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Revue Française d’Histotechnologie

RECOMMANDATIONS AUX AUTEURS

Les articles soumis doivent être approuvés par leurs auteurs et éventuels co-auteurs et ne doivent pas 
avoir été publiés auparavant.

I. Soumission des manuscrits 
par voie postale à :  Lydie VENTEO
 Label Histologie
 8 rue Belin - 51100 REIMS

Par messagerie électronique à : lydie.venteo@orange.fr 

Dans tous les cas, fournir le nom, les adresses postale ET électronique de l’auteur en charge de la 
correspondance. La première page des illustrations couleurs est prise en charge par l’AFH, les 
suivantes sont publiées à la charge de l’auteur. Attention, une simple flèche en couleur sur une 
photographie en noir et blanc constitue une impression en couleur.

II. Présentation générale des manuscrits.
Dactylographie
La première page du manuscrit indique le titre de l’article (éventuellement sous-titre), le nom et prénom 
de chaque auteur, son affiliation avec ses adresses postale complète et électronique.
Les manuscrits doivent être saisis dans un logiciel de traitement de texte, de préférence Microsoft 
Word et si possible en police de caractère «Times New Roman» de taille 12.
Les médicaments doivent être mentionnés selon leur dénomination commune ou leur nom chimique. 
Les références commerciales des réactifs (référence et fournisseur) et matériel (modèle et fabricant) 
utilisés sont citées clairement, ainsi que les conditions expérimentales des travaux décrits.

Acronymes
Dans le corps du texte, il est indispensable d’expliciter les acronymes utilisés lors de leur première appari-
tion (sauf s’il s’agit d’une unité de mesure internationale). Le terme entier précède l’acronyme inscrit entre 
parenthèses : Association Française d’Histotechnologie (AFH). Pour les unités de mesure internationales, 
les 7 unités de base du Système International d’Unités (SI) sont : le mètre (m), le kilogramme (kg), la se-
conde (s), l’ampère (A), le kelvin (K) et le candela (cd).

Les documents iconographiques (Figures et Tableaux)
- Les Figures sont numérotées en chiffres arabes et par ordre d’apparition dans le texte : (Figure 1).
- Les Tableaux sont numérotés en chiffres romains par ordre d’apparition dans le texte : (Tableau I).
Les légendes des Figures et Tableaux sont portées les unes à la suite des autres, en fin d’article.
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L’iconographie et le texte, sous forme papier, doivent être adressés par courrier, à l’adresse pré-
cédemment mentionnée. Les illustrations sont clairement identifiées (Figure 1, Tableau I). Ils seront 
restitués à l’auteur après édition de la revue.

L’iconographie et le texte, sous forme numérique, doivent être transmis
- soit en doc attaché par courriel et formuler ainsi :
*1 fichier (Word de préférence, caractères « Times New Roman, taille 12 »), avec uniquement le 
texte et les légendes photos et
*1 fichier au format TIFF avec une résolution minimum de 300 dpi pour l’iconographie seule, claire-
ment identifiée et nommée dans le texte (Figure 1a, Figure 2…)

- soit sur CD portant le nom de l’auteur
Le support numérique sera restitué à l’auteur après édition de la revue.

Quelques recommandations concernant l’iconographie numérique : elle ne doit pas être élaborée 
avec des logiciels bureautiques (Powerpoint, paintbrush…) ni être compressée. Sous ces formats, elle 
n’est pas ou peu exploitable par l’imprimeur.

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
Les références bibliographiques, sont numérotées en chiffres arabes, classées selon l’ordre d’appari-
tion dans le texte et portées en fin d’article. Le numéro de la référence bibliographique citée est men-
tionné entre parenthèses. Le nom de la revue doit correspondre aux abréviations disponibles dans les 
catalogues de l’Institut de l’Information Scientifique et Technique (INIST). http://services.inist.
fr/public/fre/conslt.htm. Elle doit de plus correspondre au style et dactylographie suivants :

Pour les articles:
1. KOLOPP M : Le sujet roux. Rev.fr.histotechnol., 2008, 21 (1), 29-38.

Pour les livres:
1.  TERNYNCK T. & AVRAMEAS S.- Techniques immunoenzymatiques. 2e éd. Inserm, Paris, 

1987.
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HOMMAGE A NOTRE COLLEGUE SYLVIE TRASSARD

Dès la création de l’Association Française d’Histotechnologie 
(l’AFH), notre collègue Sylvie Trassard, technicienne en Biologie 
Cellulaire, a été membre du bureau pendant 6 ans, puis s’est investie 
dans son rôle de Rédactrice en chef de la Revue AFH, qu’elle a lar-
gement développée, diversifiée et fait vivre. Elle a participé aux ac-
tivités de valorisation du métier de « morphologiste » en défendant 
son identité : intégrer au sein de structures complexes les données 

des technologies nouvelles développées en biochimie, biologie moléculaire ou biophysique. 
Toujours présente, elle devait participer à notre congrès de Strasbourg en mai dernier…

Le bureau et amis de l’AFH 

Madame Brigitte Arbeille, son chef de Service depuis 30 ans, a tenu à lui rendre hommage.

A Sylvie,

 Quelques mots de la part de tous ceux qui partagent ta vie depuis trente ans… malgré 
une détresse et une peine infinie, ils veulent témoigner de cette vie d’une équipe profession-
nelle à laquelle tu as consacré tant de cœur et de joie, tant d’enthousiasme et d’émerveille-
ment, tant de volonté et de foi…

 Notre communauté hospitalo-universitaire ne peut se battre pour le bien des patients 
qu’avec l’aide de personnes comme toi, sachant chaque jour se dépasser, faire avancer nos 
méthodologies de laboratoire dans une démarche volontaire autonome et responsable. Tu 
avais en toi une détermination, presque farouche parfois, contrastant avec cette fragilité que 
l’on devinait souvent derrière ton si merveilleux sourire et des ressources sans limites face 
aux attentes des cliniciens, mais aussi face aux projets des chercheurs de notre Université et 
bien souvent au-delà de Tours, avec des équipes de Roumanie, d’Estonie, du Togo et de la 
Côte d’Ivoire… avec lesquels tu as tant travaillé dans une relation de fidélité et de compli-
cité dont tu avais le secret…

Rev. Fr. Histotechnol., 2011, 24, n°1, p.11 à 12
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 Toute cette si riche activité ne pouvait se réaliser pour toi qu’à travers des relations 
devenant très vite personnelles, faites d’amitié et d’estime réciproques, enrichissant de fa-
çon extraordinaire ton travail scientifique irréprochable.

 Ta personnalité réservée, calme et douce, mais tout autant gaie, joyeuse et si com-
municative porte la marque d’une éducation exemplaire et fait de toi l’amie de tous et le 
pilier de notre laboratoire qui te doit tant d’initiatives de petites et grandes fêtes et de tous 
ces petits bonheurs qui font d’une équipe une vraie famille de cœur…

 Tu ne nous laisses aujourd’hui pas d’autres choix que celui de continuer la route, 
mais en te sachant à chaque instant au bord du chemin…

 Tes amis te font le serment qu’ils seront à la hauteur de l’exigence et de la conscience 
professionnelle qui étaient les tiennes, et qu’ils te feront honneur.

Brigitte ARBEILLE
et l’équipe de Microscopie Electronique du CHU de TOURS
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RESUME
 L’infertilité masculine, dont la prise 
en charge médicale représente un coût fi-
nancier conséquent, est en augmentation 
constante dans les pays industrialisés. Les 
souris mutées sont d’excellents modèles 
pour appréhender ces problèmes d’inferti-
lité, car les voies de signalisation contrô-
lant la spermatogenèse semblent fortement 
conservées chez les mammifères. L’étude 
histopathologique du testicule murin repré-
sente le procédé le plus fiable pour explorer 
la spermatogenèse, en première approche.

INTRODUCTION
 La spermatogenèse, mise en place à 
la puberté, est un phénomène de différen-
ciation cellulaire cyclique. Ce cycle sper-
matogenétique aboutit à la production de 
spermatozoïdes à partir de spermatogonies 
souches. Sa durée, constante pour une es-
pèce donnée, est une caractéristique intrin-
sèque des cellules germinales et semble in-

dépendante de toute action hormonale (1). 
La spermatogenèse comporte 4 phases : 
(i) une étape de prolifération au cours de 
laquelle les spermatogonies se multiplient 
tout en se différenciant ; (ii) la méiose, cor-
respondant aux deux divisions des sperma-
tocytes I, qui donnent naissance, succes-
sivement, aux spermatocytes II,  puis aux 
spermatides ; (iii) la spermiogenèse, une 
« métamorphose » des spermatides ron-
des en spermatides matures et (iv) la sper-
miation qui correspond à la libération des 
spermatides matures dans la lumière des 
tubes séminifères (TS) du testicule où elles 
deviennent des spermatozoïdes.

 Des motifs évidents, relevant de l’éthi-
que médicale, rendent difficile les études 
moléculaires portant sur la fertilité hu-
maine. Par ailleurs il n’est pas possible, 
techniquement parlant, d’analyser la ga-
métogenèse, in vitro. La mise en place de 
la spermatogenèse à la puberté ainsi que 

HISTOPATHOLOGIE TESTICULAIRE CHEZ LA SOURIS
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son déroulement chez l’adulte sont simi-
laires chez la souris et chez l’Homme. La 
souris est aussi le seul modèle animal qui 
soit accessible à la mutagenèse ciblée (ou 
mutagenèse dirigée). Cette technique ba-
sée sur la recombinaison homologue per-
met de générer différents types de change-
ments visant spécifiquement un site choisi 
dans un gène dont on connaît la séquence. 
L’approche utilisée a souvent pour objectif 
d’empêcher le gène de fonctionner : c'est 
ce que l'on appelle l’inactivation (ou in-
validation) d'un gène, ou communément 
le KO (Knock-Out) d'un gène. Elle per-
met, d'après les conséquences observées 
sur le phénotype de la souris, de proposer 
un (des) rôle(s) pour le gène en question. 
Dans ce contexte, les modèles murins re-
présentent d’excellents outils pour éluci-
der les fonctions des gènes dits de fertilité, 
c’est-à-dire ceux dont la perte de fonction 
a pour seule manifestation évidente une di-
minution de la fertilité. 
 
L’épithélium séminifère est l’objet
de modifications cycliques
 La spermatogenèse se déroule dans 
l’épithélium des TS, formé de cellules de 
soutien (les cellules de Sertoli) et des cel-
lules de la lignée germinale. Chez le mâle 
adulte, l’épithélium séminifère (ES) pré-
sente une architecture complexe et chan-
geante au cours du temps. L’ES comporte 
en effet une série de « stades épithéliaux», 
chacun défini par une association carac-
téristique de cellules germinales, répétée 
à intervalles réguliers le long du TS et 
consistant en 4 à 5 générations de cellules 
germinales disposées en strates. Les stra-
tes « jeunes », constituées de cellules pré-

méiotiques, se disposent à la périphérie des 
TS, tandis que les strates « anciennes », 
constituées de spermatides, se localisent 
à proximité de la lumière des TS. Chez 
la souris, il est possible de reconnaître 12 
associations cellulaires distinctes (stades 
épithéliaux I à XII) (2). Les stades de l’ES 
reflètent le synchronisme entre les mitoses 
spermatogoniales, la méiose et la spermio-
genèse. Le cycle de l’ES (qui est différent 
du cycle spermatogénétique) est la série 
complète des douze stades épithéliaux, se 
succédant au cours du temps, selon une 
chronologie immuable, dans un segment 
donné, le long du TS.
 Une bonne connaissance du cycle de 
l’ES est donc indispensable pour distin-
guer ses aspects normaux de ses aspects 
pathologiques. Son apprentissage néces-
site quelques jours de stages auprès d’un 
expert, puis une pratique régulière (2, 3). 
L’identification des cellules germinales 
composant les différents stades de l’ES 
repose sur plusieurs critères dont : (i) la 
répartition de l’hétérochromatine dans les 
noyaux des cellules pré-méiotiques; (ii) le 
degré de condensation des chromosomes 
présents dans les spermatocytes méioti-
ques; (iii) l’état d’avancement d’élongation 
du noyau et du développement de l’acro-
some. Les 3 premiers critères peuvent être 
évalués sur des coupes histologiques colo-
rées par l’hématoxyline et l’éosine et, dans 
une moindre mesure, après coloration par 
le 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). 
Ces colorations ne permettent cependant 
pas d’identifier individuellement tous les 
stades de l’ES (Figures 1). L’identification 
de chacune des douze associations cellulai-
res nécessite la reconnaissance de l’étape 
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de maturation de l’acrosome dans les sper-
matides, grâce à une coloration par l’acide 
périodique de Schiff (APS)-hématoxyline, 
pour les tissus inclus en paraffine, ou à une 
coloration par le bleu de toluidine, pour 
les tissus inclus dans une résine epoxy (2). 
L’analyse du cycle de l’ES permet d’iden-
tifier précisément les populations de cellu-
les germinales affectées par une mutation 
délétère, ou qui sont les cibles d’un agent 
reprotoxique. Cette analyse représente le 
commencement obligé pour comprendre 
les mécanismes d’action du gène ou de 
l’agent toxique étudié (4, 5).

Les spermatogonies forment une
population cellulaire très hétérogène
 Les spermatogonies ont en commun, de se 
diviser par mitoses, mais elles constituent une 
population cellulaire très hétérogène. Leur 
identification par le biais de l’histologie clas-
sique est fastidieuse, voire hasardeuse (6). 
 En schématisant un peu, les spermatogo-
nies souches sont des cellules isolées (sper-
matogonies A isolées, A single ou As) et peu 
nombreuses (0,03% des cellules germinales 
d’un testicule adulte). Leur auto-renouvel-
lement est assuré par le GDNF (Glial cell-
Derived Neurotrophic Factor) d’origine ser-
tolienne, dont elles expriment les récepteurs 
RET (Rearranged During Transfection) et 
GFRA1 (GDNF Family Receptor Alpha-1). 
Elles sont capables de restaurer la spermato-
genèse après transplantation dans un testicule 
dont la lignée germinale à été préalablement 
détruite (par la chaleur ou par traitement au 
busulfan) et donnent lieu, au terme d’une 
division asymétrique, à un alter ego indiffé-
rencié et à une spermatogonie A appariée (A 
paired ou Ap) engagée dans la spermatoge-
nèse. Les descendants des spermatogonies 
Ap, ou spermatogonies A alignées (A aligned 
ou Aal), forment des chaînettes de 4 à 32 uni-
tés, reliées par des ponts cytoplasmiques. 
Les spermatogonies Aal conservent, dans 
certaines conditions, des propriétés de cel-
lules souches. Elles expriment le facteur de 
transcription ZBTB16 (Zinc finger and BTB 
domain containing 16, encore appelé PLZF), 
un répresseur direct du récepteur tyrosine ki-
nase KIT. Les spermatogonies Aal appartien-
nent (avec les As et les Ap) à la catégorie des 
spermatogonies dites indifférenciées, dont 
les divisions ne sont pas synchrones avec le 
cycle de l’ES. Les spermatogonies différen-

Figures 1 : Quelques exemples de stades de l’épithé-
lium séminifère visibles après coloration par le DAPI 
sur des coupes déparaffinées d’un testicule fixé par le 
formol. Les stades II à V ne peuvent être distingués 
les uns des autres. Ainsi la présence de spermatocytes 
pré-méiotiques, de spermatides en voie d’élongation 
et de plaques métaphasiques sont respectivement ca-
ractéristiques des stades VII, X et XII, (flèches blan-
ches). Les chiffres romains correspondent aux stades 
du cycle de l’épithélium séminifère.
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ciées (A1, A2, A3, A4, Intermédiaires et B) 
forment, comme leurs précurseurs, des chaî-
nettes résultant d’une cytocinèse incomplète. 
Elles expriment KIT et leur différenciation 
est régulée positivement par le ligand de KIT, 
d’origine sertolienne. Dépourvues des pro-
priétés des cellules souches, elles prolifèrent 
et se différencient en phase avec les stades 
du cycle de l’ES et sont irréversiblement en-
gagées vers la production de spermatocytes 
pré-méiotiques (appelés spermatocytes pré-
leptotène) (1). 

