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Introduction génerale

Il semble admis que R. Hooke fut le premier, lors d’'une communication a la
Société Royale de Londres en 1667, a rapporter I'existence de cellules a partir
de ses observations effectuées sur une lamelle de liege a ’'aide d’un microscope.
Quelques années plus tard, Leeuwenhoek fut celui qui perfectionna I'instrumentation
scientifique permettant d’aborder un monde jusqu’alors inconnu a I’homme en raison
de sa petitesse. Les microscopes construits par Leeuwenhoek furent rapidement a
I'origine d’un foisonnement d’observations mais qui restérent longtemps dépourvues
d’interprétations. Il faudra attendre la premicre moitié du Xix°siecle, pour que s’impose
progressivement, les développements rapides des instruments microscopiques aidant,
I'idée de la nature cellulaire des tissus animaux et végétaux et qu'émerge la théorie
cellulaire que formulera T.H. Schwann en 1839, la cellule représentant I'unité de la
matiere vivante. En France, cette théorie ne pénétrera dans 'enseignement médical
qu'en 1879 et n’y sera officiellement reconnue qu'en 1902 avec sa pleine intégration
dans les programmes de la propédeutique des études médicales... Si la réalité
cellulaire ne fut acceptée qu’apres bien des débats et qu’elle se traduisit par la
naissance d’une discipline particuli¢re, la cytologie, en revanche, le concept de tissus
comme constituants du vivant s’imposa relativement facilement et des 1822 le terme
d’histologie était donné a I’étude de ces derniers.

Les organismes vivants, telles des poupées russes, comportent un emboitement de
niveaux structuraux auxquels se trouvent rattachées des fonctionnalités spécifiques.
Ainsi, s’observe une échelle croissante de complexité résultant de processus progressifs
de coopération entre les divers éléments constitutifs du vivant et débouchant sur des
niveaux différents d’intégrations morphofonctionnelles au sein de 'organisme : a
partir de I’étage moléculaire, se mettent en place hiérarchiquement les niveaux des
organites cellulaires, puis des cellules, des tissus et des organes, et enfin des appareils
ou des systemes. Le bon fonctionnement de 'organisme est intimement inféodé a celui
de l'intégrité de chacun de ses niveaux d’organisation et a leur pouvoir de coopération
entre eux. A chacun de ces niveaux se trouvent rattachées des disciplines consacrées 2
son étude sur les plans descriptif et/ou fonctionnel, 'approche morphologique de base
pouvant étre enrichie d’une dimension physiologique et moléculaire. Ainsi, I’histologie
aujourd’hui a dépassé le fait de n’étre qu'une stricte approche descriptive des tissus
et des cellules au niveau structural puis ultrastructural a partir des années soixante,
en s’appropriant une dimension moléculaire par suite de l'utilisation conjointe de
techniques microscopiques variées et d’outils méthodologiques permettant des
détections moléculaires in situ.

Un organe donné comporte généralement une association d’éléments tissulaires
et cellulaires de natures différentes et pouvant ne pas avoir les mémes origines
embryonnaires. L’agencement harmonieux de ces différents éléments constitutifs est



I'une des conditions nécessaires pour que soit assurée la fonctionnalité de 'organe
considéré. C’est le cas par exemple de I'intestin dont la paroi est constituée par une
association de cellules d’origine endodermique (cellules épithéliales bordant la lumiere
intestinale), mésodermique (cellules du stroma conjonctif sur lequel repose la couche
épithéliale et cellules musculaires lisses ayant pour origine la splanchnopleure),
neuroectodermique (cellules des microganglions parasympathiques). On constate
que c’est a ’échelon tissulaire que se manifestent les caractéristiques structurales
et fonctionnelles de I'organe considéré par la présence de cellules spécifiques
différenciées et dont seule I'histologie dans ses approches multiples peut rendre
compte.

Classiquement, quatre grandes familles de tissus, qualifiés parfois de primaires, sont
distinguées dans tout organisme : les tissus €pithéliaux, conjonctifs, musculaires et
nerveux. A celles-ci, s’ajoute une catégorie plus difficile a cerner qui regroupe des
communautés de cellules éparses au sein de 'organisme (cellules en migration, cellules
en suspension dans des liquides biologiques). La plupart de ces catégories tissulaires
ont pour point commun d’étre formées de deux compartiments baignant dans un
liquide interstitiel, 'un cellulaire et 'autre, extracellulaire (Ia matrice extracellulaire).
Un tissu est par conséquent caractérisé par la nature de ses cellules, la composition
moléculaire de sa matrice, et par la proportion relative de ses compartiments cellulaire
et matriciel.

