Bouin-
Hollande :

Les noyaux présentent un contour
sombre, bien net ; les nucléoles sont de
couleur rouge-orange.

Les épithéliums de revétement sont
colorés en rose ou rose-mauve ; la kéra-
tine est orange. Les épithéliums glandu-
laires sont colorés en jaune, rouge, bleu
ou indigo, teintes variant en fonction de
la nature de leur produit de sécrétion (cel-
lules de I’adénohypophyse). Le muscle

squelettique est de teinte rouge-orange et
3 striation bien apparente ; le muscle lisse
est mauve. Les tissus de collagéne et de
réticuline varient, selon leur densité, du
bleu intense au bleu-vert clair. Les fibres
axoniques sont rouges dans les fibres
myélinisées et mauves dans les fibres
amyélyniques ; la myéline est de teinte
orange pale ; le neurosécrétat du lobe
nerveux de I’hypophyse est vert pale. Les
hématies sont de teinte orange.
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APPLICATIONS DE LA MICROSCOPIE
ELECTRONIQUE A TRANSMISSION
A IETUDE DES TISSUS CALCIFIES
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INTRODUCTION

La microscopie électronique a trans-
mission conventionnelle (METC) et la
microscopie électronique a transmission
de haute résolution (METHR) sont deux
techniques proches qui permettent
I’étude de la partie minérale des tissus
calcifiés. Les informations que I’on peut
retirer d’un cliché de METC et de
METHR sont différentes et souvent
complémentaires. Il est important lors-
que ’on débute une étude des cristaux
biologiques par microscopie électronique
de pouvoir choisir la technique la plus
appropriée.

L’archétype du METC est le micro-
scope JEOL 100b qui possede une réso-
lution Scherzer de 0,35 nm. Les METHR
sont des microscopes a voltages intermé-
diaires (300-400 kV). Le microscope uti-
lis¢ dans cette étude est le microscope
PHILIPS EM 430 de 300 kV d’accéléra-
tion des électrons et doué d’un pouvoir
de résolution Scherzer (1) de 0,19 nm.

Nous présenterons tout d’abord en
détail les techniques de préparation des
spécimens propres a I’étude de la partie
minérale des tissus calcifiés en microsco-
pie électronique a transmission, puis les
méthodes spécifiques de la METHR.
Deux travaux sur la partie minérale du
tissu osseux alvéolaire humain et sur les
cristaux de I’émail foetal humain seront
exposés et nous serviront de bases pour
illustrer les différences existant entre la
METC et la METHR.

MATERIELS ET METHODES

- Préparation des échantillons

Aprés trois heures de fixation dans une
solution de 2 % de glutaraldéhyde et
2 % de paraformaldéhyde dans un tam-
pon cacodylate 0,1 M a pH 7,4, les
échantillons sont lavés dans trois bains
successifs de ce tampon. Puis, ils sont
post-fixés au tétraoxyde d’osmium a 2 %
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dans le tampon cacodylate, rincés dans
I’eau distillée et déshydratés avant d’étre
inclus dans PEPON 812 mélange B.

Les coupes sont réalisées a I’aide d’un
ultra microtome Sorvall-Porter MT-2b
équipé d’un couteau de diamant et sont
recueillies sur de I’eau saturée en
hydroxyapatite synthétique afin de pré-
venir la dissolution des cristaux. Pour la
METC nous utilisons des grilles de cui-
vre de 300 mesh recouvertes d’un film de
formvar carboné. Dans le cas de la
METHR, nous employons des grilles de
cuivre de 1000 mesh recouvertes d’un
film de formvar a trous carboné. Les
contraintes thermiques générées par le
faisceau d’électrons de 300 keV sont for-
tes et induisent soit une dérive des échan-
tillons soit la déchirure du film si les gril-

les ne sont pas tres fines. Les coupes sont
ensuite observées sans étre colorées.

- Le microscope électronique JEOL 100b

Le microscope JEOL 100b de tension
d’accélération des électrons de 100 kV,
est équipé d’une platine porte-objet de
type ‘‘top-entry’’.

Les caractéristiques de ce microscope
sont les suivantes :

- le coefficient d’aberration sphérique
(C)) est de 1,8 mm ;

- le coefficient d’aberration chromati-
que (C,) est de 1,5 mm ;

-la résolution Scherzer est de
0,357 nm.

La fonction de transfert de ce micro-
scope est tracée sur la figure 1a.