 L’immunohistochimie est la technique 
de choix pour identifier les liens de filia-
tion entre les différents types de sperma-
togonies. Malheureusement, le nombre 
d’anticorps commercialisés à cette fin est 
restreint. Les anticorps dirigés contre : (i) 
GFRA1, exprimé par les spermatogonies 
As et Ap, (ii) ZBTB16, présent dans toutes 
les spermatogonies indifférenciées (As, Ap 
et Aal) et (iii) KIT, qui ne reconnaît que 
les spermatogonies différenciées figurent 
parmi les plus utiles. Entre nos mains, ces 
3 anticorps ne produisent un signal que 
sur des tubes séminifères montés en entier 
(Figures 2 ; Tableau 1). Leur inefficacité 
sur des coupes histologiques de testicule 
est imputable au volume plus faible du 
cytoplasme disponible pour fixer des anti-
corps. L’expression de la protéine STRA8 
(Stimulated by Retinoic Acid 8) peut être 
détectée, dans les spermatogonies A diffé-
renciées ainsi que dans des spermatocytes 
en préleptotène, sur des sections histolo-
giques, grâce à un anticorps du commerce 
(Figures 2, Tableau 1). A défaut d’anti-
corps, on peut aussi identifier les popula-
tions de spermatogonies par hybridation in 
situ. Cette technique, dont l’objectif est ici 
de détecter les transcrits d’un gène exprimé 
dans une population donnée de spermato-
gonies, utilise une sonde complémentaire 
d’une séquence d’acides nucléiques pré-
sente dans le transcrit recherché. La fabri-
cation de telles sondes est plus aisée et plus 
rapide, ainsi que moins aléatoire et moins 
coûteuse que celle d’anticorps spécifiques. 
L’hybridation in situ est cependant moins 
performante que l’immunohistochimie 
car : (i) elle endommage les tissus davanta-
ge que l’immunohistochimie et (ii) ne per-

Figures 2 : histochimie des cellules germinales. 
 A : Co-détection, sur un tube séminifère fixé par 
un mélange de méthanol et de paraformaldéhyde et 
monté en entier, de KIT (en rouge) et de RARG (Re-
tinoic Acid Receptor Gamma, en vert). 
 B : Détection sur une coupe histologique de tes-
ticule adulte fixé par le paraformaldéhyde de STRA8 
dans les spermatocytes en préleptotène.
 C et D : Co-détection sur des étalements de 
noyaux de spermatocytes fixés par le paraformaldé-
hyde de gamma H2AX ((histone H2AX phosphorylé, 
en vert) et de SYCP3 (en rouge) aux stades zygotène 
(C) et pachytène (D) de la méiose). Noyau d’un sper-
matocyte (flèche blanche). Les noyaux des cellules en 
A et B ont été contre-colorés par le DAPI.
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met pas de réaliser des doubles-marquages 
satisfaisants (5). 
 
Des anomalies méiotiques sont
responsables d’arrêts de maturation
des spermatocytes 
 Une apoptose massive des spermatocy-
tes de premier ordre (ou spermatocytes I) 
en prophase, confirmée par la mise en œu-

vre de la technique de TUNEL (Terminal 
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick 
end labeling), traduit souvent des anoma-
lies méiotiques. La méthode la plus fiable 
pour identifier les stades de la prophase de 
première division méiotique (c'est-à-dire 
les stades leptotène, zygotène pachytène et 
diplotène) et pour en détecter les défauts, 
consiste à étaler des cellules sur une lame 

  
Anticorps 

dirigé 
contre: 

Références 
du  

fournisseur  
*Coupes  
paraffine 

Coupes  
cryostat 

 Tubes  
séminifères 

entiers  

Etalements 
 de cellules 

             

Spermatogonies  
indifférenciées 

 
R&D syst 

af560 non non oui nt 

PLZF 
Calbiochem 

OP128 non non oui nt 

Spermatogonies 
différenciées 

KIT 
Millipore 
CBL1360 non non oui nt 

STRA8 
Abcam 

ab49602 oui oui oui oui 
Spermatocytes 
pré-méiotiques STRA8 

Abcam 
ab49602 oui oui oui oui 

             

Spermatocytes méiotiques 

SCP1 
Santa-Cruz  
SC-20837 non non nt oui 

RAD51 
Calbiochem 

ABE257 non non nt oui 

SCP3 
Abcam 

ab15093 oui oui nt oui 

MLH1 

Pharmigen  
Clone G168 

728 nt nt nt oui 

 
Upstate 05-

636 oui nt nt oui 
             

Cellules de Sertoli GATA1 
Santa Cruz  

SC-265 oui oui nt nt 

AR 
Santa Cruz  

SC-816 oui oui nt nt 

TABLEAU I : Anticorps testés 

 *Après démasquage des antigènes par la chaleur, Nt : non testé 

GFRA1

gammaH2AX
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de verre, puis à réaliser une détection im-
munohistochimique à l’aide de deux ou 
plusieurs anticorps dirigés contre : (i) des 
protéines du complexe synaptonémal (CS) 
; (ii) des protéines indiquant l’existence de 
cassures double brin de l’acide désoxy-
ribonucléique (ADN) (qui se produisent 
préalablement à toute recombinaison méio-
tique) et/ou (iii) des protéines contribuant 
aux nodules de recombinaison (Tableau 1). 
Les éléments latéraux du futur CS, dont les 
constituants majoritaires sont les protéines 
SYCP2 et SYCP3 (SYnaptonémal Com-
plex Proteins 2 and 3), se forment le long 
des chromosomes au stade leptotène. Au 
stade zygotène, l’élément central du CS 
solidarise progressivement les 2 éléments 
latéraux des chromosomes homologues, 
grâce notamment à la protéine SYCP1. Par 
ailleurs, l’histone H2AX est phosphorylé 
et recrute des recombinases au niveau des 
points de cassure de l’ADN. En pachy-
tène, l’appariement est complet : le CS 
connecte les chromosomes homologues 
sur toute leur longueur. (Figures 2; Ta-
bleau 1). La composition moléculaire des 
nodules de recombinaison varie au cours 
de la prophase. Les nodules précoces (ceux 
du stade zygotène) contiennent des recom-
binases RAD51 (RADiation 51), DMC1 
(Dosage suppressor of MCk1 homolog) 
qui catalysent l’invasion de l’ADN double 
brin homologue intact, alors que nodules 
maintenus tardivement (en pachytène) 
contiennent les protéines qui participent 
à la correction des mésappariements, dont 
MLH1 (MutL Homolog 1) (7, Tableau 1).

Les spermatides : de la spermiogenèse
à la spermiation
 La transformation des spermatides ron-
des en spermatides matures, ou spermioge-
nèse, est assimilable à une métamorphose 
cellulaire. Au cours de cette période, les 
spermatides rondes, des petites cellules 
sphériques dépourvues de caractères mor-
phologiques remarquables, deviennent des 
cellules très asymétriques possédant tous 
les attributs spécifiques des gamètes fé-
condants : noyaux allongés à chromatine 
fortement condensée, acrosome, mitochon-
dries disposées en spirale, axonème doublé 
de structures protéiques de renforcement. 
Considérés individuellement, chacun des 
éléments constitutifs du spermatozoïde est 
nécessaire à la fécondation. Les remanie-
ments morphologiques très complexes de 
la spermiogenèse sont difficilement visi-
bles en microscopie optique, et font de cette 
période un objet de choix pour les analyses 
en microscopie électronique à transmission 
d’autant plus utiles, que toute anomalie 
structurale détectée au cours de la spermio-
genèse, compromet nécessairement le pou-
voir fécondant des spermatozoïdes (8).
 La spermiation désigne la libération des 
spermatides matures dans la lumière des 
tubes séminifères, ces dernières devenant 
alors des spermatozoïdes. Les défauts de 
spermiation peuvent être responsables de 
stérilité. Ils sont classiquement attribués 
soit à un dysfonctionnement intrinsèque des 
cellules de Sertoli, soit à des mécanismes 
physiologiques qui tendent à empêcher ces 
cellules de « libérer » des spermatozoïdes 
contrefaits. La spermiation se déroule inva-
riablement à la fin du stade VII de l’ES et 
ses défauts se manifestent par la persistance 
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de spermatides matures dans l’ES aux sta-
des IX et X. Un défaut sévère entraîne, par 
ailleurs, une diminution de la densité des 
spermatozoïdes dans la queue de l’épididy-
me où ils sont habituellement stockés (9).

Les cellules somatiques du testicule
 Les cellules de Sertoli occupent environ 
20% du volume de l’épithélium séminifère. 
Cette grande cellule (70 microns de hau-
teur), de forme pyramidale, s'allonge sur 
toute la hauteur de l'ES. Elle a été comparée 
à un arbre dont le tronc, figurant le corps 
cellulaire, repose sur la membrane basale 
; ses branches, figurant les prolongements 
cellulaires, entourent les 50 cellules germi-
nales dont elle assure la nutrition. Une cel-
lule de Sertoli est, en moyenne, connectée à 
5 de ses voisines par des jonctions serrées 
continues. Celles-ci forment l’essentiel de 
la barrière hémato-testiculaire, qui a pour 
fonction de protéger les cellules germinales 
méiotiques et post-méiotiques contre des 
agents nocifs (médicaments, toxiques envi-
ronnementaux, anticorps) présents dans le 
sang ou la lymphe en empêchant leur pas-
sage vers l’intérieur des tubes séminifères.
 La cellule de Sertoli est le pivot autour 
duquel s’organise l’activité fonctionnelle du 
testicule : interface incontournable entre une 
majorité de cellules germinales et les cellu-
les somatiques de l’organisme, elle intègre 
aussi les messages hormonaux nécessaires 
à la spermatogenèse dont la FSH (Follicle 
Stimulating Hormone) et la testostérone. 
Elle répond à ces signaux hormonaux par 
une activité de sécrétion trop diversifiée 
pour pouvoir être explorée de manière sys-
tématique par des méthodes histologiques. 
Par contre, l’intégrité de la barrière hémato-

testiculaire peut être évaluée par perfusion 
d’un traceur opaque aux électrons, le ni-
trate de lantane (voir par exemple 9). Par 
ailleurs, une cellule de Sertoli normale ex-
prime certaines protéines dont le récepteur 
des androgènes, AR (Androgen Receptor), 
et le facteur de transcription GATA1 (GATA 
binding protein1) de manière cyclique, 
c'est-à-dire uniquement à des stades précis 
du cycle de l’ES. Il est possible d’analyser 
la cyclicité de ses synthèses grâce à l’im-
munohistochimie utilisant des anticorps du 
commerce (9, Tableau 1). 

La morphologie des cellules de Leydig est 
peu informative. Leur fonction première 
est la sécrétion de testostérone. A défaut 
d’une méthode de dosage fiable et peu 
onéreuse de l’hormone, cette fonction peut 
être explorée par la pesée des organes an-
drogéno-dépendants, que sont la prostate 
et la vésicule séminale.

CONCLUSION
 Chez le rongeur de laboratoire, l’effica-
cité de la spermatogenèse ne peut être cor-
rectement évaluée, ni sur la base des don-
nées d’élevage, c'est-à-dire sur la fréquence 
et la taille des portées, ni sur le comptage 
des spermatozoïdes épididymaires. En ef-
fet, il est établi que le nombre et la taille des 
portées ne sont perturbés que si la quantité 
de spermatozoïdes produite par le testicule 
est diminuée d’au moins 90% (2). Dans ce 
contexte, l’analyse de la spermatogenèse fait 
appel, en première approche, à un ensemble 
de techniques morphologiques. L’observa-
tion des coupes histologiques issues de tes-
ticules fixés dans du liquide de Bouin figure 
au premier rang de ces techniques.
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RESUME 
 La fixation et la coloration des tissus 
restent les deux principales étapes qui 
conditionnent la qualité de l’imagerie his-
tologique. Dans la présente étude, nous 
nous sommes intéressés à l’optimisation 
de la visualisation histologique d’ovaire de 
Barbus callensis. 
Le formol et le liquide de Bouin sont uti-
lisés comme fixateurs pour ces deux co-
lorations, l’hématoxyline-éosine (l’H&E) 
et l’azan modifié. Les résultats obtenus 
montrent que l’association optimale, pour 
donner le détail des structures histologique 
des ovaires, est le liquide de Bouin pour 
la fixation et l’azan modifié pour la colo-
ration. L’association formol/ H&E quant à 
elle, met en évidence l’architecture géné-
rale des tissus, sans coloration spécifique 

pour chaque constituant, et s’appliquera 
plutôt aux études biométriques de la dyna-
mique ovocytaire. 

INTRODUCTION 
 L’histologie combine à la fois l’obser-
vation et l’expérimentation. Elle a comme 
but, l’obtention de coupes fines colorées 
d’un tissu biologique imputrescible enrobé 
de paraffine, qui reste solide à température 
ambiante (1,2,3), observables au micros-
cope photonique (1). Dans toute opération 
histologique, la fixation est la première 
étape indispensable à la bonne conserva-
tion des constituants tissulaires et/ou cellu-
laires, qui doivent rester dans un état aussi 
proche que possible de celui de l’organis-
me vivant (4). Vient ensuite la coloration 
pour différencier les diverses structures. 
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 Actuellement, cette science dispose de 
différentes méthodes de fixation et de co-
loration, qui visent à fournir de meilleures 
images et augmenter l’efficacité de la vi-
sualisation microscopique. Selon Cannet 
(2), le procédé de fixation des organes/
tissus comprend de bons et de mauvais 
fixateurs topographiques. C’est ainsi que 
dans le présent travail, nous nous sommes 
intéressés à optimiser la visualisation de 
l’histologie ovarienne de Barbus callensis. 
Nous avons agi aussi bien sur le fixateur 
que sur la coloration. Nous avons étudié 
deux fixateurs de routine : le formol à 10% 
et le liquide de Bouin qui est un mélange 
acide picrique, acide acétique et de formol. 
Ces deux fixateurs sont différents surtout 
en termes de vitesse de pénétration et de 
fixation. Deux méthodes de coloration : hé-
matoxyline-éosine (H & E) et azan modifié, 
ont été utilisées pour les deux fixateurs.