Le but de I'histologie est de rendre intelligible I'observation de la diversité cellulaire,
d’en comprendre sa logique et de l'intégrer dans des agencements tissulaires
permettant d’expliciter la fonctionnalité de ces derniers. Aussi I’histologie constitue-
t-elle une base fondamentale de I’'anatomo-pathologie, en autorisant une approche
diagnostique de pathologies, si celles-ci s’expriment ou se refletent a I’échelle
tissulaire.



Partie |

Les techniques
d’etudes histologiques




L'histologie est une discipline qui a pour finalité d'étudier les tissus et qui se
confond bien souvent avec celle consacrée a l'étude des cellules, la cytologie.

Compte tenu de la dimension des objets a étudier, les premiéres approches
méthodologiques se sont faites a travers l'utilisation et le développement de
linstrumentation microscopique, optique puis électronique, ce qui a permis
de réaliser et d'affiner les descriptions morphologiques cellulaires et tissu-
laires, tant a l'échelle structurale qu'ultrastructurale. Durant ces cinquante
derniéres années, '‘étude des tissus a pu bénéficier d'approches méthodologiques
complémentaires et étre enrichie par des apports issus dautres disciplines
(biochimie, immunologie, biologie moléculaire) ou de technologies nouvelles
(imagerie, informatique). Ainsi a partir d’'une approche se limitant a évaluer
l'état statique des cellules et des tissus qu'offre l'observation de leur morpho-
logie, lutilisation conjointe de la microscopie et de méthodologies issues de
disciplines nouvelles a permis l'accés a une facette dynamique des structures
cellulaires et tissulaires et de rendre compte des liens entre structure et fonc-
tion a ces différents niveaux d'organisation du vivant.
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Les approches
microscopiques

Plan Obiectifs

1 Principes de l'analyse ® Comprendre comment la microscopie
microscopique : limite de résolution permet d'accéder aux différents
et pouvoir séparateur niveaux d‘organisation cellulaire

2 La microscopie optique et tissulaire.

® Saisir l'importance de la préparation
des échantillons biologiques et du
choix des méthodes a utiliser selon
le but recherché.

3 La microscopie électronique

L'ceil humain en tant que systéme optique est inapte a appréhender directement le
monde de I'« infiniment petit ». Depuis la fin du xvirsiecle, s’est imposé le fait d’avoir
recours a 'instrumentation microscopique pour accéder a la connaissance structurale,
et pour partie fonctionnelle, des cellules et des tissus, inaccessible par la seule vision
humaine.

Les microscopes sont classés selon la nature de la source qui sert a observer la
préparation biologique. La microscopie optique (ou photonique) a comme source
d’éclairement la lumiere, tant dans le spectre du visible (microscopie a transmission
standard, microscopie a contraste de phase) que dans celui des rayonnements
UV (microscopie a fluorescence dont la microscopie confocale)*. La microscopie
électronique, comme son nom l'indique, utilise un faisceau d’électrons pour observer
les préparations.

A noter

* La technologie microscopique a fait l'objet de nombreux développements, que ce
soit en microscopie photonique (microscopes polarisant, a fond noir, biphotonique...)
ou en méthodologies utilisant des sources autres que lumineuses (microscopes a force
atomique, a effet tunnel, a rayons X), mais tous ne sont pas applicables aux matériels
biologiques et seuls ceux cités précédemment pour la microscopie optique et électro-
nique font l'objet d'une utilisation de routine en biologie.
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Lhistologie repose sur deux constats méthodologiques : le choix du type de microscope
utilisé en fonction du but recherché et le mode de préparation de I’échantillon
biologique le rendant apte a étre observé et analysé a ’échelle microscopique.

B 1 Principes de I'analyse microscopique :
limite de résolution et pouvoir séparateur

1 1.1 Microscopie optique

On désigne sous le terme de limite de résolution « 1 », la plus petite distance entre
deux points observés avec un systeme optique (ceil humain, microscope) au-dela de
laquelle les deux points paraissent confondus.

Le pouvoir séparateur « Ps » d’un systeme optique donné correspond a l'inverse
de la limite de résolution atteignable avec ce systeme, c’est-a-dire que Ps = 1/1. Par
conséquent, plus la limite de résolution est faible, plus le pouvoir séparateur du
systeme optique est élevé.

Cette distance « 1 » est fonction de divers parametres et s’exprime par la formule :
1=0,6 A/nsina

ou A est la longueur d'onde de la radiation émise par la source d'éclairement, n l'indice
de réfraction du milieu dans lequel est placé I’échantillon et o 'angle incident sous
lequel est frappée la préparation par le flux éclairant.