0.1

(nm)

Figure 1 : Courbes de la fonction de transfert a la focale Scherzer :
a : du microscope Jeol 100b, résolution Scherzer r,=0.35 nm ;
b : du microscope Philips EM 430, résolution Scherzer r,=0.19 nm.
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- LLe microscope Philips EM430

Les spécimens sont observés avec un
microscope électronique de haute réso-
lution Philips EM430 ST. Ce micro-
scope, dont I’anode est constituée d’un
cristal d’hexaborure de lanthane (LaBy),
est équipé d’un porte-objet a double tilt.
Les caractéristiques de ce microscope
sont :

- une tension d’accélération des élec-
trons de 300 kV ;

- un coefficient d’aberration sphérique
de 1,1 mm ;

- un angle de divergence du faisceau
de 0,6 mrad ;

- un pouvoir de résolution Scherzer de
0,19 nm.

La courbe de la fonction transfert du

microscope a la focale Scherzer
(— 57 nm) est reproduite sur la figure 1b.

Les observations sont réalisées, soit sur
I’écran fluorescent, soit par ’intermé-
diaire d’une caméra LH 4036 (Lhesa).
Cette caméra qui utilise un scintillateur
formé d’un cristal YAG, est couplée a un
moniteur vidéo et donne une image
agrandie 10 fois par rapport a I’écran
phosphorescent.

- Le banc optique

Les micrographies du microscope élec-
tronique de haute résolution sont systé-
matiquement analysées par passage sur
un banc optique (2). Ceci nous permet
de contrdler régulierement les perfor-
mances du microscope électronique et
d’¢liminer les clichés présentant un trop
fort astigmatisme ou une dérive du spé-
cimen.

Ce banc est constitué de différents élé-
ments (Micro-controle). Il est assemblé
sur un rail d’aluminium de 4 métres de
long sur lequel sont fixés par ordre :

- un laser de type Hélium-Néon de
10 Watts de puissance ;

-un systeme de filtrage spatial et
d’agrandissement du faisceau laser ;

- une platine porte-négatif ;
- un obturateur ;

- une lentille divergente ;

- un dos porte-film polaroid.

L’aspect du cliché de diffraction
dépend de la structure de I’image de
microscopie électronique. S’il s’agit de la
photographie d’une zone amorphe, film
de carbone par exemple, le cliché de dif-
fraction est formé par un spectre du bruit
de fond qui est circulaire et qui est cen-
tré sur la tache centrale de diffraction.
Ce spectre est altéré par ’astigmatisme,
la défocalisation et le coefficient d’aber-
ration sphérique du microscope, ainsi
que par la dérive du spécimen. Par con-
tre, si la micrographie contient des infor-
mations périodiques, comme I’image
d’un cristal, le cliché de diffraction opti-
que fournit alors des informations sur le
spécimen. On peut ainsi, dans le cas d’un
cristal, définir des équidistances réticu-
laires et I’axe de zone paralléle du fais-
ceau.

La recherche de I’axe de zone du cris-
tal a été effectuée le plus souvent avec
I’aide du programme EMS décrit ci-
dessous. Nous avons utilisé la routine Inl
de ce programme qui, en fonction de la
distance entre trois points du cliché de
diffraction et des angles, détermine les
axes d’observation les plus probables en
fonction de la nature du cristal observé.
Pour confirmer ces résultats, nous avons
en outre, réalisé la simulation des clichés
de diffraction de I’hydroxyapatite sui-
vant les axes de zone rencontrés.
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- Simulation d’image de microscopie
électronique de haute résolution

Les microscopes électroniques a trans-
mission de haute résolution peuvent étre
assimilés par le type de formation de
I’image aux microscopes photoniques a
contraste de phase. Le flux d’électrons
qui traverse le spécimen n’est modifié
que dans sa phase. Il résulte du dépha-
sage de ’onde électronique, une absence
de linéarité entre le potentiel atomique
de ’objet et ’image, rendant impossible
I’association intuitive d’une partie de
I’image avec une colonne d’atomes (2).
Pour contourner ce probléme, nous uti-
lisons un programme informatique de
synthése d’images qui permet de calcu-
ler une image de ’objet étudié en tenant
compte de tous les effets du microscope
et de l’objet sur ’onde électronique.
Lorsque I’image est calculée, nous la
comparons visuellement avec I’image
expérimentale. Si la concordance entre
les deux images est mauvaise, nous recal-
culons une autre image. Ce processus ité-
ratif de comparaison est poursuivi
jusqu’au moment ol une concordance
parfaite est obtenue entre les images. Ce
processus permet d’identifier la structure
du cristal étudié.