MATERIEL ET METHODES 
Echantillons 
 Les échantillons de poisson Barbus cal-
lensis observés, ont été pêchés dans l’oued 
Soummam, qui se trouve dans la région de 
Béjaia dans le Nord-Est de l’Algérie, cet 
oued représente l’un des principaux cours 
d’eau algériens et il parcourt toute la val-
lée de la Soummam sur 90 km. La période 
d’échantillonnage s’est étalée de mars 
2010 à mars 2011. 

Technique histologique 
Fixation 
 Elle a pour but d’immobiliser les struc-
tures des échantillons en respectant dans 
la mesure du possible la morphologie des 
structures. 

Après dissection, 60 ovaires à différents 
stades de développement macroscopique, 
ont été sélectionnés et fixés dans deux so-
lutions différentes : 

30 ovaires ont été fixés dans le formol à 
10% pendant 24 heures. Ce fixateur est 
composé de :
  10 ml de formol de commerce à 35% 

tamponné 
 90 ml de l’eau distillée. 
30 ovaires ont été fixés dans le liquide de 
Bouin pendant 6 heures, cette solution est 
composée de : 
 75 ml d’acide picrique 
 25 ml de formol commercial à 36-40 % 
 5 ml d’acide acétique
 (ajouté extemporanément). 

Après fixation les gonades ont subi une 
déshydratation dans des bains d'alcool de 
concentration croissante (70-95-100 %), 
une clarification dans le xylène, une im-
prégnation et une inclusion dans la paraf-
fine (point de fusion: 55-57 °C). Les blocs 
ont été débités au moyen d’un microtome 
de type Leica RM2025, l’épaisseur des 
coupes était de 3 µm. Les coupes réalisées 
ont été déposées sur des lames puis collées 
avec de l’eau albumineuse sur une platine 
chauffante. L’hydratation a été effectuée 
dans trois bains d’alcool de degrés dé-
croissants (100%, 90% et 70%) suivis d’un 
lavage à l’eau distillée. 

Coloration des coupes 
 Deux techniques de coloration topo-
graphiques polychromes ont été utilisées : 

  Coloration par le rouge nucléaire pen-
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dant 15 minutes 
 Rinçage à l’eau distillée 
  Coloration par l’orange-G phosphomo-

lybdique pendant 5 minutes 
  Les coupes sont séchées entre deux pa-

piers filtre et colorées par le bleu d’ani-
line pendant 7 minutes. 

  Coloration par l’hématoxyline pendant 
5 minutes 

 Rinçage à l’eau courante 
  Coloration en Eosine à 1% pendant 7 

minutes 
 Rinçage à l’eau courante. 

 Déshydrations et montage 
 Juste après coloration les lames sont 
trempées dans trois bains d’alcool absolu 
puis dans deux bains de xylène. Le mon-
tage a été réalisé entre lame et lamelle avec 
de l’Eukit. 

RESULTATS 
Observation macroscopique des pièces
fixées 
 Le suivi de la cinétique de fixation, a 
permis de constater que pour les ovaires 
fixés au formol, l’aspect reste moelleux 
pendant neuf heures, le raffermissement 
de la pièce n’est atteint qu’après 12 heu-
res, alors que ceux fixés dans le liquide de 
Bouin, ont commencé à se durcir dans les 
deux premières heures avec une fixation 
totale après 6 heures. 

Observation macroscopique des lames 
Fixation dans le Bouin 
 L’analyse macroscopique des lames 
histologiques des follicules ovariens de 
Barbus callensis, a révélé une diversité ap-

parente dans les teintures données à l’ima-
gerie en relation avec les deux fixateurs et 
les deux colorations. 

 En passant de la coloration par l’azan 
modifié (Figures 1a et b) à celle de l’H & 
E (Figures 1c et d), les coupes fixées dans 
le liquide de Bouin ont montré une nette 
différence dans la coloration du noyau, de 
la membrane folliculaire et des différentes 
inclusions cytoplasmiques des ovocytes. 

 Les différents stades de développement 
ovocytaire (Figures 1a et c), nous indi-
quent une prédominance jaune orangé des 
coupes obtenues par l’azan modifié (Fi-
gure 1a), et une prédominance rosâtre pour 
celles obtenues par l’H & E (Figure 1c).

 Pour chacune de ces colorations, deux 
tons sont observés, l’un foncé et l’autre 
plus clair. La couleur foncée est retrouvée 

Figures 1 : Follicules ovariens de Barbus callensis 
fixés dans le liquide de Bouin. (a et c) ovocytes à dif-
férents stades de développement. (b et d) ovocyte aux 
stades IV et V. N : noyau, n : nucléole, Cy : cytoplas-
me, Gv : gouttelette vitelline, Ac : alvéole corticale 
Mf : membrane folliculaire. (a et b) colorés à l’azan 
modifié. (c et d) colorés à l’H & E.



-24-

dans le premier stade de développement ce 
qui renseigne sur un cytoplasme fortement 
basophile, la couleur plus claire est indi-
catrice d’un cytoplasme peu basophile, ce 
qui est reconnue comme caractéristique du 
deuxième stade de développement. 

 Dans la coloration à l’azan modifié, le 
passage des ovocytes au troisième stade, 
est marqué par une apparition d’alvéoles 
corticales colorées en bleu (Figure 1a), ce 
qui les distingue des autres inclusions, ceci 
n’étant pas observé dans la coloration à 
l’H&E où une seule teinte apparaît (Figure 
1c). 

 Dans le stade IV (Figures 1b et d), la 
différenciation spécifique dans la teinture, 
des inclusions cytoplasmiques et du noyau, 
est mise en évidence par les deux types de 
colorations. Néanmoins, la visualisation 
donnée par l’azan modifié (Figure 1b) se 
distingue de celle à l’H&E (Figure 1d) par 
l’apparition de plusieurs couleurs caracté-
risant les diverses structures de l’ovocyte, 
alors que l’H&E révèle une couleur uni-
forme. 

Fixation dans le formol
 Concernant la visualisation des coupes 
fixées dans le formol et colorées à l’H&E 
(Figures 2a et b), nous constatons une pré-
dominance de la coloration rose avec diffé-
rents contrastes, variant en fonction du sta-
de de développement de chaque ovocyte. 
Pour le premier stade l’aspect de la teinte 
reste toujours sombre, ce qui caractérise la 
basophilie du cytoplasme, alors qu’il de-
vient plus clair avec la diminution de cette 
basophilie au deuxième stade (Figure 2a). 

Cette constatation est également retrouvée 
avec la coloration à l’azan modifié pour les 
stades I et II (Figure 2c). Pour les stades 
plus avancés, la coloration à l’H& E (Figu-
res 2a et b) a montré une seule couleur mais 
avec diminution du contraste en allant vers 
la périphérie de l’ovocyte, alors que la co-
loration à l’azan (Figures 2c, d) permet de 
distinguer les différentes structures par des 
couleurs différentes avec cependant moins 
de netteté qu’avec la fixation par le Bouin 
(Figures 1a et b).

 L’observation à une grande échelle (x 
100) d’ovocytes matures colorés par l’azan 
modifié, a mis en évidence la forme sphé-
rique et la teinture orangée des gouttelettes 
vitellines (Figure 3a). Pour l’imagerie don-
née par l’H&E, on retrouve aussi une seule 
couleur rosâtre pour les gouttelettes vitel-
lines avec cette fois-ci un contour moins 
net que pour la coloration à l’azan modifié 
(Figure 3b). De même, cette dernière co-

Figures 2 : Follicules ovariens de Barbus callensis 
fixés dans le formol. (a et c) ovocytes à différents sta-
des de développement. (b et d) ovocyte au stade IV et 
V. N : noyau, Cy : cytoplasme, Gv : gouttelette vitel-
line, Ac : alvéole corticale. (a et b) colorés à l’azan 
modifié. (c et d) colorés à l’H & E. 
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loration nous permet de distinguer sans 
difficulté, l’existence de plusieurs parties 
de la membrane folliculaire en partant des 
cellules thécales jusqu’à la zona radiata 
(Figure 3c), alors que pour l’H&E cette 
netteté n’est pas retrouvée (Figure 3d). 

DISCUSSION 
 L’aspect mou des pièces fixées dans le 
formol, durant les neufs premières heures, 
pourrait s’expliquer par le fait que le for-
mol contient des agents non coagulants 
rendant la fixation des pièces progressive 
et nécessitant des durées de fixation plus 
longues (2), le durcissement total n’est at-
teint qu’au bout de 12 heures. Il est admis 
que le formol induit de nouvelles combi-
naisons chimiques aboutissant à une solidi-
fication de la trame protéique de la cellule 
évitant ainsi des modifications structurales 
(1). Selon Fox et al. (5), sur une période 
d’immersion d’une pièce de 24 heures, 
le formol peut pénétrer 20 millimètres ou 

plus dans l’organe/tissus, dans le présent 
travail l’épaisseur moyenne des pièces 
était de 10 mm, ce qui représente la moitié 
de l’épaisseur, ce qui nous a permis de ré-
duire le temps de fixation à 12 heures.
 
 Les ovaires fixés dans le formol n’ont 
pas présenté de problèmes d’effritement 
pendant la microtomie, même dans le cas 
d’une surfixation (plus de neuf mois). Ce 
paramètre est retenu comme critère de 
qualité de la fixation (6). Il est classique-
ment admis (4) qu’un fixateur est consi-
déré comme tolérant, lorsque le durcisse-
ment d’un tissu est raisonnable et permet 
l’obtention de coupes histologiques. On 
considère alors que le formol possède une 
capacité de conservation longue mais avec 
une possibilité de modification des qualités 
tinctoriales. A ce sujet, le formol conduit 
souvent à la diminution de l’intensité de 
certaines colorations. 

 La qualité de fixation avec le formol 
est souvent jugée médiocre pour certains 
tissus, comme le muscle, l’os et le testicule 
dont l’architecture apparaît souvent altérée 
après la coupe (6). Ce désavantage n’a pas 
été constaté dans le cas de l’ovaire de Bar-
bus callensis. 

 A la différence du formol, le liquide 
de Bouin est un fixateur qui contient des 
agents coagulants permettant ainsi une 
fixation rapide des pièces (1,2), ce qui 
d’ailleurs explique la rapidité de l’ob-
tention d’une bonne consistance de nos 
échantillons. La couleur jaune du Bouin ne 
semble avoir aucun effet sur la coloration 
des coupes utilisées, ce qui a déjà été rap-

Figures 3 : Follicules ovariens de Barbus callensis. 
(a et b) ovocytes stade V. (c) ovocyte au stade IV. (d) 
ovocyte au stade III. Gv : gouttelette vitelline, Ac : 
alvéole corticale, Zr : zona radiata, Cf : cellules fol-
liculaires, Ct : cellules thécales. (a et c) fixés dans le 
liquide de Bouin et colorés à l’azan modifié. (b et d) 
fixés dans le formol et colorés à l’H&E.
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porté dans la littérature (4). Cette vitesse 
de pénétration agit sur la cellule en provo-
quant des artefacts tels un gonflement, une 
rétraction ou un durcissement des éléments 
tissulaires (1). Dans notre cas, après une 
fixation prolongée (plus de deux mois) des 
ovaires de Barbus callensis il a été constaté 
un durcissement important, ce qui a été à 
l’origine d’effritements pendant la micro-
tomie. Il est en effet classiquement admis 
que, lorsqu’un tissu tombe en poussière sur 
le rasoir du microtome, le fixateur est dit 
intolérant (4).

 Le Bouin est un fixateur qui est consi-
déré également comme dénaturant ou pré-
cipitant. L’acide picrique, qui rentre dans 
sa préparation, peut provoquer une déna-
turation irréversible des protéines avec ap-
parition de groupements thiols sulfhydryle 
(R-SH) (1).

 La visualisation des coupes obtenues 
par variation du fixateur et des colorants a 
mis en évidence la possibilité d’obtenir des 
teintures différentes à chaque élément, soit 
par variation dans le spectre de la couleur, 
comme c’est le cas dans la coloration à 
l’azan modifié, soit par une variation dans 
le contraste d’une même couleur dans le 
cas de la coloration à l’H&E. Cette mise 
en évidence des différents éléments tissu-
laires et la différenciation entre eux consti-
tuent l’objectif principal d’un procédé de 
coloration (7).

 Dans le présent travail, la coloration par 
l’H&E avait montré, pour les deux fixa-
tions, l’ensemble de la structure des ovo-
cytes, distinguant ainsi les stades primaires 

par rapport aux stades de développement 
les plus avancés avec une seule couleur 
dominante (rosâtre) mais avec des contras-
tes différents en fonction des structures et 
des stades. Selon Cannet (7), cette colora-
tion est conçue pour la mise en évidence 
de l’architecture générale de la cellule, à 
savoir : les noyaux, le cytoplasme et les fi-
bres de collagènes. C’est une coloration de 
routine la plus couramment pratiquée, vu 
sa simplicité dans la mise en œuvre et la 
rapidité de sa réalisation. Selon Exbrayat 
(4), les teintes bien contrastées facilitent 
l’identification immédiate des différents 
tissus. L’H&E est souvent considérée 
comme méthode d’usage pour l’étude de 
l’accroissement des contrastes, ce qui est 
assuré par la combinaison de deux colo-
rants dont l’un est nucléaire (l’hémalun ou 
l’hématoxyline de Groat) et l’autre cyto-
plasmique (l’éosine).

 L’image obtenue dans le cas de la 
coloration par l’azan modifié, était plus 
différenciée et plus nette dans la mise en 
évidence des structures. Les différents 
constituants sont identifiés en captant dif-
férentes teintures spécifiques. Exbrayat 
(4) considère l’azan modifié comme subs-
tituant des colorations azoïques à base 
d’azocarmin et d’aniline, qui permettent 
une mise en évidence fine de nombreuses 
structures histologiques.

CONCLUSION
 La fixation et la coloration des pièces 
tissulaires/cellulaires sont les deux fac-
teurs majeurs qui peuvent conditionner la 
réussite ou l’échec de la lecture des résul-
tats de la technique histologique. Dans le 
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cadre du présent travail nous pouvons rete-
nir que l’association optimale, pour donner 
le détail des structures histologiques, est le 
liquide de Bouin pour la fixation et l’azan 
modifié pour la coloration. Cette associa-
tion est à recommander dans tout objectif 
visant à une étude détaillée de la dynami-
que des constituants ovariens de Barbus 

callensis. L’association formol/hématoxy-
line-éosine, ne donnant pas autant de dé-
tails, reste néanmoins tout à fait valable 
pour la mise en évidence de l’architecture 
générale des tissus, et son application no-
tamment dans les études de biométries cel-
lulaires et particulièrement celle concer-
nant la dynamique de reproduction.
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RESUME
 Boulengerula taitanus est une espèce 
ovipare de Gymnophione, habitant les ter-
rains humides des monts Taïta du Kenya. 
L’histologie de l’oviducte des femelles, 
prélevé en saison de reproduction, révèle 
une structure tripartite, typique des Am-
phibiens ovipares, composée d’une pars 
recta, d’une pars convoluta et avant le 
cloaque, d’une pars utera. Les techniques 
classiques d’histologie et d’histochimie 
permettent de distinguer le contenu cy-
toplasmique des cellules glandulaires de 
l’épithélium oviductal. Elles permettent 
aussi d’analyser la structure et la composi-
tion de la gangue des œufs retrouvés dans 
l’oviducte. Il apparaît alors que la première 

couche de cette enveloppe, étant de nature 
plutôt glycoprotéique, a été produite par 
les cellules glandulaires de la pars convo-
luta. Quant à la seconde, plus externe, elle 
est composée de protéoglycannes sulfatés 
et acides et provient donc de la pars utera. 
Ces résultats révèlent les spécificités de B. 
taitanus en la rapprochant toutefois, d’une 
autre espèce de Gymnophione étudiée, 
Ichthyophis glutinosus.