La limite de résolution théorique de I’ceil humain étant de 'ordre de 0,2 mm,
I'utilisation de systemes optiques artificiels sous la forme de microscopes s’est donc
avérée indispensable pour avoir acces a une vision de détails non accessibles a I'ceil
humain (figure 1.1).

| Microscopie électronique

| Microscopie optique

‘ il humain__ >
2|i\ o,zlum 0,2 Imm
I I I I I I I I
01nm 1nm 10 nm 100 nm 1pm 10 pm 100 pm 1mm
(1A (10 m) (106 m) (103 m)

(10-0m) il | v { cellules ¢
v Protéines Virus Bactéries animales végétales
Atomes Ribosomes Mitochondries

Figure 1.1 Limites de résolution des systémes optiques
et échelle logarithmique des tailles des objets biologiques.

Dans le but d’améliorer le pouvoir séparateur des instruments optiques, c’est-a-dire
d’accéder a une limite de résolution la plus faible possible, on recherche 'optimisation
des facteurs impliqués dans la formule donnée précédemment. Compte tenu des
limites imposées par la technologie, les préparations peuvent étre observées avec :
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A la plus faible possible (approche limitée en microscopie optique standard car
nécessitant des optiques en quartz onéreuses, optiques qui sont cependant utilisées
en microscopie a fluorescence ot les sources lumineuses sont des radiations UV
monochromatiques de faible longueur d’onde (voir § 2.3.3) ;

une augmentation des valeurs de n ou de o.. L'instrumentation permet difficilement
de dépasser la valeur de 70° pour o, ce qui donnerait si cela était, un avantage
insignifiant puisque sin70° = 0,94, la valeur maximale du sinus d’un angle o étant
égale a 1. Le pouvoir sé€parateur peut par contre &tre amélioré en augmentant I'in-
dice de réfraction n. Ceci est réalisé en interposant un milieu liquide réfringent
entre I’'objet et la face frontale d’un objectif dit & immersion (huile de ceédre par
exemple avec n = 1,55, 'eau ayant n = 1,33 et ’'airn = 1).

La limite de résolution théorique établie pour la microscopie optique est de 0,2pum,
c’est-a-dire que I'instrumentation de la microscopie optique a permis de multiplier par
un facteur 1 000 le pouvoir séparateur de I’ceil humain (figure 1.1).

1 1.2 Microscopie électronique

Dans la microscopie €lectronique, les rayons lumineux utilis€s en microscopie
optique sont remplacés par un faisceau d’électrons émis par un canon a €lectrons. Les
électrons se déplacent a grande vitesse dans le vide et leur trajectoire est canalisée par
un jeu de lentilles électromagnétiques.

L'énergie cinétique de I’électron est donnée par la tension V, ; qui est appliquée aux
bornes du canon a €lectrons, avec eV, , Y2 mv?2, ol e est la charge de 1’électron et m
sa masse. Par cette formule, sa vitesse v est égale a :

v =/2eV,g/m

Ainsi, la vitesse des électrons est d’autant plus grande que la tension électrique
appliquée aux bornes du canon a électrons est élevée.

Le rayonnement électronique ayant une double nature ondulatoire et corpusculaire,
a un électron animé d’une vitesse v, est associée une onde pilote dont la longueur
d’onde A est donnée par la formule A = h/mv, ol h est la constante de Planck. En
remplacant dans la formule v par sa valeur littérale citée ci-dessus et les constantes
h, m et e par leur valeur numérique, on obtient

2 = 12,25/\V,p

qui montre que la longueur d’onde associée au déplacement des électrons est
inversement proportionnelle a la racine carrée de la tension appliquée aux bornes de
la source du rayonnement.

Or, la formule établie pour la microscopie optique permettant de connaitre la limite
de résolution « 1 » reste valable, avec I'indice de réfraction n qui n’intervient pas, les
électrons se déplagant dans le vide. D’ott « 1 » = 0,6A/sin . Il en découle que plus la
vitesse des électrons est grande en raison d’une tension élevée appliquée aux bornes
du canon a électrons*, plus la longueur d’onde associée au déplacement des électrons
est faible, et plus la limite de résolution est faible c’est-a-dire que le pouvoir séparateur
obtenu est important.
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La limite de résolution théorique calculée pour la microscopie €lectronique a
transmission est de 2 A, c’est-a-dire que le Ps d’un microscope électronique est 1 000
fois grand que celui d’'un microscope optique.