La simulation des images de micro-
scopie électronique de haute résolution
a été réalisée avec le programme EMS
(3). Ce programme est compos¢ de 58
routines interactives et permet, en plus
le calcul des images par la méthode dite
multi-tranches :

- la simulation de clichés de diffraction
des électrons (Figure 2) ;

- la simulation d’images d’interfaces
cristallines ;

- le calcul du Cs et de I’astigmatisme
du microscope sur les clichés de diffrac-
tion optique (routine Csl) ;

s s

Figure 2 : Cliché de diffraction électro-
nique simulé de I’hydroxyapatite, axe de
zone [001].

- la visualisation de la structure des
cristaux en fonction de 1’axe d’observa-
tion (routine Dsl).

Notre version du programme EMS est
installée sur deux ordinateurs Silicon
Graphics 4d/25 et Indigo.

Les parameétres de la maille élémen-
taire et les positions atomiques de
I’hydroxyapatite utilisées pour la simu-
lation d’image de microscopie électroni-
que a haute résolution sont:
a=b=0,9432 nm et c=0,6881 nm (4).

INFORMATIONS

Dans le cas d’un objet cristallin, le
contraste en METC est un contraste de
diffraction. L’image est formée de quel-
ques faisceaux électroniques diffractés.
Ceci est illustré par le diffractogramme
électronique simulé de ’hydroxyapatite
sur lequel un diaphragme correspondant
3 une résolution de 0,35 nm a été dessiné
(Figure 2a). Seuls les faisceaux corres-
pondants aux réflexions de 1¢r ordre par-
ticipent a la formation de ’image. Dans
le cas de la METHR le nombre de fais-
ceaux diffractés qui participe a la forma-
tion de I’image est beaucoup plus impor-



tant (Figure 2b). On parle alors de con-
traste de structure (5). Le type de con-
iraste obtenu dépend donc a la fois de
la résolution du microscope et des para-
metres du cristal observé.

Le type d’information recueilli est dif-
férent suivant le type de contraste
(Tableau 1). En contraste de diffraction,
les informations portent sur la taille et
]a morphologie des cristaux, la symétrie
du réseau cristallin et sur la présence de
défauts de structure. Lorsque 1’on tra-
vaille en condition de haute résolution,
on fait un pas en avant dans la compré-
hension de la structure du spécimen. On
peut alors résoudre la structure locale de
I’échantillon et dans certains cas a
I’échelle atomique.

METC

contraste de diffraction

Taille et morphologie
Réseau cristallin
Visualisation des défauts

METHR

contraste de structure

Structure du cristal

Caractérisation des défauts

Tableau 1

RESULTATS

- Morphologie et structure des cristaux
du tissu osseux alvéolaire humain

Cette étude a été réalisée avec le
microscope JEOL 100b. Pour mesurer
les dimensions des cristaux, il faut con-
naitre la direction d’observation [hkl] qui
représente la direction du flux d’électrons

(Figure 3). Pour déterminer cette direc-
tion d’observation, il est nécessaire que
le cristal présente au moins deux famil-
les de plans réticulaires non paralleles. Si
la direction d’observation est [001], on
peut mesurer directement la largeur et
I’épaisseur du cristal et calculer le rap-
port Larg./Ep. (6). Lorsque la direction
d’observation est [100], ce sont les para-
métres longueur et épaisseur du cristal
qui sont enregistrés (Figure 3).

Nous avons ainsi pu déterminer que les
23 cristaux observés le long de I’axe [001]
(Figure 4a) ont une morphologie de pla-
quettes caractérisées par un rapport L/E
moyen de 6,9 avec une longueur
moyenne de 46 nm. Pour les six cristaux
observés le long de I’axe [100], la lon-
gueur moyenne est de 47 nm et 1’épais-
seur moyenne de 6,4 nm (Figure 4b).

Sur les cristaux présentés dans la
figure 4, on note la présence de plans
réticulaires. L’équidistance mesurée des
plans (100) est de 0,817 nm, celle des
plans (002) est de 0,34 nm, valeurs qui
correspondent a celles de ’hydroxyapa-
tite.