INTRODUCTION
 Boulengerula taitanus est un Amphi-
bien Gymnophione, vivant dans les ter-
rains d’altitude des monts Taita, au Kenya 
(Figure 1A). Cette petite espèce serpenti-
forme, d’une vingtaine de centimètres de 
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longueur, possède un mode de vie fouis-
seur (1). En période de reproduction, la fe-
melle creuse une chambre sphérique à une 
profondeur d’environ 20 cm, où elle pond 
entre 6 et 10 œufs de 8 mm de diamètre en-
viron. Après éclosion, les jeunes se nour-
rissent des sécrétions épidermiques de leur 
mère pendant quelques semaines (2).
 La biologie de la reproduction de cette 
espèce commence à être connue. L’ovaire 
a déjà été étudié, ainsi que des éléments 
de son cycle (3,4). Notre étude s’est inté-
ressée à l’histologie de l’oviducte, dont la 
principale fonction est de capter le produit 
de l’ovulation et de l’acheminer vers l’ex-
térieur, ainsi qu’aux analyses histochimi-
ques de la gangue des œufs oviductaux. 
Les membranes ovulaires ont pour rôle 
de protéger l’embryon des chocs et de la 
dessiccation. Elles permettent à l’œuf pro-
prement dit de tourner sur lui-même et de 
s’orienter par rapport à la pesanteur. Elles 
facilitent aussi la ponte (sortie du cloaque) 
et la fécondation.

MATÉRIEL ET MÉTHODES
 Les femelles de B. taitanus ont été col-
lectées mensuellement et fixées in situ avec 
du formaldéhyde à 10 % neutralisé par du 
carbonate de calcium à saturation, lavées et 
placées dans une solution d’éthanol à 70% 
(1). Les oviductes d’environ 88 mm ± 5,8 
ont été prélevés pendant la période d’ovu-
lation, c’est-à-dire de janvier à février. Puis 
ils ont été déshydratés dans des solutions 
d’éthanol de concentration croissante, in-
clus dans la paraffine, coupés à l’aide d’un 
microtome de Minot en sections transver-
sales de 5 à 7 µm, et collées sur lame de 
verre avec de l’eau albumineuse. Les dif-

férentes coupes ont été déparaffinées, puis 
hydratées progressivement dans des bains 
successifs de cyclohexane et d’éthanol de 
degrés décroissants.  
Dans le but de décrire l’organisation tissu-
laire de l’oviducte, diverses colorations to-
pographiques (5) ont été mises en œuvre : 
-  L’azan de Roméis a permis de caracté-

riser les différentes structures de l’ovi-
ducte. Cette coloration distingue bien le 
tissu conjonctif en colorant les fibres de 
collagène en bleu turquoise et les noyaux 
des fibroblastes en violet, les érythrocy-
tes en jaune vif, le cytoplasme des globu-
les blancs en bleu soutenu, leur noyau en 
violet-rouge;

Figures 1 : A : femelle Boulengerula taitanus in vivo, 
la flèche désigne la tête. B : pavillon février : azan. 
C : pars recta, février : azan. D : pars convoluta, fé-
vrier : trichrome de Masson-Goldner. E : détail. F : 
pars utera, décembre : azan, cal = cellule caliciforme, 
cc = cellule ciliée, CH = chorion, cgl 1 = cellule glan-
dulaire de type 1, d = débris, EP = épithélium, vs = 
vaisseau sanguin.



-31-

-  Le trichrome de Masson Goldner, com-
plète l’azan, en révélant plus spéciale-
ment les fibres de collagènes et la mem-
brane pellucide;

-  l’hématoxyline-phloxine-safran (HPS) 
colore les fibres collagènes en jaune, les 
noyaux en bleu, les fibres musculaires et 
les hématies en rouge.

 La coloration à l’azan donne déjà 
quelques caractéristiques biochimiques : 
la coloration bleu indigo correspond aux 
cytoplasmes basophiles contenant des pro-
téines, l’orange pour les acidophiles et en 
brun-orange les corps lipidiques acidophi-
les.
 Des colorations histochimiques com-
plémentaires ont été mises en œuvre : 
 -  La méthode à l’acide périodique et au 

réactif de Schiff (APS) et le bleu alcian-
APS pour mettre en évidence les protéo-
glycannes neutres et acides;

-  La coloration de Ravetto pour préciser la 
nature chimique des mucopolysacchari-
des (protéoglycannes) : en jaune les pro-
téoglycannes carboxylés, en bleu les pro-
téoglycannes sulfatés, en vert la présence 
conjointe des protéoglycannes sulfatés et 
carboxylés;

- Le rouge Sirius pour le collagène I et II.

RÉSULTATS
Colorations topographiques
Structure de base de l’oviducte :
 La coloration à l’azan permet de distin-
guer clairement la structure histologique 
commune à tout l’oviducte. De l’extérieur 
vers la lumière du tube on distingue : 
 - une séreuse composée d’un chorion 
comprenant une séreuse conjonctive, un 
tissu conjonctif lâche avec des fibres mus-

culaires lisses et des vaisseaux sanguins, 
un épithélium pseudo-stratifié plus ou 
moins ondulé ou digité, des cellules ciliées 
plus ou moins nombreuses à la surface et 
essentiellement, des cellules hautes repo-
sant sur une lame basale. Selon la morpho-
logie de l’épithélium et les cellules qui le 
constituent, on peut définir plusieurs gran-
des sections dans l’oviducte.
Le pavillon : 
 Du côté rostral, le pavillon se présente, 
en coupe transversale, sous la forme d’une 
mâchoire en V, ouvert vers l’extérieur, et 
relié par un filament de conjonctif au corps 
de l’oviducte. Sa longueur oscille entre 10 
et 15 % de celle de l’oviducte (pavillon 
compris). Son épithélium pavimenteux, 
légèrement ondulé est uniquement consti-
tué de cellules ciliées cubiques, de 15 à 20 
µm de côté (Figure 1B). Après le pavillon, 
l’oviducte se ferme en un tube continu 
débouchant dans le cloaque. Le chorion 
s’enrichit de fibres musculaires lisses, res-
ponsables des mouvements péristaltiques, 
permettant la progression des œufs. 
 La morphologie des plis de l’épithé-
lium permet l’observation de trois parties 
distinctes dans l’oviducte.
La pars recta : 
 La première partie possède un épithé-
lium épais, sans villosité, ou légèrement 
plissé. Sa longueur est estimée entre 10 et 
15 % de la longueur totale. L’épithélium 
est prismatique. Il ondule légèrement et il 
ne contient presque plus de cellules ciliées, 
mais des cellules glandulaires, imposantes, 
de 70 µm de hauteur. Leurs noyaux sont ba-
saux et mesurent 5 µm de diamètre. Leurs 
cytoplasmes possèdent un aspect «effilo-
ché» caractérisant une fine granulation. 
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Les différentes colorations se concentrent 
un peu plus du côté apical. Leur limite 
extérieure apparaît floue. Cette caracté-
ristique laisse entendre que leur sécrétion 
est du type holocrine, avec détachement 
de toute la cellule, ou de type apocrine 
ou holomérocrine, avec amputation de la 
partie apicale du cytoplasme. L’absence de 
débris cellulaires dans la lumière de l’ovi-
ducte, fait pencher pour la deuxième défi-
nition (Figure 1C). 
La pars convoluta :
 La partie médiane représente 35 à 40 
% de la longueur totale de l’oviducte avec 
des villosités nettement dessinées ou des 
digitations arrondies. Elle correspond à la 
pars convoluta (Figures 1D, E). Le chorion 
est épais, les vaisseaux sanguins particuliè-
rement larges arrivent juste sous les crêtes. 
L’épithélium comprend outre des cellules 
ciliées situées sur les crêtes, deux types de 
cellules sécrétrices. D’abord des cellules 
hautes, de 24 à 32 µm de hauteur, ayant un 
noyau basal (4-6µm de diamètre) et un cy-
toplasme souvent granuleux et abondant, 
ayant des affinités tinctoriales avec l’azan 
qui les colore en bleu. Ce sont des cellu-
les glandulaires. Ensuite, des cellules plus 
petites situées près des cellules ciliées, et 
dont la majeure partie du cytoplasme est 
tournée vers la lumière de l’oviducte et 
s’évasant avec un aspect souvent vacuo-
laire. Leurs noyaux sont situés à mi hau-
teur de l’épithélium: ce sont des cellules 
caliciformes. La coloration au trichrome 
de Masson-Goldner est particulièrement 
adaptée pour décrire leur remarquable 
morphologie.
La pars utera :
 La dernière partie avant le cloaque est 

très digitée et ne contient plus qu’un seul 
type de cellules glandulaires. En janvier et 
février (période d’ovulation de Boulenge-
rula taitanus), elles représentent entre 35 
à 40 % de la longueur totale de l’oviducte. 
Cette partie se distingue de la précédente 
par ses crêtes hautes, aplaties et couvertes 
de cellules ciliées. Un large vaisseau san-
guin est visible sous le plateau des crêtes. 
Le chorion est écrasé par la partie glandu-
laire. L’épithélium est organisé de façon 
très particulière. La partie glandulaire se 
manifeste sous forme de capuchons ser-
rés et très développés, avec un seul type 
de grosses cellules glandulaires (80 µm de 
haut, 18 µm de large, noyau basal de 9 µm) 
qui tapissent les creux des villosités. A cer-
tains endroits, elles semblent se regrouper 
sous forme de rosaces (mais sans canal sé-
créteur central visible), à cause de la taille 
et de la complexité du dessin des villosités 
(Figure 1F). 

Colorations histochimiques des cellules
sécrétrices de l’oviducte
 Les cellules glandulaires de la pars 
recta possèdent un cytoplasme coloré en 
violet par le bleu alcian-APS révélant la 
présence de protéoglycannes acides (cellu-
les glandulaires de type 1 dans la Figure 
2A). Dans les zones qui s’invaginent lé-
gèrement dans le chorion, la coloration de 
Ravetto montre parfois des cellules sem-
blables, mais dont le cytoplasme contient 
une large vacuole, d’aspect un peu réfrin-
gent et de contour bleu plus vif (protéo-
glycannes sulfatés). Parfois, le cytoplasme 
se colore en jaune-vert, correspondant à 
divers protéoglycannes (Figure 2B). Les 
cellules caliciformes de la pars convoluta 
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ont un cytoplasme bleu foncé coloré par 
le bleu alcian (Figure 2C) et bleu vif par 
la coloration de Ravetto (Figure 2D). Leur 
cytoplasme contient des protéoglycannes 
sulfatés et acides. Les cellules glandulaires 
granuleuses (type 2), sont fortement APS 
positif, et bien colorées en bleu par l’azan : 
signes de la présence de glucides et de pro-
téines. Le bleu alcian et la coloration de 
Ravetto ne colorent pas leur cytoplasme : 
les protéoglycannes sont neutres. Les cel-
lules glandulaires (type 3) de la pars utera 
sont très colorées par l’azan, par le bleu al-
cian, par l’APS et par la coloration de Ra-
vetto, ce qui révèle la forte concentration 
en protéoglycannes acides et sulfatés en 
protéines, et en glucides (Figures 2 E, F).
 En plus de ces trois grandes parties, 

il existe des zones intermédiaires plus ou 
moins différenciées au cours de l’année. 
La transition du pavillon avec la pars recta 
se manifeste par la diminution du nombre 
de cellules ciliées et l’épaississement de 
l’épithélium, de façon très rapide (Figure 
3A). Le passage de la pars recta avec la 
pars convoluta est plus progressif (Figure 
3B). On soulignera le fait que les quel-
ques cellules caliciformes de la pars recta 
contiennent des protéoglycannes carboxy-
lés et acides, ainsi que des glucides, tan-
dis que celles, plus nombreuses, de la pars 
convoluta possèdent un cytoplasme riche 
en protéoglycannes acides et sulfatés.
 Entre la pars convoluta et la pars utera, 
on observe une zone où les cellules glandu-

Figures 3 : Parties intermédiaires de l’oviducte. A : 
pavillon-pars recta, février : azan. B : pars recta-pars 
convoluta, février : HPS. C : pars convoluta-pars ute-
ra, février : Ravetto. D : pars convoluta-pars utera, 
février : Bleu-alcian APS. E : pars utera-cloaque, 
janvier : Bleu-alcian APS. F : pars utera-cloaque, 
janvier : Ravetto. cloa = cellules de l’épithélium cloa-
cal.

Figures 2 : A : pars recta, février, bleu-alcian APS. 
B : pars recta, février : coloration de Ravetto. C: pars 
convoluta, septembre : bleu-alcian APS. D : pars ute-
ra, décembre : coloration de Ravetto. E : pars utera, 
décembre : bleu-alcian APS. F: pars utera, septem-
bre : coloration de Ravetto.
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laires possèdent les caractéristiques mixtes 
(Figures 3C, D). Dans le prolongement de 
la pars utera, avant le cloaque, une autre 
zone intermédiaire se distingue par un des-
sin interne complexe. Cette zone est ca-
ractérisée par la prolifération des cellules 
ciliées, avec une ciliature très haute. Les 
cellules glandulaires sont moins nombreu-
ses, semblent se regrouper sous la cou-
che de cellules ciliées. Leur cytoplasme 
contient des protéoglycannes très divers : 
sulfatés et carboxylés (respectivement bleu 
et jaune à la coloration de Ravetto), (Figu-
res 3E, F).