A noter

* Des microscopes électroniques a tres haut voltage ont un pouvoir séparateur élevé et
permettent, de surcroit, de pouvoir examiner des coupes relativement épaisses (de 1 a
5 um), ce qui autorise des approches ultrastructurales tridimensionnelles qui ne sont
pas possibles avec l'utilisation de microscopes électroniques classiques a tension moins
élevée en raison du faible pouvoir de pénétration des électrons en général.

M 2 La microscopie optique

1 2.1 Préparation d’échantillons tissulaires

Elle consiste a pouvoir examiner des tissus ou des cellules isolées de telle facon qu’a
l'observation I’échantillon biologique soit dans un état le plus proche possible de ce
qu’il est a I’état vivant et puisse révéler un certain nombre de ses caractéristiques
morphologiques inaccessibles a I’ceil humain ou dévoiler la présence de ses
constituants par leur nature biochimique et/ou fonctions biologiques. Cinq temps de
préparation des échantillons sont classiquement distingués : fixation, inclusion, coupe,
coloration, montage.

2.1.1 La fixation

La fixation est une étape essentielle en histologie et le choix du fixateur ainsi que la
détermination des conditions de son action constituent des préalables indispensables
pour mener a bien une étude histologique a des fins d’analyses morphologiques,
histochimiques ou immunocytologiques. Une mauvaise appréciation de ces
parametres expérimentaux est susceptible d’engendrer des aspects cytologiques
artificiels désignés sous le terme d’artefacts.

Fixations standard

Il est nécessaire que le liquide de fixation pénetre rapidement dans I’échantillon et se
répartisse de maniere homogene a I'intérieur de celui-ci. Aussi la piece a fixer doit-elle
étre de petite taille, de maniere a ne pas créer un effet de gradient de bonne fixation,
décroissant depuis la zone superficielle vers le centre de I’échantillon. Les facteurs
temps de fixation d’une part, et température a laquelle s’effectue le traitement d’autre
part, sont des variables qui nécessitent d’étre déterminées pour chaque type de tissus
a traiter. Parmi les fixateurs couramment utilisés on retiendra le paraformaldéhyde,
le formol, le mélange formol/acide picrique/acide acétique (liquide de Bouin), le
mélange alcool absolu/acide acétique (liquide de Carnoy). Le choix du fixateur est
conditionné par le but de I’étude & mener. Ainsi :
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Le liquide de Bouin est, par ses propriétés d’autofluorescence, incompatible avec
des approches microscopiques a fluorescence. De plus, comme le formol, s’il
permet une bonne préservation des structures, il peut entrainer des dénaturations
des protéines et masquer des sites antigéniques.

Le méthanol peut engendrer des rétractions des structures cellulaires mais
permettre une bonne conservation des éléments cytosquelettiques. Des altérations
morphologiques peuvent également se produire avec I'acétone qui par ailleurs favo-
rise la sauvegarde de I'antigénicité des constituants cellulaires.

Cas de fixation in situ de piéces anatomiques

Utilisant les voies de la circulation sanguine, il est possible de perfuser un organe en
place avec un liquide de fixation apres avoir effectué au préalable une pré-perfusion
avec un liquide de lavage tamponné afin d’éliminer le sang contenu dans les vaisseaux.
L'organe peut, apres prélevement, subir un second temps de fixation de durée variable
selon sa nature et 'objectif de 1’étude a mener.

Cas de fixation par congélation

II est possible de fixer un échantillon biologique par un refroidissement instantané
en le plongeant dans de I'isopentane refroidi par de I'azote liquide, en présence
d’un cryoprotecteur (glycérol, sucrose ou DMSO, par exemple) pour éviter que ne
se forment des cristaux de glace a partir de I’eau contenue dans les cellules qui
pourraient étre a l'origine de Iésions mécaniques, tant au niveau cellulaire que
tissulaire. L’échantillon congel€ est ensuite maintenu a une température de —20 °C
jusqu’a son utilisation ultérieure. La congélation est particulierement bien adaptée
pour permettre une bonne préservation des propriétés antigéniques et/ou activités
enzymatiques de certains constituants cellulaires ou le maintien en place d’éléments
cellulaires de nature lipidique.

2.1.2 L'inclusion

Méme fixé, I’échantillon reste peu susceptible de pouvoir étre coupé en tranches
suffisamment fines pour permettre a la lumiere éclairant I’échantillon de pouvoir
le traverser. Il est nécessaire de rigidifier les structures tissulaires pour réaliser
des conditions permettant de faire des coupes fines. L'image classique qui permet
d’illustrer et de justifier cette étape est la différence d’épaisseur des coupes d’un
morceau de beurre que I'on peut faire lorsqu’il sort durci d’un réfrigérateur ou s’il
est resté a la température de la piece. La bonne qualité des coupes qui sont réalisées
dépend directement de celle de I'inclusion, celle-ci constituant une étape critique dans
la préparation des échantillons histologiques.