[[001]

fiog

Figure 3 : Représentation d’un cristal du
tissu osseux. L = Largeur, 1=longueur,
E = épaisseur.
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Figure 4 : Cristaux du tissu osseux alvéolaire humain.
a) direction d’observation [001],
b) direction d’observation [100], cdl : ligne noire centrale.
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11 est également possible en METC, de
visualiser des défauts de structures cris-
tallines. La ligne de contraste noir située
au centre du cristal est une frange de
Fresnel (Figure 4b). Cette ligne de con-
traste correspond certainement a une dis-
location ou a un joint de grains. Il n’est
néanmoins pas possible de déterminer
exactement le type et la structure du
défaut qui génere cette ligne de contraste.

. Structure des cristaux de I’émail foetal
humain

La croissance des cristaux de I’émail
est classiquement divisée en deux pha-
ses : une premiere phase de développe-
ment bi-directionnel trés rapide donnant
naissance a des cristaux minces en forme
de rubans et une deuxiéme étape plus
lente de croissance en épaisseur des cris-
taux jusqu’a ce qu’ils atteignent leur
taille adulte. Les cristaux d’émail de
foetus humain 4gés de 5 mois ont été étu-
diés avec un microscope €lectronique a
transmission de haute résolution Philips
EM 430 ST. Il s’agit de cristaux en cours
de croissance observés pendant la phase
sécrétoire de ’amélogenese. Ces cristaux
en forme de ruban ont tous une structure
cristalline identique a celle de I’hydroxya-
patite. Ceci est démontré par la corres-
pondance entre des images simulées
d’hydroxyapatite et des images expéri-
mentales observées le long de 5 directions
cristallographiques différentes. Le cris-
tal d’émail foetal observé selon ’axe de
zone [103] présente un défaut de struc-
ture de type dislocation vis dont I’axe est
paralléle a 1’axe [030] (Figure 5a). La
défocalisation utilisée pour le calcul de
I’image simulée est 77 nm et 1’épaisseur
du spécimen 20 nm (Figure 5c). L’image
du potentiel atomique de I’hydroxyapa-
tite (Figure 5d) projeté est également
superposée a l’image expérimentale.
I’orientation du cristal par rapport au

faisceau d’électrons est déterminée par
comparaison du cliché de diffraction
optique (Figure 5e) et du cliché de dif-
fraction simulé de HA (Figure 5f). On
notera que pour ce cristal une correspon-
dance particulierement bonne entre
I’image simulée et ’image expérimentale
a été obtenue. Les sites j, notés sur
I’image du potentiel atomique projeté de
I’hydroxyapatite (Figure 5d) et sur
I’image simulée (Figure 5f) correspon-
dent & des colonnes formées d’un cal-
cium de type I et d’un phosophore. Les
sites K sont formés de 3 calciums de
type II, un calcium de type I et un phos-
phore. La bonne concordance entre les
images simulées de ’hydroxyapatite et les
images expérimentales démontrent que
ces cristaux d’émail en cours de crois-
sance ont une structure treés proche de
I’hydroxyapatite stoechiométrique.

Dans cette population de cristaux en
forme de ruban, plus de la moitié pré-
sentent des défauts cristallins, en parti-
culier des dislocations de type vis qui sont
plus abondantes que les dislocations de
type coin. Des défauts de structures plans
de type joints de grains de torsion et
joints de grains a forte désorientation ont
été aussi observés. Le cristal observé le
long de ’axe de zone [102] présente une
dislocation (Figure 6). La dislocation est
caractérisée par un vecteur de Burgers b
de module b : <110>. Cette dislocation
entraine une augmentation en épaisseur
du cristal de 1/3 de maille élémentaire.
Ce mouvement est souligné par la ligne
blanche représentant le plan (030) sup-
plémentaire.

A proximité des cristaux d’émail foe-
tal, nous avons pu mettre en évidence,
et cela pour la premiere fois dans un tissu
calcifié en cours de développement, des
particules dont le diamétre est compris
entre 1 et 3 nm. Ces nanoparticules pré-
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Figure 5 : Cristal d’émail feetal humain observé le long de I’axe [103] :

a) vue générale, fleche : dislocation vis ;

b) vue agrandie du réseau réticulaire ;

c) image simulée (défocalisation =77 nm, épaisseur du spécimen=20 nm) ;

d) image du potentiel atomique de I’hydroxyapatite projeté le long de la direction [103] ;
e) diffractogramme optique du cristal ;

f) diffractogramme simulé de I’hydroxyapatite observée le long de I’axe de zone [103].
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