L’histologie et l’histochimie de la gan-
gue des œufs 
 Les œufs, dans la pars utera, écrasent 
et distendent considérablement la paroi. 
Les cellules de l’épithélium «écrasé» se 
disposent en quinconce. L’œuf est entouré 
d’une couche acellulaire épaisse et grasse, 
la membrane ovulaire (Figure 4A). On re-
père une zone plus large que la membrane 
vitelline autour de l’œuf, c’est la membra-
ne de fécondation ou membrane périvitel-
line. 
 Le trichrome de Masson-Goldner co-
lore en verdâtre la gangue ovulaire. On y 
distingue deux sous-couches qui se diffé-
rencient par leur densité. La sous-couche 
proche de l’œuf mesure entre 23 et 32 µm 
d’épaisseur, fortement colorée en vert, 
donc de nature semblable à celle du col-
lagène. L’autre sous-couche est plus large 
mesurant entre 26 et 42 µm environ, faible-
ment colorée en vert, et de densité moins 
importante. Le contenu cytoplasmique des 
cellules glandulaires de la paroi de l’ovi-
ducte apparaît sous forme de granulations 

rose foncé (Figure 4B). Les deux mêmes 
couches sont aussi mises en évidence par 
la coloration à l’azan. La première est bien 
colorée en bleu (donc de nature protéi-
que) avec des sortes d’inclusions un peu 
plus pâles. La seconde est à peine teintée 
de bleu, avec une densité nettement plus 
faible. Les cellules glandulaires de l’épi-
thélium de l’oviducte ont un cytoplasme 
d’aspect et de couleur très semblables à la 
première couche (Figure 4C). Le bleu al-
cian-APS colore moins la première couche 
de la gangue que la seconde, mais dans la 
même gamme chromatique. Le contenu 
cytoplasmique des cellules de l’épithélium 
de l’oviducte est coloré en violet vif comme 
la deuxième couche. Le bleu alcian-APS 
marque très bien la membrane de féconda-

Figures 4 : Gangue de l’œuf, février. A: section trans-
versale de l’oviducte au niveau d’un œuf, trichrome 
de Masson-Goldner. B: détail de la vue précédente. C: 
Azan. D: bleu alcian APS. E: coloration de Ravetto. 
F: coloration rouge Sirius. g=gangue, mo=membrane 
ovulaire, p=paroi de l’oviducte, oe= œuf, 1 ou 2= 
sous-parties de la gangue de l’œuf.
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tion, en limitant une zone plus large, moins 
colorée, située entre les deux zones (Figure 
4D). La coloration de Ravetto  distingue, 
elle aussi, les deux couches de la membra-
ne ovulaire. La première couche apparaît 
cette fois-ci faiblement colorée, plutôt ro-
sâtre avec des zones bleutées, situées près 
de la membrane périvitelline. La deuxième 
couche est fortement bleu roi. Ces deux 
teintes se retrouvent exactement dans les 
granules roses et bleutés du cytoplasme 
des cellules glandulaires de l’épithélium 
(Figure 4E). La coloration au rouge Sirius 
semble montrer que la couche externe de 
la gangue possède une nature plus fibreuse 
que la précédente (Figure 4F).
 
CONCLUSION
Structure de l’oviducte :
 La structure tripartite de l’oviducte de 
Boulengerula taitanus est tout à fait sem-
blable à celle rencontrée chez d’autres 
espèces d’Amphibiens (6, 7), et particuliè-
rement chez les Gymnophiones ovipares 
étudiés, (8) notamment Ichthyophis bed-
domei (9), avec cependant, quelques parti-
cularités. La pars recta de l’oviducte de B. 
taitanus ne possède que peu de cellules ci-
liées, qui sont majoritairement des cellules 
hautes, au cytoplasme contenant des pro-
téoglycannes acides, et quelques cellules 
séreuses à sécrétions plutôt acides. La pars 
convoluta des Gymnophiones présente la 
même constitution globale (10). Chez B. 
taitanus, la partie située près du tube di-
gestif est plus aplatie et un peu plus ciliée, 
mais sans qu’il y ait une répartition globa-
lement différente des cellules de l’épithé-
lium. De même, les cellules glandulaires 
sont situées au fond des cryptes, sans être 

organisées en glandes. Cependant, les crê-
tes ciliées étant de plus en plus dévelop-
pées en direction du cloaque, elles peuvent 
apparaître comme de «fausses glandes» en 
coupes transversales, ainsi que l’a décrit 
Wake (11).  

Caractères histochimiques :
 Les caractères histochimiques de l’ovi-
ducte de B. taitanus confirment les observa-
tions faites chez les autres Gymnophiones 
ovipares, spécialement chez I. beddomei. 
Dans la partie antérieure (pars recta et la 
partie intermédiaire avec la pars convolu-
ta), le contenu cytoplasmique des cellules 
de type glandulaire est constitué, en plus 
des protéines, de protéoglycannes plutôt 
acides et sulfatés. L’épithélium glandu-
laire de la pars convoluta produit aussi des 
glucides, c’est-à-dire des sécrétions plutôt 
neutres. La partie postérieure (partie inter-
médiaire avec la pars utera et la pars utera 
elle-même) contient des glucides avec un 
peu de protéoglycannes sulfatés et acides.  
 
Gangue de l’œuf
 La concordance de la composition his-
tochimique des gangues avec le contenu 
cytoplasmique des cellules glandulai-
res confirme bien que, comme chez les 
autres 1
 La membrane ovulaire possède les mê-
mes caractéristiques histochimiques que 
les sécrétions des cellules glandulaires de 
l’épithélium. On en déduit que ces derniè-
res sont responsables de l’élaboration de 
la gangue autour de l'œuf. Dans le détail, 
la première sous-couche apparaît compo-
sée surtout de glycoprotéines (APS+, très 
bleu à l’azan), la deuxième, plus externe, 
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de protéoglycannes sulfatés et acides. A 
l’appui des études précédentes, nous dé-
duisons que les cellules glandulaires de la 
pars convoluta sont responsables du dé-
pôt de la première sous couche, celles de 
la pars utera de la deuxième. Les cellules 
caliciformes ne semblent pas intervenir, 
puisque leur contenu ne se retrouve pas 
dans la gangue. Leur sécrétion muqueuse, 
située au niveau de la ciliature, pourrait 
faciliter le mouvement des cils et donc, la 
propulsion de l’œuf vers la zone postérieu-
re de l’oviducte. L’aspect concentrique et 
homogène des couches ovulaires implique 
que, pendant son transit, l’œuf tourne sur 
lui-même et accroche les différentes sécré-
tions produites dans les cryptes de l’épi-
thélium.
 L’espèce Boulengerula taitanus pro-
duit des œufs revêtus d’une enveloppe peu 
épaisse, qui se subdivise en deux sous-
couches. Mais alors que chez les autres 
Amphibiens, la formation de la gangue est 
imputable, dans sa plus grande partie à la 
pars convoluta, chez B. taitanus, la pars 
utera est responsable de la sous-couche 
externe de l’œuf. Cette gangue ressemble à 
celle rencontrée chez Ichthyophis glutino-
sus (12, 13), qui possède également deux 
couches. Toutefois, la couche externe de 
la gangue des œufs chez B. taitanus, est 
aussi épaisse que la couche interne, alors 
que chez I. glutinosus, elle est de 500µm 
contre 100 pour la couche interne. La cou-

che interne chez I. glutinosus est orange à 
l'azan et non bleu foncé, pourpre foncé au 
trichrome de Masson Goldner et magenta 
plus soutenu par l’APS. Cela laisse enten-
dre que la gangue des œufs de B. taitanus 
est moins riche en fonctions acides que 
celle d’I. glutinosus. Il est intéressant de 
noter que la gangue de l’œuf s’apparente 
à la gangue fine observée chez l’espèce vi-
vipare Typhlonectes compressicauda, gan-
gue constituée de protéoglycannes plutôt 
acides et de glucides APS+ (14). 
 Chez B. taitanus, contrairement à 
beaucoup d’espèces d’Amphibiens, c’est 
la couche interne qui est glycoprotéique et 
donc plus hydrophile a priori que la cou-
che externe faite de protéoglycannes sul-
fatés. Ce fait est certainement à interpréter 
comme une adaptation à la vie fouisseuse 
de l’espèce. Les œufs éclos étant protégés 
par la mère dans une chambre creusée sous 
terre, très humide, ne nécessitent pas une 
gangue complexe et encore moins une gan-
gue gonflant avec l’eau. 

 Ces premiers résultats histologiques 
chez une espèce rare, montrent l’intérêt 
évident d’une analyse préliminaire des 
structures anatomo-morphologiques, par 
des colorations classiques. Une étude de 
l’évolution tissulaire de l’oviducte au cours 
du cycle de reproduction, par exemple, de-
vra s’appuyer sur elle.
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RESUME 
 Durant le cycle sexuel de la femelle de 
Boulengerula boulengeri, les études histo-
logiques ont permis de décrire l’évolution 
ovarienne et les différenciations folliculai-
res, ainsi que l’identification des cinq sta-
des de la folliculogenèse (nids germinatifs, 
follicules prévitellogéniques, follicules vi-
téllogéniques, follicules atrétiques et corps 
jaunes). La croissance ovocytaire est ca-
ractérisée par l’évolution de la thèque, de 
la granulosa et des zones pellucides.

INTRODUCTION 
 Les Gymnophiones, amphibiens égale-
ment connus sous le nom d’Apodes, vivent 
dans des milieux équatoriaux ou tropicaux 
d’une manière fouisseuse. D’après les des-
criptions de (1, 2, 3, 4), les Gymnophio-
nes sont caractérisés par la présence d’une 

paire de tentacules sensoriels, placée entre 
l’œil et la narine et de deux yeux réduits, 
recouverte par une peau ou une membrane 
osseuse. Leur corps est allongé, annelé et, 
chez certains groupes, couvert d’écailles. 
Ce sont des animaux serpentiformes. Ils 
sont dépourvus de membres et de ceintu-
res. Leurs formes sont diverses, leur taille 
varie d’une espèce à l’autre (5, 6). 
Boulengerula boulengeri est une espèce 
de Gymnophione qui vit essentiellement 
dans les zones montagneuses, pré-monta-
gneuses et les vallées de Tanzanie, Kenya, 
Rwanda et Malawi (7, 8, 9 et 10). 
Cette espèce est caractérisée par l’allonge-
ment de tous ses organes. Les reins situés 
entre le foie et le cloaque, sont étroits, le 
tube digestif est rectiligne et à peine plus 
long que le corps de l’animal, le foie est plu-
rilobé. L’appareil génital femelle comporte 
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deux ovaires et deux oviductes, parallèles 
aux reins, dont les extrémités antérieures se 
trouvent au niveau du cœur et s’ouvrent par 
un ostium, alors que leur extrémité posté-
rieure pénètre dans le cloaque (1, 11). 
Cette espèce est difficile à capturer du fait 
de sa vie fouisseuse et probablement en 
raison de ses habitudes souterraines, ce qui 
explique que son mode de reproduction ne 
soit pas encore connu (12). 
Pour décrire l’évolution ovarienne et les 
différenciations folliculaires de la femelle 
de cette espèce, des études histologiques 
ont été réalisées en utilisant, en particulier, 
la coloration à l’azan modifié, particulière-
ment adaptée à l’étude des gonades femel-
les (13, 14). 

MATERIELS ET METHODES 
Matériel biologique 
Vingt six femelles de Boulengerula bou-
lengeri ont été capturées par le Dr. John 
Measey, chaque mois, de décembre 2002 à 
novembre 2003, dans les forêts de la réser-
ve Kwomkoro à l’est de la Tanzanie. Les 
prélèvements biologiques, sur des animaux 
anesthésiés par le Tricaïne Méthanesulfo-
nate (MS 222), ont été effectués dans les 4 
heures suivant la capture, puis fixés dans le 
formol à 10 % et conservés dans l’alcool à 
70°. Les ovaires des femelles ont été inclus 
dans une gélose à 1,3 % puis dans la paraf-
fine. Ils ont été coupés longitudinalement 
au microtome de Minot (coupes de 5 µm). 
Les coupes ont ensuite été collées sur des 
lames «Super Frost plus». 

Analyses histologiques 
Les coupes d’ovaires déparaffinées et hy-
dratées sont plongées dans des bacs conte-

nant 10 lames afin d’être successivement 
colorés au rouge nucléaire (0,1 %) pendant 
15 min, puis à l’orange G molybdique 
(2 %) pendant 5 min et au bleu d’aniline 
(0,5 %) pendant 3 min. 
Ensuite, les lames colorées sont déshydra-
tées dans l’éthanol à 96° pendant 5 min, 
dans l’éthanol à 100° pendant 7 min, dans 
le butanol pendant 5 min et dans le cyclo-
hexane pendant 10 min. 
Pour protéger les coupes colorées et per-
mettre une meilleure observation, un mon-
tage est réalisé en fixant une lamelle (Men-
zel Glaser) sur la coupe par une goutte de 
résine (EUKITT «O. Kindler GmbH») en 
évitant les bulles d’air. Une fois montées, 
les lames peuvent être conservées indéfi-
niment. 
Les coupes ont été observées au microsco-
pe photonique aux objectifs 40, 100, 400 
et 1000.

RESULTATS 
La coloration à L’azan de Romeis modifié 
a permis de distinguer le tissu conjonctif, 
les cellules de granulosa et les nucléoles 
acidophiles et de caractériser les différents 
compartiments de l’ovaire.

Les différents stades folliculaires
L’observation des ovaires de Boulengerula 
boulengeri, pendant la période de repro-
duction a permis de décrire les différents 
compartiments de l’ovaire ainsi que l’évo-
lution des follicules ovariens. 
Follicules ovariens : 
L’étude histologique a permis d’observer 
la présence de deux couches folliculaires 
entourant l’ovocyte. Une couche externe, 
de nature conjonctive, colorée en bleu tur-
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quoise à l’azan modifié, constitue la théque 
externe. Elle contient des cellules aplaties, 
allongées avec des noyaux colorés en rou-
ges, constituant la thèque. 
Une couche interne correspondant à la gra-
nulosa, renferme des cellules épithéliales 
de forme variée, aplatie ou cubique selon 
les stades de maturations. Ces cellules 
contiennent des noyaux colorés en rouge 
à l’azan modifié. Ces couches folliculaires 
sont parfois traversées de vaisseaux san-
guins. 
L’ovocyte est caractérisé par un cytoplas-
me à structure et à composition variables, 
avec un noyau de taille et d’aspect diffé-
rents en fonction des stades de maturation. 
L’évolution des follicules a été divisée en 
stade I correspondant aux nids germinatifs, 
stades II et III correspondant aux follicules 
prévitellogéniques, stades IV et V, ou folli-
cules vitellogéniques, follicules atrétiques 
et corps jaunes. Pour chaque stade spécifi-
que de cette espèce, une correspondance a 
été donnée avec la classification des stades 
de développement des follicules ovariens 
chez les Gymnophiones (stades A à F) pro-
posée par Exbrayat (15). 

Stade I (stade A): Nids germinatifs 
Ils sont composés du tissu conjonctif colo-
ré en turquoise à l’azan modifié contenant 
des cellules folliculaires de taille variable 
au cytoplasme acidophile et des vaisseaux 
sanguins. Ils comportent des ovogonies. 
Les nids germinatifs sont situés en péri-
phérie des follicules à différents stades 
d’évolution (Figures 1a A et B).

Stade II et III : Follicules
prévitellogéniques

Stade II (stade B) : Ce sont des follicu-
les en cours de croissance issus des ovo-
gonies. Ce sont des follicules primaires de 
forme irrégulière. Les ovocytes primaires 
peuvent être nus ou entourés d’une petite 
couche de cellules folliculaires aplaties. Ils 
possèdent un gros noyau central ou une vé-
sicule germinative ayant plusieurs nucléo-
les acidophiles et des chromatines. 

Figures 1a : Observations histologiques des diffé-
rents stades folliculaires dans un ovaire de Bou-
lengerula boulengeri
modifié. 
A : Nid germinatif. B : Nid germinatif contenant un 
follicule primaire. C : follicule au stade II (prévitel-
logénique). D : Follicule au stade III (prévitellogéni-
que). E : follicule au stade IV (vitellogénique). F : 
follicule au stade V (vitellogénique). 
cf = cellules folliculaires ; chr = chromatine ; cg = 
cellule de la granulosa ; mp = membrane pellucide ; 
n = nucléole ; ng = nid germinatif ; ovg = ovogonies ; 
pv = plaquettes vitellines ; tc = tissu conjonctif ; th = 
th que ; vg = vésicule germinative. Echelle : 10 µm 
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Stade III (stade C) : Ce troisième stade est 
caractérisé par l’épaississement de cou-
ches folliculaires, l’apparition des plaquet-
tes vitellines, de la zone pellucide et des 
granules corticaux et par la différenciation 
des cellules de la granulosa en cellules plus 
jointives (Figures 1a C et D).