La stratégie de I'étape d’inclusion consiste dans le remplacement, molécules a molécules,
de I'eau présente dans les tissus par un constituant solide a température ambiante,
entralnant ainsi la rigidité de I'échantillon biologique. En routine histologique, c’est
la paraffine qui est utilisée. Liquide a 56 °C, elle se solidifie a température ambiante.
Cependant, le fait de sa non-miscibilité avec I’eau oblige a procéder a une étape
préalable de déshydratation des tissus et a utiliser un solvant intermédiaire permettant
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Iimprégnation de I’échantillon avec la paraffine. La déshydratation est réalisée par
des bains d’alcool (éthanol) de concentration croissante (70°, 95° et 100°). La paraffine
n’étant pas miscible avec I'alcool, des solvants intermédiaires comme le toluéne ou
le xylene, miscibles a la fois avec I’alcool et la paraffine, ont longtemps été utilisés.
Cependant, en raison de leur toxicité, ils peuvent étre remplacés par du butanol. A des
bains dans ces solvants utilisés d’abord purs, succedent des bains en étuve a 56 °C,
avec un mélange solvant/paraffine puis en paraffine seule.

Une inclusion finale est ensuite effectuée ou I’échantillon biologique est englobé dans
un bloc rigide de paraffine de forme parallélépipédique constitué a 'aide de barres
de Leuckart.

Drautres milieux d’inclusion sont parfois utilisés en fonction du type d’étude envisagé.
C’est le cas de la gélose pour I'imprégnation et 'enrobage de petites pieces tissulaires
ou des résines époxy permettant de réaliser des coupes semi-fines observables en
microscopie optique (voir ci-dessous § 3.1.2).

2.1.3 Coupe

Un microtome est utilis€ pour obtenir des coupes de I’échantillon suffisamment
minces, d’'une épaisseur de 'ordre de 4 a 8 um, pour permettre leur traversée par
un rayon lumineux et donc leur observation en microscopie optique a transmission.
Le bloc de paraffine est taillé selon une forme pyramidale. Il est soumis a une
avancée horizontale vers la lame d’un couteau combinée a un mouvement de va-et-
vient vertical, ce qui conduit a la formation d’un ruban constitué de coupes de forme
trapézoidale, accolées les unes aux autres, et contenant I’échantillon biologique
entouré de paraffine. Les coupes successives d'un méme ruban sont qualifiées de
sériées et leur observation, en respectant I'ordre dans lequel elles se trouvent, autorise
une approche structurale 3D de I’échantillon étudié.

Les rubans de coupes sont disposés a plat sur des lames de verre sur lesquelles a été
étalée une goutte d’eau contenant de 'albumine glycérinée, afin qu’en contact avec
cette solution aqueuse les coupes puissent se déplisser correctement. Les lames sont
posées sur une platine chauffante, ce qui permet I’évaporation du liquide présent sous
les coupes, puis elles sont mises pour leur séchage complet dans une étuve a 37 °C
pendant au moins 24 heures Les principales étapes citées ci-dessus sont récapitulées
dans la figure 1.2.

Pour des €chantillons congelés, les coupes sont réalisées a I'aide d’un cryomicrotome
sous une température de —20 °C. Les coupes dites a congélation, d’une épaisseur souvent
légerement supérieure a celles des coupes en paraffine (6 a 10 um), sont prélevées
individuellement a 'aide d’'un pinceau au niveau de la lame du couteau et disposées
directement sur des lames de verre. Les préparations ainsi obtenues sont habituellement
séchées a I’air, a température ambiante.
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Echantillon inclus Taille d'une pyramide Fixation du bloc ﬂ
dans un bloc paraffine sur un porte-objet

Eau albumineuse

Dépot du ruban de coupes sur une lame Obtention d'un ruban de coupes
de verre posée sur une plaque chauffante a I'aide d'un microtome

Figure 1.2 Préparation des coupes histologiques en paraffine.

2.1.4 Coloration

L'observation des coupes, directement apres leur confection, ne permet pas d’accéder
a la connaissance des diverses caractéristiques des échantillons biologiques. La
microscopie optique standard a transmission rend nécessaire le renforcement de
contrastes au sein de 1’échantillon biologique en utilisant certaines des propriétés
biochimiques de ses constituants et/ou différentes structures. En jouant sur leurs
affinités sélectives vis-a-vis de substances colorantes, il est possible de différencier
spécifiquement par leur coloration, certains éléments structuraux et/ou fonctionnels
présents au niveau cellulaire. Ainsi, des colorants basiques en se fixant sur des
constituants acides permettront la détection de ces derniers au sein de I’échantillon
analysé.

