Préparations
tissulaires

* Problematique principale : les tissus ne sont
pas observable a I'ceil nu

On peut faire une étude a temps t mais pas
dynamique

Fixation ; inclusion ; coupe ; coloration ;
montage



Atomes

- Echelle de puissance

et de taille des
microscopes

La résolution est la
capacité a
distinguer deux
objets contigus

Le microscope
doit étre
sensible et
'image

contraste

(Eil nu:0,2 mm
MO :0,2m
ME : O,2 nm




Traitement de I'échantillon

=>Macroscopie
=>["échantillonage

=>Le conaditionnement:
-La fixation
-La congélation




Le conditionnement

- La conservation de I'échantillon - Les figer dans I'état
dans lequel on les a recus

- La préservation de la morphologie cellulaire et tissulaire

- La rigidification du tissu pour faciliter les coupes

- La réalisation des techniques d’histologie




La fixation

* Le volume de fixateur doit étre 10 fois supérieur au volume
de I'échantillon. La durée de fixation comme le volume de
fixateur dépendra du volume de I’échantillon.

* Pour le MO : On fixe au formol 10% (aussi pour
immunohistochimie et analyse moléculaire)

* Pour le ME : On fixe au glutaraldéhyde




La congélation

« Examen extemporané : « en temps réel », pour un diagnostic rapide. Différentes
étapes :

1) Echantillonnage 2) Placement de I'échantillon sur un plot avec un gel a
base d’'eau

3) Congélation rapide a -30 C° 4) Coupe fine rapide avec cryomicrotome

5) Coloration bleu de Toluidine 6) Analyse grossiére — Architecture du tissu

» Cryoconservation dans l’azote liquide a -196 C° trés rapide donc les cellules
vont étre figées dans leur état d’origine. Conservation de I'échantillon dans une
banque de tumeur a -80 C°

 Coloration spéciale




Microscople

I- Microscopie Optique Photonique

A- Le microscope photonique a fond clair

Ou microscopie optique conventionnel a transmission
En routine

| Oculaire Image

Eléments non visible a I'ceil
nu

Source lumineuse
Concentrée par le
condenseur

Traverse I'échantillon

Puis I'objectif (x2,5 a x100)
Visualisation a travers

I'oculaire (x10) ‘

Lumiére




* || a une meilleure résolution (0,2 nm) que la
microscopie optique et permet d’observer des
organismes intracellulaires.
e C’est une technique qui utilise des électrons
dont le pouvoir de pénétration des tissus est
bien inférieur aux photons.

La préparation des échantillons est donc
différente de la microscopie électronique.
— Iy a 2 types de ME : a transmission et a
balayage

A noter que I'échantillon subit les mémes
étapes que pour la MO sauf pour la fixation, la
coupe et la coloration



TRAITEMENT DE L'ECHANTILLON, MET

Differente
etapes




Un petit gcm

. A propos de la cytologie et de I'histologie

a) Les tissus observés sont visible a l'oeil nu

b) Les étapes sont dans l'ordre : la fixation, I'exclusion,
la coupe, la coloration, le montage

c) Le but des traitement est de tuer les cellules

d) Contrairement a I’histologie, la biocell n’est pas une
étude dynamique

e) Tout est faux







Le
traitement

des
echantillons




'inclusion

* A noter que la paraffine est chauffée a 58° maximum pour
ne pas altérer I'échantillon

* linclusion a deux objectifs :
» Réaliser des coupes tissulaire
* Archivages des tissus a 25°

Avant cette étape il y a une étape de déshydratation




. Avant cette étape il faut déparaffiner et
réhydrater

. Les colorants acides colorent les
composeés basique et inversement

Coloration

* || existe des colorations topographique
= de routine et des colorations
spéciales




Coloration HE(S)

. Hematoxyline

Colorant basique noyau en violet

. Eosine

Colorant acide cytoplasme en rose

. Safran qui est une grosse molecule
Collagene en jaune




B e

Filament mycélien

Colorations
spéciales




Sécrétions . . Agents infectieux
: : Dépots/surcharges .
intracellulaires (bactéries ou

MEC (élastine,

collagene) . (amylose, fer) ,
(mucus, glycogéne..) champignons)




tives

fibres

Colorations
des
conjonc




Le trichrome de Masson

* Collagene | en vert ou bleu
* Epithélium en rouge
* Noyaux en noir




Fibres de réticuline en noir

Le Gordon Sweet



Fibres élastiques en noir
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Colorations des mucines




Bleu alcian

Mucus en bleu ciel




Periodic Acide Schiff ¢ Mucus

* Glycoprotéines

(PAS)

* Certains champignons



A

Colorations des micro-organismes




Le ziehl

Mise en évidence du BAAR spécifique de la tuberculose



Infections fongiques

Le Gomorl Grocott



Colorations des surcharges




* Mise en évidence dépots d’amyloide

* Molécule d’amylose est biréfringente

I Le rouge congo

* MO a fond clair : rouge
* MO lumiere polarisée : vert/jaune



Dépots ferriques

Le perls




Immunohistochimie

Ac Monoclonaux Polyclonaux
, . Par culture cellulaire = criblage : e
oduction d'hybridome Par immunisation d'un anims
; : - Facilité de production, Peu
vantage :1';?1 Ss g:ﬂ:b?(u: e(i: n' dantlgene. donc | conteux/Tres bonne avidité -
Plusieurs épitopes sont recon
Technique longue, complexe et
couteuse, Manque d'avidite, si les L anteore B ke TacRainant:
onvénient | antigénes sont altérés, il y a un risque P

de non reconnaissance, Technique
moins sensible

y avoir un bruit de fond imp¢




Conclusion

* L'observation et l'interprétation en histologie déepend de
differente etapes qui sont indispensable et qui garantissent la
qgualité des etapes analytiques
« La préparation tissulaire
* L’'inclusion
* La coupe
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