Stade IV et V : Follicules vitellogéniques 
(stade D)

Stade IV: Pendant ce stade, l’ovocyte est 
volumineux, son cytoplasme est rempli de 
nombreuses plaquettes vitellines de diffé-
rentes tailles colorées en orange à l’azan 
modifié. 
Trois couches sont observées dans la zone 
pellucide.

Stade V : Il est difficile de différencier les 
follicules aux stades V de IV. Les follicu-
les au stade V sont des gros follicules mûrs 
et sphériques, caractérisés par un noyau 
excentré, des plaquettes vitellines envahis-
sant l’ovocyte et l’apparition des plaquet-
tes vitellines.
(Figures 1a E, F et 1b G, H).

Follicules atrétiques et corps jaunes 
Corps jaunes (stade F) 
Ce sont des follicules dont l’ovocyte a été 
pondu. Ils sont caractérisés par la réduc-
tion progressive de la taille du follicule, la 
prolifération des cellules de la granulosa et 
l’apparition de cellules lutéales (Figure 1b 
I).

Follicules atrétiques (stade E) 
Ce sont des follicules issus de la dégéné-
rescence des ovocytes non ovulés. Ils sont 
caractérisés par la prolifération des cellules 
folliculaires vers le centre et la présence de 
cellules d’aspect phagocytaire ou adipocy-
taire (Figure 1b J).

Figures 1b : Observations histologiques des diffé-
rents stades folliculaires dans un ovaire de Bou-
lengerula boulengeri
modifié 
A : follicule au stade V (vitellogénique) avec une vé-
sicule germinative excentrée. B : follicule au stade V 
(vitellogénique). C : corps jaune. D : follicule atré-
tique. 
Ca = cellules adipocyteuses ; chr = chromatine ; cg = 
cellule de la granulosa ; cj = corps jaune ; f = fibro-
blaste ; fa = follicule atrétique ; h = hématie ; mp = 
membrane pellucide ; n = nucléole ; pn = polynucléai-
re ; vg = vésicule germinative ; vs = vaisseau sanguin. 
Echelle : 10 µm et 50 µm. 
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CONCLUSION 
Pour la première fois, la structure ova-
rienne a été décrite chez le Gymnophione 
Boulengerula boulengeri. L’étude histolo-
gique a ainsi permis de caractériser les dif-
férentes structures des follicules ovariens 
depuis le nid germinatif jusqu’au corps 
jaune ou l’atrésie folliculaire, en notant 
les changements cytologiques au cours 
des différents stades de la folliculogenèse. 
Chez les Gymnophiones, la présence de 
corps jaunes consécutive à l’évolution des 
follicules après ovulation, est observée 
chez les espèces ovipares (Boulengerula 
boulengeri, le présent travail, et Boulenge-
rula taitanus (4) et vivipares (Typhlonec-
tes compressicauda) (5). Ce travail entre 
dans le cadre d’une étude approfondie 

des appareils reproducteurs de Boulenge-
rula boulengeri et de la connaissance des 
cycles de reproduction de cette espèce en 
lien avec les facteurs environnementaux. 
L’étude des variations histologiques des 
organes reproducteurs mises en rapport 
avec les variations des facteurs climatiques 
(température, pluie) représente une mé-
thode de choix pour apprécier les facteurs 
déclenchant la reproduction (6, 11). C’est 
ainsi que dans de précédents travaux, il a 
été montré que chez l’espèce vivipare sud-
américaine Typhlonectes compressicauda, 
la reproduction était soumise à la pluvio-
sité et que chez l’espèce ovipare africaine 
Boulengerula taitanus, les cycles de repro-
duction semblaient liés aux variations de 
température (4). 
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RESUME
 L’invalidation ciblée d’un gène murin 
entraîne souvent la mort in utero ou durant 
la période périnatale. Il convient alors de 
déterminer la fenêtre de temps durant la-
quelle la mort survient, d’en identifier la 
cause et de recenser l’ensemble des ano-
malies du développement relevant de la 
mutation. Cette analyse est fondamentale 
pour identifier les fonctions du gène d’in-
térêt. Nous proposons ici une procédure 
dédiée au phénotypage de souris porteuses 
d’une mutation létale in utero ou au mo-
ment de la naissance et dont la fonction du 
gène muté est à priori inconnue. 

INTRODUCTION
 La souris est le modèle animal le plus 

proche de l’Homme, dont elle partage plus 
de 95% des gènes. Le modèle murin est 
aussi le seul qui soit accessible à la mutage-
nèse ciblée (ou mutagenèse dirigée). Cette 
technique, basée sur la recombinaison ho-
mologue, permet de générer différents 
types de modifications génétiques visant 
spécifiquement un allèle dont on connait 
la séquence. L’objectif est souvent d’em-
pêcher le gène de fonctionner : il s’agit de 
l’inactivation (ou invalidation) génétique, 
plus communément appelée Knock-Out 
(KO) d'un gène. Chez les individus hétéro-
zygotes pour ce type de mutation, le déve-
loppement n'est, en général, pas affecté car 
l'expression de l’allèle non modifié du gène 
s'effectue normalement. En revanche, chez 
les individus homozygotes pour la modifi-
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cation génétique (mutants « nuls » pour le 
gène d’intérêt), il est théoriquement pos-
sible de proposer un (ou plusieurs) rôle(s) 
pour le gène en question en déterminant les 
conséquences de son absence sur le phéno-
type de la souris.

 L’intérêt suscité par le modèle murin 
pour appréhender la physiopathologie des 
maladies humaines s’est concrétisé par le 
lancement de projets internationaux vi-
sant, dans un premier temps, à comprendre 
le rôle de chaque gène in vivo, dans son 
contexte physiologique. Pour atteindre cet 
objectif, des consortiums ont été créés, 
dont le travail consiste à invalider systéma-
tiquement la totalité des gènes de la souris : 
c’est par exemple l’objectif de l’Internatio-
nal Knockout Mouse Consortium, IKMC 
(http://www.knockoutmouse.org/), dont 
le travail devrait être finalisé dès 2012. 
D’autres consortiums se sont donnés pour 
but d’analyser les phénotypes résultant de 
ces invalidations génétiques chez les ani-
maux adultes afin de générer, à terme, une 
véritable encyclopédie de la fonction des 
gènes mammaliens. On trouve parmi eux, 
l’European Mouse Disease Clinic, EUMO-
DIC (http://www.eumodic.org/) et l’Inter-
national Mouse Phenotyping Consortium, 
IMPC (http://www.mousephenotype.org/), 
qui regroupe plusieurs centres de phénoty-
page, américains, canadiens et européens, 
dont l’Institut Clinique de la Souris (ICS) 
à Strasbourg. Ces entreprises ambitieuses 
révèlent qu’environ 30 à 40% des invali-
dations de gènes sont, à l’état homozygote, 
létales in utero ou peu de temps après la 
naissance. Cette constatation a mis en exer-
gue la nécessité de développer de nouvel-

les stratégies de phénotypage, appropriées 
à l’étude du développement murin avant la 
naissance.

 La survie de l’embryon et du fœtus in 
utero est jalonnée d’étapes critiques parce 
qu’indispensables à la poursuite du dé-
veloppement. Elles incluent, dans l’ordre 
chronologique : (i) la division des blasto-
mères, première étape vers la construction 
d’un embryon pluricellulaire ; (ii) l’adhé-
sion du blastocyste à l’endomètre suivie de 
son implantation; (iii) la mise en place, au 
cours de la gastrulation, des 3 feuillets cel-
lulaires fondamentaux qui sont à l’origine 
de l’ensemble des tissus et des organes; (iv) 
la formation du sac vitellin qui, chez les 
rongeurs, assure la nutrition de l’embryon 
précoce; (v) la différentiation et la crois-
sance du placenta chorio-allantoïdien; (vi) 
l’établissement du lignage hématopoïéti-
que, d’abord dans le sac vitellin, puis dans 
le foie; (vii) le développement du cœur et 
des vaisseaux embryonnaires et le remode-
lage du système vasculaire embryonnaire 
en système vasculaire fœtal (1). A l’op-
posé, un grand nombre de malformations 
touchant le système nerveux central, les 
systèmes digestif, respiratoire, musculo-
squelettique et urinaire sont généralement 
sans incidence sur le déroulement de la 
gestation, car la nutrition, la respiration 
et l’épuration des déchets métaboliques 
du fœtus sont assurés par le placenta. Ces 
malformations peuvent cependant s’avérer 
fatales à la naissance.

 En conséquence, lorsque la mutation 
d’un gène est létale pour les souriceaux 
avant leur sevrage, la connaissance de la 
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période de développement durant laquelle 
la mort survient est essentielle pour com-
prendre, grâce à l’analyse morphologique, 
les fonctions du gène d’intérêt. La procé-
dure décrite ci-dessous est une proposition 
de logigramme destiné à l’analyse phéno-
typique de souris mutantes qui ne sont pas 
viables in utero ou durant la période péri-
natale. 

METHODES
 Toute étude de létalité prénatale néces-
site un suivi quotidien de l’accouplement 
des souris hétérozygotes pour la mutation, 
fondé sur la mise en évidence des bou-
chons vaginaux qui correspondent au stade 
0,5 jours post-coïtum (jpc) aussi appelé 
E0.5 (pour Embryonic day 0.5) (2).

 La souris gestante est euthanasiée par 
dislocation cervicale. Elle est posée sur le 
dos, ses pattes sont épinglées sur une pla-
que en liège et son pelage est humidifié par 
de l’éthanol à 70%. La cavité abdominale 
est incisée et les cornes utérines sont pré-
levées et déposées (i) dans une boite de 
Pétri contenant du tampon phosphate salin 
(PBS) pour les stades E7.5, E10.5 et E14.5 
(Figure 1a), ou (ii) sur un papier filtre pour 
le stade E18.5. Les étapes de dissection 
sont ici décrites sommairement. On se ré-
férera à des ouvrages spécialisés pour les 
détails (3, 4).

 Au stade E7.5, l’utérus est ouvert le 
long de son bord antimésométrial et les 
décidues (caduques) entourant chaque em-
bryon sont séparées de la paroi utérine. Les 
embryons sont localisés dans la partie la 
plus étroite et la plus pâle de chaque dé-

cidue. Aux stades E10.5 et E14.5, le mus-
cle utérin (myomètre) est sectionné entre 
chaque décidue à l’aide d’une paire de 
ciseaux. Les tissus maternels (décidue et 
myomètre) sont enlevés au moyen de pin-
ces fines (Dumont n°5). Les embryons ou 
les fœtus ainsi isolés sont placés dans une 

Figure 1 : Exemple de dissection et observation du 
fœtus au stade E14.5.
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nouvelle boite de Pétri contenant du PBS 
propre afin de disséquer les sacs vitellins 
(Figures 1b, c) qui serviront au génotypage 
puisqu’ils sont originaires du même œuf 
fécondé que l’embryon. Au stade E18.5, il 
est impératif de dépecer les fœtus afin de 
permettre la pénétration des fixateurs dans 
les tissus. Un fragment de peau servira 
au génotypage. Entre chaque dissection 
d’embryon ou de fœtus, les pinces sont 
soigneusement nettoyées avec du papier 
absorbant, afin d’éviter les contaminations 
interindividuelles qui fausseraient les ré-
sultats du génotypage. Chaque sac vitellin 
ou fragment de peau est déposé dans un 
tube 1.5 ml à fond conique, en prenant soin 
de bien respecter la correspondance entre 
le numéro de l’embryon (ou du fœtus) et le 
numéro du tube contenant le sac vitellin ou 
le fragment de peau. Ces tubes sont placés 
à -20°C en attente de génotypage. 

 Sur un plan statistique, on considère 
que l’absence de mutant est avérée, à un 
stade donné du développement, lorsque 
aucun homozygote pour la mutation n’est 
identifié parmi au moins 25 individus is-
sus de croisements entre parents hétéro-
zygotes. Ceci représente en général 3 à 
4 portées à analyser dans leur globalité. 
D’autre part, une anomalie donnée du dé-
veloppement liée à la mutation est avérée 
lorsqu’au moins 3 individus mutants sont 
atteints et que cette anomalie est absente 
chez les fœtus sauvages issus des mêmes 
portées.

RESULTATS
 Si, à 15 jours post-partum, l’établis-
sement du génotype ne révèle la présence 

d’aucun mutant, il est probable qu’ils meu-
rent tous in utero et/ou au moment de la 
naissance. Il devient alors important de dé-
terminer une fenêtre de létalité, car celle-ci 
constitue un indicateur du type d’anomalie 
du développement, et donne donc des in-
formations importantes sur le rôle du gène 
muté. 

Des données du laboratoire Jackson (Phe-
notype Ontology Database resource; www.
informatics.jax.org) montrent qu’environ 
30% des mutants porteurs de mutations 
létales meurent aux alentours de la nais-
sance. Ceci s’explique par le grand nom-
bre de processus physiologiques mis en 
œuvre pour la première fois durant cette 
période. Malheureusement, la collecte 
des souriceaux après une mise-bas natu-
relle (qui se déroule entre E19.0 et E21.0) 
n’est pas envisageable pour analyser le 
phénotype des mutants à la naissance, car 
les mères se désintéressent de leur progé-
niture malade, allant jusqu’à dévorer les 
souriceaux peu réactifs ou malformés. Le 
stade E18.5 représente donc le point de dé-
part de la procédure que nous proposons 
(Figure 2). Ce stade marque l’achèvement 
des phénomènes d’histogenèse qui condi-
tionnent l’adaptation à la vie extra-utérine. 
En conséquence, la cytoarchitecture de 
nombreux tissus à E18.5 ressemble beau-
coup à celle de tissus fonctionnels à l’âge 
l’adulte. De plus au stade E18.5, les fœtus 
normaux sont déjà viables ce qui permet de 
réaliser un test simple d’adaptation à la vie 
extra-utérine. En pratique, les fœtus sont 
isolés et placés sur un papier filtre recou-
vrant une plaque chauffante réglée à 37°C, 
sous une lampe de bureau de 60W distante 
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de 20 cm. Ils sont manipulés délicatement 
durant 30 minutes, dans le but de déclen-
cher des mouvements respiratoires. On 
note  (i) s’ils luttent pour respirer ou res-
tent léthargiques ; (ii) si leur peau vire au 
rose ou reste mauve ; (iii) s’ils s’étirent ou 
restent en position fœtale ; (iv) s’ils réagis-
sent au pincement. Par ailleurs, les fœtus 
et leurs placentas sont systématiquement 
pesés et les anomalies externes sont préci-
sément notées: aspect de la peau (matte ou 
brillante), état d’ouverture des paupières, 
taille des oreilles, présence d’hématomes 
ou de saignements, forme du crâne, des 

membres et de la queue. Les fœtus sont en-
suite euthanasiés par inhalation de vapeurs 
de chloroforme. Les fœtus sont dépecés et 
fixés, soit dans la solution de Klotz (qui 
permet de préserver la couleur des tissus 
sans les rendre durs et /ou friables (5) en 
vue d’une éventuelle nécropsie, soit dans 
du liquide de Bouin (Carlo Erba) en vue de 
réaliser des sections histologiques sériées. 
Les placentas, collectés dans le même 
temps, sont fixés dans le liquide de Bouin 
et analysés en histologie. Les nécropsies 
sont complémentaires des analyses his-
tologiques, car elles permettent de mieux 

Défauts  d’adaptation  à  la  vie  aérienne  
Anomalies  de  l’histogenèse  prénatale  

mutant  détecté  

Pas  de  mutant  détecté  

mutant  détecté   Pas  de  mutant  détecté  
ou  mutant  résorbé  

  mutant  détecté  

Défauts  de  l’organogenèse  précoce,  
notamment  cardiovasculaires  

Défauts  de  la  gastrulation  

Défauts  de  la  survie  ou  de  la  
division  cellulaires  ;    

Implantation  défectueuse    

Pas  de  mutant  détecté  
ou  mutant  résorbé  

Défauts  de  croissance    et  de  
l’organogenèse  tardive      

Figure 2 : Logigramme
* Génotypage d’au moins 25 embryons ou fœtus par stade de développement
** Analyse morphologique : aspect externe, sections histologiques sériées et préparations squelettiques d’au moins 
trois mutants
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évaluer le volume des organes. Des ana-
lyses du squelette après double coloration 
par le bleu alcian et par le rouge d’alizarine 
peuvent compléter le phénotypage (6). Si 
les fœtus sont viables à E18.5, cela signifie 
que la mutation provoque la mort des sou-
riceaux entre la naissance et le sevrage. Il 
convient alors de suivre quotidiennement 
le devenir de nouvelles portées de souri-
ceaux durant cette période. L’absence de 
mutant à E18.5 signifie que la mutation 
est incompatible avec le développement in 
utero. Il convient alors d’analyser un stade 
du développement plus précoce.