Les colorants usuellement utilisés sont sous une forme aqueuse et, la paraffine
imprégnant les coupes étant hydrophobe, il est donc nécessaire de procéder a un
déparaffinage et a une réhydratation des préparations avant d’entamer leur coloration.
Le protocole suivi est inverse de celui qui est utilisé pour I'inclusion. Les préparations
sur lame sont déparaffinées en présence du solvant employé dans I'étape d’inclusion
(toluene, xylene ou butanol) puis réhydratées par une succession de bains en alcool de
degré décroissant (éthanol 100, 95, 70) qui précede des bains finaux en eau distillée.

Parmi les trés nombreux colorants classiquement utilisés a des fins d’analyses
tissulaires topographiques, certaines approches relevant de I’histochimie étant
évoquées ailleurs (Chapitre 2, § 1), peuvent étre cités :

11
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I’hématéine-éosine (ou hémalun-éosine ou HE) utilisé en routine histopatholo-
gique. L’hématéine est un colorant basique qui colore les noyaux en bleu noir en
raison de la présence des acides nucléiques ; I'éosine, colorant acide, colore en rose
les structures basiques cytoplasmiques et extracellulaires ;

I’hématéine-€osine-safran (ou HES), également utilisé en routine en histopa-
thologie. En plus des colorations citées précédemment, les fibres de collagene
apparaissent colorées en jaune ;

le May-Grunwald-Giemsa (ou MGG) utilisé préférentiellement pour I’étude
d’échantillons sanguins sur frottis ou sur apposition d’organes hématopoiétiques ;

le bleu de toluidine, colorant basique permettant de révéler la basophilie de certains
constituants cellulaires et par conséquent leur acidité. Ce colorant est souvent
employé pour la coloration de coupes semi-fines ;

le trichrome de Masson et I'azan (association d’azocarmin et d’aniline) qui colorent
tous les deux les noyaux en rouge mais aussi les fibres de collagéne de type I,
respectivement en vert émeraude et en bleu ;

l'orcéine qui colore en brun les fibres €lastiques.

2.1.5 Montage

Afin de protéger les échantillons lors des manipulations dues aux observations micros-
copiques et de pouvoir les conserver dans le temps, il est procéd€ a une derniere étape
qui consiste a mettre la préparation entre lame et lamelle de verre. Ce montage utilise
un produit dont I'indice de réfraction est proche ou légerement supérieur a celui du
verre et qui, en séchant, assure 'adhérence de la lamelle sur I’échantillon et la lame.
Certaines résines de synthese sont utilisées a cette fin, mais c’est le baume du Canada
qui est le plus couramment employé. Ce dernier est hydrophobe, mais soluble dans le
xylene, ce qui implique qu’une nouvelle fois il est nécessaire de réaliser une déshydra-
tation des échantillons avec une batterie de bains d’alcool a degré croissant suivi d’'un
bain de xyléne. Une lamelle portant sur sa face inférieure une goutte de baume est
déposée sur la préparation et par de légeres pressions sur cette lamelle, les bulles d’air
qui pourraient exister entre I'échantillon et la lamelle sont chassées. Les lames sont
ensuite mises en étuve a 37 °C pendant 24 heures afin d’assurer le s€chage du baume.

1 2.2 Préparation de populations cellulaires isolées

Les étapes précédemment décrites pour 1'obtention de coupes histologiques a
partir d’échantillons tissulaires sont conservées, a I’exception évidemment de celles
concernant I'inclusion et la microtomie.
A partir d’une suspension de cellules isolées, des préparations histologiques peuvent
étre faites en réalisant :
soit des frottis (cas des frottis sanguins effectués par un déplacement rapide d’une
lamelle de verre sur la lame sur laquelle a été déposée une goutte de sang) ;

soit des projections de cellules sur une lame en utilisant une cytocentrifugeuse.
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Il est également possible d’obtenir des préparations cellulaires sous la forme
d’empreintes en procédant a une apposition de certains tissus facilement dissociables
sur une lame histologique.

Un séchage a Pair de la préparation, suivi ou non d’une fixation classique (avec du
méthanol par exemple), précede le temps de coloration qui ne nécessite pas une
réhydratation préalable. Des colorants tels le MGG (employé en routine pour les frottis
sanguins) ou le bleu de toluidine sont fréquemment utilisés. L’étape du montage entre
lame et lamelle répond aux mémes regles que celles décrites a propos des coupes
histologiques.