 Le stade E10.5, qui correspond à la 
fin du premier mois de développement 
chez l’Homme (http://embryology.med.
unsw.edu.au/OtherEmb/CStages.htm), est 
choisi comme deuxième point de l’étude. 
Il coïncide avec l’achèvement du système 
cardiovasculaire embryonnaire qui est déjà 
pleinement fonctionnel et nécessaire au 
développement et à la survie dès E9.5. De 
plus, au stade E10.5 la zone labyrinthique 
du placenta chorio-allantoïdien, qui consti-
tue le lieu des échanges embryo-maternels, 
est également bien développée (contraire-
ment au stade E9.5). Par ailleurs, le sys-
tème cardiovasculaire, encore symétrique 
par rapport à la ligne médiane, ne présente 
pas de variabilité interindividuelle contrai-
rement au stade E11.5. C’est donc un stade 
important à analyser car des malforma-
tions cardio-circulatoires, incluant les ano-
malies placentaires, constituent une cause 
fréquente de mortalité embryonnaire chez 
les souris mutantes (7). Il est aussi intéres-
sant de noter que seuls les embryons qui 
meurent avant ou au cours de la gastrula-

tion (c’est-à-dire avant E7.0) ne sont pas 
retrouvés dans les portées du stade E10.5. 
Tous les autres, même morts et en voie 
de résorption, ou présentant des arrêts de 
développement, sont encore identifiables. 
Après avoir noté l’état de la vascularisation 
du sac vitellin, celui-ci est disséqué et ré-
servé pour le génotypage (voir Méthodes). 
Les embryons de la portée sont observés 
sous une loupe binoculaire pour noter si 
leur cœur bat et répertorier les anomalies 
externes qui sont photographiées à des fins 
d’archivage. Les embryons, ainsi que leurs 
placentas, sont ensuite fixés. Trois cas de 
figures sont à envisager. Premièrement, 
si les embryons mutants sont extérieure-
ment normaux et sont vivants (leur cœur 
bat) à E10.5, le point d’étude suivant est le 
stade E14.5, qui correspond au quasi-achè-
vement de l’organogenèse. A ce stade de 
l’ontogenèse, les portées sont traitées com-
me à E10.5 : après examen sous la loupe 
binoculaire, les sacs vitellins sont conser-
vés pour le génotypage, alors que les fœtus 
et leurs placentas sont fixés dans du liquide 
de Bouin en vue de leur analyse histolo-
gique sur des coupes sériées. Par contre, 
si les embryons mutants sont malformés 
et/ou morts à E10.5, le point d’étude sui-
vant est le stade E9.5 ou E8.5, à choisir en 
fonction de la sévérité du retard de crois-
sance et des anomalies observées à E10.5. 
Là encore, la procédure expérimentale est 
semblable à celle du stade E10.5. Enfin, si 
aucun embryon mutant n’est identifié par 
génotypage à E10.5, alors les défauts lé-
taux apparaissent à des stades encore plus 
précoces du développement embryonnaire, 
comme E7.5 ou E3.5.
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 L’étude du stade E7.5 permet d’iden-
tifier les mutants qui meurent au cours de 
la gastrulation. Après ouverture de la dé-
cidue, le sac vitellin contenant l’embryon 
est gardé intact. Les embryons sont obser-
vés sous une loupe binoculaire, à travers le 
sac vitellin, pour identifier une éventuelle 
hypotrophie ou une anomalie de la forme, 
puis photographiés. On utilise ensuite 
l’embryon et son sac vitellin pour réaliser 
le génotypage. Si celui-ci révèle la présen-
ce d’embryons mutants dans la portée, on 
prélève des nouvelles portées à E7.5 pour 
réaliser des sections histologiques. Pour ce 
faire, les embryons sont laissés dans leurs 
décidues et fixés dans une solution de para-
formaldéhyde à 4% en tampon phosphate. 
Cette fixation permet à la fois de génotyper 
les embryons [par exemple par immuno-
histochimie ou par amplification de l’ADN 
par PCR (Polymerase Chain Reaction)] et 
de réaliser des coupes histologiques pour 
étudier leur morphologie. Dans le cas où 
aucun embryon mutant n’est identifié, on 
analyse un stade de développement préim-
plantatoire, comme par exemple le stade 
E3.5.

 Au stade E3.5, les blastocystes n’ad-
hèrent pas encore à l’endomètre et sont 
expulsés de la cavité utérine (8). Si des 
blastocystes mutants sont identifiés après 
génotypage par PCR, la létalité résulte 
d’un défaut de survie ou d’implantation. 
Pour avancer dans l’étude du rôle du gène 
muté, les portées suivantes sont disséquées 
et analysées par histologie à E5.5. Il est 
important de noter qu’à ce stade il n’existe 
pas de possibilité de génotyper autre que 
l’immunohistochimie.

 Le Tableau I répertorie les anomalies 
majeures provoquant la mort des embryons 
ou des fœtus entre E3.5 et la naissance, qui 
peuvent être facilement identifiables par la 
démarche logique et les méthodes d’analy-
ses proposées dans cet article (7, 9-13).

DISCUSSION ET CONCLUSION
 Malgré un coût élevé généré par la 
nécessité d’une main d’œuvre technique 
nombreuse et qualifiée, l’analyse histolo-
gique traditionnelle telle qu’elle est pro-
posée dans cette procédure ne peut pas 
être remplacée par la micro-tomodensi-
tométrie, une technique de phénotypage 
embryonnaire populaire et réputée capable 
d’analyser rapidement un grand nombre 
d’échantillons (14, 15). Bien que la tomo-
densitométrie autorise l’obtention d’ima-
ges tridimensionnelles d’embryons pour 
ensuite en réaliser des coupes virtuelles, 
la pauvreté du contraste de ces coupes ne 
permet pas toujours d’approcher une réso-
lution spatiale satisfaisante et notamment 
de certifier l’absence d’une structure ne 
comportant que quelques dizaines de cel-
lules (16).

 L’organogenèse est presque achevée au 
stade E14.5. Dans ce contexte il est inté-
ressant de souligner que notre logigramme 
n’utilise pas ce stade comme point de dé-
part. L’analyse du stade E14.5 est beau-
coup moins informative que celle du stade 
E18.5 car : (i) des malformations potentiel-
lement létales à la naissance ne peuvent pas 
être diagnostiquées à E14.5, notamment 
les fentes palatines qui sont encore présen-
tes chez plus du tiers des fœtus normaux 
à E14.5; (ii) l’histologie de la majorité or-
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ganes à E14.5 est très éloignée de son état 
définitif et ces organes ne sont pas encore 
fonctionnels. Il n’est donc pas raisonnable 
(pour des raisons de rapport coût financier/
bénéfice scientifique) de l’étudier systéma-
tiquement. 

 Le phénotypage d’embryons et de fœ-
tus mutants de souris peut fournir des in-
formations précieuses sur (i) la fonction 
normale des gènes et (ii) les mécanismes 
pathogéniques des anomalies congénitales 
qui représentent la première cause de mor-
talité infantile dans les pays industrialisés. 
L’analyse embryonnaire contribue aussi 
à une meilleure connaissance de la diffé-

renciation de cellules souches d’intérêt 
thérapeutique. A ce propos, il a été récem-
ment démontré qu’à la suite d’un infarctus 
induit expérimentalement chez des souris 
gestantes, des cellules souches provenant 
des embryons gagnent, via la circulation, 
le myocarde endommagé et se différen-
cient, in situ, en cardiomyocytes (17). Par 
ailleurs, l’identification de la cause de la 
létalité chez les mutants homozygotes peut 
conduire à la découverte de pathologies 
viables, parce que moins sévères, chez 
les animaux hétérozygotes pour la même 
mutation. Ainsi les malformations cardia-
ques létales des embryons de souris por-
teurs d’une mutation « nulle » pour le gène 

Tableau I : Liste des anomalies recensées provoquant la mort in utero et autour de la naissance
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Nkx2.5 (NK2 transcription factor related, 
locus 5a) a conduit des chercheurs à réé-
valuer le phénotype des souris hétérozygo-
tes pour cette mutation et a permis de dé-
couvrir, chez les individus porteurs d’une 
seule copie de l’allèle muté, des commu-
nications inter auriculaires viables et sem-
blables à celles induites par les mutations 
du gène NKX2.5 chez l’Homme (18).

 Enfin ces analyses phénotypiques per-
mettent d’identifier des voies de signalisa-
tion qui sont perturbées dans des maladies 
humaines et d’envisager de corriger leurs 
défauts par des approches pharmacologi-
ques. S’il est établi, depuis près de 30 ans, 
que l’acide folique (vitamine B9) adminis-
tré à la femme enceinte diminuait statis-
tiquement la récurrence des anomalies de 
fermeture du tube neural, les bases molé-
culaires de son action restent inconnues. 
Des études actuellement menées sur des 
modèles de souris mutantes permettront 
de combler ces lacunes et d’améliorer la 
prévention de ces anomalies qui concer-
nent une grossesse sur 1000 (19). La per-
sistance du canal artériel, une cardiopathie 
congénitale fréquente chez l’Homme, est 

habituellement traitée par des inhibiteurs 
de la synthèse des prostaglandines. Le phé-
notypage de souris mutantes nulles pour 
les enzymes Cox1 (cyclo-oxygenase 1) et 
Cox2 (cyclo-oxygénase 2), qui permettent 
la formation de prostaglandines à partir de 
l'acide arachidonique, indique que les in-
hibiteurs spécifiques de Cox2 sont très ef-
ficaces pour induire la fermeture du canal 
artériel, au contraire des inhibiteurs spéci-
fiques de Cox1 qui n’ont pas ou ont peu 
d’effets (20). Plus récemment, nous (NG, 
MM) avons démontré que l’administration 
à la souris gestante d’acide rétinoïque (le 
métabolite actif de la vitamine A), permet-
tait de corriger une malformation faciale 
létale et d’amener les embryons mutants 
à l’âge adulte (21). La même molécule 
corrige les anomalies sévères de l’oreille 
interne observées chez les souris mutantes 
nulles pour le gène Hoxa1 (Homeobox A1) 
(22).
 En conclusion, l’analyse des embryons 
et fœtus générés par mutagenèse ciblée 
chez la souris est une approche expérimen-
tale irremplaçable pour modéliser les bases 
génétiques des maladies humaines.
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RESUME
 Ce travail consiste à instaurer préco-
cement une thérapeutique antidiabétique 
à base d’un biguanide « la metformine » 
(Met) et d’analyser les effets de cette mo-
lécule sur les aspects ultrastructuraux de la 
glande surrénale chez un rongeur diurne 
déserticole, le rat des sables (Psammomys 
obesus) prédisposé génétiquement à déve-
lopper un diabète de type 2 lorsqu’il est 
soumis à un stress nutritionnel.
 L’expérimentation a duré 12 semaines 
et a porté sur 33 rats des sables adultes de 
sexe mâle, répartis en 3 lots : le lot témoins 
(T1) de 6 animaux reçoit le régime naturel 
(plantes halophiles), le lot de 18 animaux 
(T2) et le lot de 9 animaux, soumis au ré-
gime standard, reçoit la Met par intubation 

à raison de 50 mg/kg de poids corporel (lot 
Met).
 Les rats des sables (T2) développent 
une obésité, une hyperglycémie et une 
hyperinsulinémie par rapport à l’animal 
témoin (T1). Les animaux du lot Met mon-
trent une élévation pondérale non signifi-
cative, une normoglycémie tout au long 
de l’expérimentation et une chute de leur 
lipémie de l’ordre de 25 % au bout de 6 
semaines de traitement. Le cortex surréna-
lien du lot (T2) manifeste des changements 
ultrastructuraux très importants au niveau 
des trois zones (glomérulée, fasciculée 
et réticulée) comparativement à celles de 
l’animal témoin (T1). Ces changements 
sont caractérisés par l’estompement de la 
membrane plasmique, l’élargissement de 
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l’espace intercellulaire, la dilatation du 
réticulum endoplasmique lisse (REL), la 
désintégration des mitochondries, des dé-
pôts de lipofuschines, la présence de nom-
breux lysosomes, une importante vacuoli-
sation des cellules et l’infiltration de tissu 
conjonctif, tout particulièrement de la zone 
réticulée. Quant à leur médullosurrénale les 
cellules sont complètement dégranulées, à 
noyau pycnotique avec un réticulum en-
doplasmique granulaire (REG) fortement 
dilaté, des mitochondries désintégrées, de 
nombreux lysosomes et une importante 
vacuolisation. L’institution précoce de Met 
chez Psammomys obesus soumis au régime 
standard de laboratoire, semble corriger de 
façon significative les désordres métabo-
liques ainsi que les altérations cellulaires 
des zones corticale et médullaire, notam-
ment la vacuolisation des zones fasciculée 
et réticulée. Au niveau de cette dernière les 
dépôts de lipofuschines régressent.

INTRODUCTION
 Les biguanides ainsi que leur pouvoir 
hypoglycémiant, lié au chlorhydrate de 
guanidine, ont été décrits dès 1918 (1). Un 
nouveau biguanide, présentant le maxi-
mum d’action pour une toxicité minimale : 
il s’agit du NN-dimethyl-biguanide ou 
metformine (Met) ou LA6023 (2). Cette 
molécule, non toxique, est parfaitement 
tolérée par voie digestive même après une 
absorption prolongée (3). La Met est la 
molécule la plus prescrite pour traiter les 
patients atteints de diabète de type 2 et en 
particulier, les patients en surpoids ou obè-
ses, en raison de sa faible capacité à pro-
voquer des hypoglycémies des prises de 
poids (4). 