1 2.3 Les microscopes photoniques

Tous les microscopes de ce type ont pour caractéristique commune d’éclairer et de
traverser par un rayon lumineux I’échantillon a observer. Trois types principaux
de microscopes ont été développés, basés sur la maniere avec laquelle les constituants
moléculaires de la préparation réagissent au flux lumineux qui les atteint : les
microscopes en lumiere directe (ou certaines longueurs d’onde lumineuse sont
absorbées et sont a I'origine de colorations), les microscopes a contraste de phase
(ou des déphasages sont créés au sein des rayons lumineux), les microscopes a
fluorescence (avec €émission d’'une lumiere ayant une longueur d’onde différente de
celle provenant de la source lumineuse).

2.3.1 Microscopie standard (en lumiére directe)

Le microscope se compose de trois parties (figure 1.3) :

VAN
i i ] Oculaire
macrométrique Tube optique
Vis )
micrométrique
T . .
Préparation " Objectif
g

histologique 2
91 g_] Condenseur

fla

Diaphragmes

D
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lumineuse —
Condenseur
d'éclairage

Figure 1.3 Microscopie optique standard.
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un support ou statif auquel sont rattachés la platine, sur laquelle est disposée la
préparation maintenue par des valets, et le tube optique, capable d’étre déplacé
selon un axe perpendiculaire a la platine grace a des vis macro- et micrométrique
afin de permettre une mise au point de I'image ;

une source lumineuse et des éléments d’optique. Ces derniers comportent d’'une
part un condenseur placé en amont de la préparation dont le rdle est de focaliser le
flux lumineux sur I’échantillon, et d’autre part des objectifs constituant par leurs
lentilles un systéme optique convergent et qui sont classés selon leur pouvoir gros-
sissant (x10, x20, x40 ou x100) ;

un oculaire, systeéme également convergent contenant un jeu de lentilles, jouant le
role d’une loupe.

2.3.2 Microscopie a contraste de phase

La microscopie en contraste de phase permet de rendre visibles des différences d’indice
de réfraction au sein d’un échantillon et ainsi mettre en évidence des constituants
cytoplasmiques. Son avantage est de pouvoir observer des préparations non colorées
ainsi que des cellules vivantes, ces dernieres révélant notamment un halo réfringent
autour de leur membrane plasmique et qui disparait lorsque les cellules sont mortes.
Le microscope contient un condenseur capable de créer des différences de phase
dans les ondes lumineuses. En traversant la préparation et les systemes optiques,
ces différences sont transformées en variations d’amplitudes se traduisant par des
intensités lumineuses différentes.

2.3.3 Microscopie a fluorescence

Deux types de microscopes (microscope a fluorescence standard et microscope
confocal) utilisent la lumiere ultraviolette comme source lumineuse.

Principes d'utilisation de la fluorescence

Comme cela fut évoqué plus haut, dans ce type de microscope, les lentilles du
systéme optique sont en quartz, les lentilles en verre étant opaques aux rayons
ultraviolets. De nombreuses molécules ont la propriété d’émettre dans le spectre
visible une lumiere ayant une longueur d’onde définie dite d’émission quand elles
sont frappées par un rayon UV monochromatique d’une longueur d’onde donnée
dite d’excitation. L’excitation de la molécule provoquée par I'absorption du rayon UV
incident se manifeste par un transfert d’électrons et le retour a I’état fondamental
s’accompagne d’'une émission lumineuse caractérisée par une longueur d’onde
supérieure a celle de la lumiere d’excitation. Chaque molécule possede ses propres
spectres d’absorption et d’émission. La source lumineuse est généralement une lampe
a mercure dont la lumiere traverse, en amont de I’échantillon, des filtres spécifiques
permettant 'obtention d’une longueur d’onde excitatrice choisie en fonction du type de
molécule a détecter. Un systéme de filtres permet également en aval de I'échantillon,
de sé€lectionner des longueurs d’onde d’émission.

La détection de substances spécifiques peut résulter :
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d’une autofluorescence™* (ex : vitamine A, collagene et élastine, NADPH, GFP pour
« green fluorescent protein » et ses dérivés, lipofuscine®*...) ;

d’une adjonction d’une substance fluorescente (fluorochrome) possédant une affi-
nité spécifique pour la substance a révéler (ex : DAPI, Hoescht pour ’TADN) ;

d’une réaction d’immunolocalisation en utilisant des anticorps marqués avec un
fluorochrome (Chapitre 2, § 3.2.1).

A noter

* L'emploi d'aldéhydes comme fixateurs peut générer l'apparition de produits fluores-
cents indésirables notamment a partir de groupements amines. Cependant, a l'exception
peut-étre de la lipofuscine, la plupart des constituants autofluorescents ne causent pas
de problémes véritables pour lobservation des préparations.

** |es granules de lipofuscine souvent jaunatres, mais dont la couleur varie en fait
selon la longueur d'onde d'excitation, correspondent a des vésicules du type lysosomal
dans lesquelles sont accumulés des lipides ayant subi une peroxydation. Leur nombre
augmente avec l'age, notamment dans les cellules musculaires et nerveuses, et dans le
cas de certaines pathologies dont les maladies d’Alzheimer et de Parkinson.

Les fluorochromes ont un temps de vie, c’est-a-dire le temps durant lequel ils demeurent
sous un €tat excité, qui est tres court (de I'ordre de la nanoseconde). Plus ce temps est
court, plus grande est la sensibilité du fluorochrome. Par ailleurs, ils présentent une
photostabilité variable correspondant au nombre d’excitations qu’ils peuvent subir
avant d’étre dégradés. Le photoblanchiment (ou « photobleaching ») désigne la
destruction irréversible d’un fluorochrome suite a son excitation par la lumiere. Cette
extinction de la fluorescence a recu une application pour étudier dans des cellules
vivantes le positionnement et le déplacement de molécules. La méthode dite FRAP
pour « fluorescence recovery after photobleaching » consiste a provoquer l'extinction
d’un fluorochrome a I'aide d’un flash lumineux intense et bref, et a suivre, dans la
zone illuminée, la réapparition d’une fluorescence due a la diffusion vers la zone
photoblanchie de molécules fluorescentes voisines non éteintes par le flash. La vitesse
d’une diffusion moléculaire dans le milieu cellulaire peut ainsi étre mesurée.

De nouveaux fluorochromes se dégradant lentement ont €té développés tels les
Alexafluor qui possédent une photostabilité plus grande que celle de la fluorescéine
par exemple. La diminution d’intensité de fluorescence (« fading ») qui se produit sans
qu’il y ait nécessairement une excitation lumineuse, peut étre limitée en jouant sur le
choix du milieu de montage de la préparation.

Microscopie confocale

Elle permet d’avoir acces a I'architecture tridimensionnelle d’un I'objet. Elle consiste a
pouvoir observer une coupe optique, correspondant a un plan focal choisi au sein d’un
échantillon épais, et dans laquelle toutes les lumieres parasites provenant des régions
qui lui sont extérieures sont éliminées. Une reconstruction 3D de la structure de I'objet
est rendue possible en réalisant des coupes focales sériées (ou « Z série »), c’est-a-dire
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une série de plans de focalisation successifs dans I'’épaisseur de 1’échantillon dont les
images sont saisies et traitées par informatique.

Le microscope confocal possede une source d’éclairage laser (Argon, Krypton/
Argon...) et utilise des systemes optiques adaptés a la fluorescence qui n’illuminent
pas la totalité de ’échantillon, mais forment, en traversant un trou en téte d’épingle
ou « pinhole », un point lumineux qui se concentre dans une zone spécifique dans
I'épaisseur de l'objet. La fluorescence émise a partir du point illuminé est concentrée
par un second trou en téte d’épingle et est recueillie par un détecteur, cependant que la
fluorescence émise par d’autres régions de I’échantillon, hors du point illuminé, ne se
trouve pas détectée (figure 1.4). Les données issues du balayage du plan de coupe par
le point lumineux, permettent d’obtenir sur écran une image 2D de la coupe optique.

Détecteur
Trou en téte

/ d'épingle
Filtre
d'excitation

Source laser

Miroir
dichroique

Trou en tét
d'épingle

<«— Objectif

Echantillon
Point focal

Coupe focale

Figure 1.4 Microscopie confocale.

C’est le déplacement du balayage selon un pas donné dans I’épaisseur de l'objet, qui
conduit a I'obtention de coupes focales successives autorisant, par leur traitement
informatique, 1’acceés a une reconstruction tridimensionnelle de cet objet. La
microscopie confocale permet ainsi ’'observation d’échantillons d’une épaisseur
d’'une centaine de \m obtenus avec un microtome particulier réalisant des coupes
épaisses, le vibratome. En utilisant plusieurs traceurs fluorescents dont les spectres
d’émission sont suffisamment écartés, il est possible de réaliser des marquages
multiples et d’accéder a la distribution tridimensionnelle de constituants cellulaires et/
ou tissulaires (exemple de marqueurs pouvant étre utilisés a cette fin : I'isothiocyanate
de fluorescéine (FITC), le Texas Red (TX Red) et la phycoérythrine (PE) émettant

respectivement dans le vert, le rouge et le bleu).
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