 Contrairement aux sulfamides, la Met 
ne stimule pas l’insulino-sécrétion ni la 
sécrétion du glucagon (5), alors qu’elle 
réduit l’hyperinsulinémie post-stimulative 
ou postprandiale chez les diabétiques non 
insulinodépendants ou chez l’obèse (6). 
Elle parait également stimuler le transport 
transmembranaire du glucose médié par 
l’insuline, sans qu’il ne  soit associé à une 
variation du nombre de récepteurs (7), ni 
à une augmentation de l’effet maximal de 
l’insuline (6).
 L’intérêt principal de notre investiga-
tion est de mettre en évidence et d’analyser 
les effets de cette drogue, la Met, sur les 
désordres métaboliques et sur l’architecto-
nie cellulaire de la glande surrénale hyper-
glycémiante, par ses hormones (glucocor-
ticoïdes, adrénaline) chez le rat des sables 
(Psammomys obesus) susceptible de déve-
lopper une insulinorésistance et par consé-
quent un syndrome diabétique de type 2 
lorsqu’il est soumis à un régime standard 
de laboratoire qui s’avère hypercalorique 
pour cette espèce (8). 

MATERIEL ET METHODE
Animaux
 Le rat des sables, rongeur diurne déser-
ticole, appartient à la famille des gerbilli-
dés, se nourrit exclusivement de plantes 
halophiles de la famille des chénopodia-
cées : Traganum nudanum, salsola foetida, 
sueda mollis, Salicornia fructicosa et Artri-
plex halimus. Il est largement réparti dans 
le nord de l’Afrique, en particulier dans les 
régions désertiques d’Algérie, notamment 
dans la région de Béni - Abbes (Béchar). 
 Le rat des sables (Psammomys obesus) 
est capturé dans son biotope naturel par les 
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chasseurs du Centre National de Recher-
che sur les Zones Arides, station de Béni-
Abbés. 
 Psammomys obesus, sort de son terrier 
aux heures les plus fraîches de l’été et les 
plus chaudes l’hiver. Sa reproduction est 
soumise à des variations saisonnières, avec 
un net ralentissement d’avril à juin (9-
10). Le nombre de fœtus varie entre 3 et 7 
avec un poids moyen de 8 g.
 A ces facteurs écologiques s’ajoute 
une adaptation des principales fonctions 
physiologiques en vue de réduire les per-
tes d’eau. Psammomys obesus produit des 
urines très concentrées en urée et en élec-
trolyte, ne contenant que très peu d’eau. 
Le système endocrinien, notamment les 
hormones corticosurrénaliennes, doit jouer 
un rôle essentiel dans cette adaptation phy-
siologique des métabolismes énergétiques 
et hydrominéraux à l’environnement exté-
rieur (11).

Conditions d’élevage
 Afin d’éviter le stress, les conditions 
d’élevage doivent être aussi proches que 
possible de leur biotope naturel. Chaque 
animal est gardé individuellement dans des 
cages en plastique. Un petit abri en bois, 
muni d’une ouverture permettant à l’ani-
mal de recréer les conditions naturelles de 
son terrier, est placé au fond de la cage. 
L’animalerie est maintenue à une tempéra-
ture de 25 ± 2°C avec une humidité com-
prise entre 60 et 80%; la luminosité est 
fournie par un éclairage intermittent (12 h/
jour).

Besoins nutritionnels
Régime naturel
 A leur arrivée au laboratoire, un régime 
alimentaire à base de plantes halophiles du 
biotope d’origine est maintenu pendant une 
quinzaine de jours, durée qui correspond à 
la période d’adaptation à la vie en captivité 
(12).
 Cette nourriture est ensuite progressi-
vement remplacée par une plante halophile 
de la même famille que celle du désert 
(Suaeda mollis), mais poussant en bordure 
de mer (Anse de Kouali à Tipaza – Algé-
rie). Une prise journalière de 50 g, corres-
pond approximativement 20 à 22 cal/ jour.

Régime standard
 Il s’agit d’un régime équilibré, sous 
forme de biscuits M25 d’Extralabo, adapté 
aux besoins des rats et des souris de labo-
ratoire (approximativement 32,5 cal/jour, 
pour une prise de 10 g/jour de ce régime). 
Ce régime est hypercalorique pour Psam-
momys obesus, et le passage du régime 
standard alimentaire à base de plantes 
halophiles au régime standard se fait éga-
lement de façon progressive.

Protocole expérimental
 Nos expériences ont été effectuées sur 
des rats des sables (Psammomys obesus) 
adultes, âgés de 3 à 6 mois, de sexe mâle, 
pesant 70 à 100 g en début d’expérience. 
Nos investigations ont porté sur 33 rats ré-
partis en trois lots, pendant 3 mois.
-  Un lot témoin (T1), de six animaux, re-

çoit le régime naturel (plante halophile), 
-  Un lot (T2) de 18 animaux est soumis au 

régime standard de laboratoire et à l’eau 
salée à 0,09% « ad libitum », 
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-  Un troisième (lot Met), de 9 animaux, 
reçoit le régime standard de laboratoire 
et de la Met par intubation à raison de 
5mg/100g de poids corporel tous les trois 
jours.

 La metformine a été fournie gracieuse-
ment par le Laboratoire de Bioénergétique 
Fondamentale et Appliquée (LBFA), du 
Professeur Xavier Leverve de l'Université 
Joseph Fourier - Grenoble.

Techniques opératoires
 Les animaux (témoins et expérimen-
taux) sont mis à jeun la veille du sacrifi-
ce. Afin de limiter les variations dues au 
rythme nycthéméral les prélèvements sont 
effectués entre 9 h et 11 h du matin.
 Après pesée de l’animal, du sang est 
prélevé par ponction au niveau du sinus ré-
tro-orbital, tous les quinze jours sur l’ani-
mal conscient. Le plasma obtenu après 
centrifugation du sang (3000 tours/min. 
pendant 15 minutes) est stocké à – 25°C 
jusqu’au moment des dosages.
 Pour l’étude ultrastructurale, l’animal 
est anesthésié par injection intrapéritonéa-
le d’uréthane à 25% soit 0,4 ml/100g de 
poids corporel, les organes sont fixés par 
perfusion intracardiaque pendant 15 à 20 
min. (13) de glutaraldehyde à 2,5% dilué 
dans le tampon de Sorensen à PH 7,1 et à 
4°C. Les glandes surrénales prélevées sont 
conservées dans le même fixateur pendant 

1 à 2 heures à 4°C, puis post-fixées au té-
traoxyde d’osmium 1% dans le tampon 
Sorensen 0,1M à pH 7,4 pendant 1h à 4°C. 
Les surrénales sont découpées en mor-
ceaux de 1à 2 mm, rincés avec du tampon 
Sorensen à 0,2 M pendant 3 fois 15 min à 
4°C. Les pièces sont ensuite passées dans 
trois bains d’oxyde de propylène, à raison 
de 20 min. par bain. L’imprégnation se réa-
lise dans un bain de résine pure d’époxy 
812, pendant 12h à 4°C. L’inclusion est 
une étape indispensable vers la réalisation 
des coupes semi-fines. Elle se fait dans un 
mélange de résine fraîchement préparée et 
dans des gélules très sèches (étuve à 37°C. 
pendant 30 min.) et étiquetées. La polymé-
risation s’effectue dans l’étuve à 60°C. Des 
coupes semi-fines, préalablement colorées 
par le bleu de toluidine phéniqué, permet-
tent d’identifier les zones glomérulées, fas-
ciculées, réticulées et médullaires.
 Des coupes ultrafines réalisées à l’aide 
d’un ultramicrotome OmU3 Reichert, sont 
alors effectuées, montées sur des grilles 
(HR24, Cu/Rh-200 mesh) et contrastées 
par l’acétate d’uranyle (14) et le citrate de 
plomb (15). 
 Les observations sont effectuées avec 
un Microscope Electronique à Transmis-
sion (Philips M10) du service d’Anato-
mie Pathologique du Centre de Recherche 
Hospitalo-universitaire Dupuytren de Li-
moges.
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Techniques analytiques 
 
Le glucose est dosé par la méthode Glucose oxydase – 4-amino-antipyrine (GOD-PAP) (16),     

 Principe :  
 
Glucose + O2 + H2O  glucose oxydase     Gluconate + H2 O2 
 
2H2O + amino–4–phénazone+phénol Peroxydase   monoimine–P–benzoquinone–4– 
 
phénazone + 4H2O2 
 

 Méthode de calcul. 
 

Calcul de la concentration  (C) du glucose plasmatique avec la formule suivante. 
 

)100/(100
tan.

.
mlmgX

dardsOD

essaiOD
C  

C : concentration des glucoses plasmatique  
DO : densité optique             
 
Les triglycérides sont dosés par la méthode G.P.O-P.A.P   qui   se   base   sur   l’hydrolyse   des  

triglycérides suivie du dosage enzymatique colorimétrique du glycérol libéré (17). 

 

 Principe :                                                           

6 

Triglycerides + 3H2O   lipase     glycerol + 3R-COOH 

 
glycérol + ATP    Glycérokinase     glycerol – 3 – phosphate + ADP 

 
glycérol – 3 phosphate + O2      glycerophosphate    dihydroxyacétone – phosphate + H2O2 

                                                                        oxydase      
 
H2O2 + amino – 4 phénazone + chloro – 4 phénol   peroxydase    monoimino – P – benzo    
 
quinone – 4 phénazone + 2H2O2 + HCl 
 

 Méthode de calcul : 
 

mlmg
dardsOD

essaiOD
XC 100/

tan.
.200  

C : concentration des triglycérides plasmatiques 
DO : densité optique 
 

Le dosage du cholestérol total est réalisé par la méthode de Siedel (18).  

 Principe :  
 
Ester de cholestérol + H2O cholestérol     cholestérol  + R – COOH 
             estérase          
 
Cholestérol + O2   cholestérol      4 – cholestérol + H2O2 
                               oxydase  
 
2H202 + amino – 4 phénazone + phénol   peroxydase   monoimino – P – benzoquinone –                                 
 
4 phénazone + 4H2O 
 
 

 Méthode de calcul : 
 

)100/(200
tan.

.
mlmgX

dardsOD

essaiOD
C  

C     : concentration du cholestérol total 
D.O : densité optique 

Techniques des mesures morphométriques 

L’étude  morphométrique  des  zones  corticale  et  médullaire  de la glande surrénale a été réalisé 

sur 20 animaux dont : 5 animaux soumis au régime naturel (T1) ; 5 animaux soumis au régime 

standard de laboratoire (T2) et 10 animaux soumis au régime standard de laboratoire et traité à 
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7 

la Met. Les mesures ont été évaluées par un micromètre oculaire gradué au centième de 

millimètre. 

[Objectif 100 : une division correspond à 12,5 µm] 

Traitement statistique  

 L’ensemble   des   résultats   est   analysé   statistiquement   par   le   test   de   STUDENT   « t ». La 

moyenne arithmétique X des valeurs individuelles est calculée pour chaque série et pour 

chaque  paramètre,  elle  est  suivie  par  la  valeur  de  l’erreur  standard  à  la  moyenne  « ESM » qui 

constitue  l’intervalle  de  confiance  de  celle-ci.                              

X

N

X       N :  nombre  d’animaux ;   X : chaque donnée 

  )1(
)( 2

NN

XX
ESM

 

La  validité  statistique  des  différences  entre  les  moyennes  est  évaluée  d’après  le   test  « t » de 

Fischer Student et la valeur de probabilité « p ». 

21

21

11 NN

XX
t

s

     1X et 2X : moyennes à comparer; N1 et N2 : nombre de valeurs pour                                        

chaque moyenne. 

La valeur de « t » calculée pour un nombre de degré de liberté (N1+N2) – 2 fixe le degré de 

signification « p », lu dans la table de Student. 

Les  valeurs  moyennes  sont  affectées  de  l’erreur  standard  à  la  moyenne. 

T2 Vs T1 ; Met Vs T2 

*  P<0.05 : peu significatif ; ** P <0.02 : significatif ; *** P <0.01 : très significatif. 
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chaque  paramètre,  elle  est  suivie  par  la  valeur  de  l’erreur  standard  à  la  moyenne  « ESM » qui 

constitue  l’intervalle  de  confiance  de  celle-ci.                              

X

N

X       N :  nombre  d’animaux ;   X : chaque donnée 

  )1(
)( 2

NN

XX
ESM

 

La  validité  statistique  des  différences  entre  les  moyennes  est  évaluée  d’après  le   test  « t » de 

Fischer Student et la valeur de probabilité « p ». 

21

21

11 NN

XX
t

s

     1X et 2X : moyennes à comparer; N1 et N2 : nombre de valeurs pour                                        

chaque moyenne. 

La valeur de « t » calculée pour un nombre de degré de liberté (N1+N2) – 2 fixe le degré de 

signification « p », lu dans la table de Student. 

Les  valeurs  moyennes  sont  affectées  de  l’erreur  standard  à  la  moyenne. 

T2 Vs T1 ; Met Vs T2 

*  P<0.05 : peu significatif ; ** P <0.02 : significatif ; *** P <0.01 : très significatif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La validité statistique des différences entre 
les moyennes est évaluée d’après le test « 

t » de Fischer Student et la valeur de pro-
babilité « p ».

La valeur de « t » calculée pour un nombre 
de degré de liberté (N1+N2) – 2 fixe le de-
gré de signification « p », lu dans la table 
de Student.

Les valeurs moyennes sont affectées de 
l’erreur standard à la moyenne.
T2 Vs T1 ; Met Vs T2
* P<0.05 : peu significatif ; ** P <0.02 : 
significatif ; *** P <0.01 : très significatif.

Techniques des mesures morphométri-
ques
L’étude morphométrique des zones corti-
cale et médullaire de la glande surrénale 
a été réalisé sur 20 animaux dont : 5 ani-
maux soumis au régime naturel (T1) ; 5 
animaux soumis au régime standard de 
laboratoire (T2) et 10 animaux soumis au 
régime standard de laboratoire et traité à la 
Met. Les mesures ont été évaluées par un 
micromètre oculaire gradué au centième 
de millimètre.
[Objectif 100 : une division correspond à 
12,5 µm]

Traitement statistique
L’ensemble des résultats est analysé sta-
tistiquement par le test de STUDENT « t 
». La moyenne arithmétique X des valeurs 
individuelles est calculée pour chaque sé-
rie et pour chaque paramètre, elle est sui-
vie par la valeur de l’erreur standard à la 
moyenne « ESM » qui constitue l’inter-
valle de confiance de celle-ci.
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RESULTATS  

Poids corporel et paramètres biochimiques.  

Tableau I : Evolution pondérale chez le rat des sables (Psammomys Obesus) soumis au 
régime standard de laboratoire et traité à la Met pendant 3 mois.  

 

      Une période = 15 jours 
 
Après 3 mois de régime standard de laboratoire et traitement par la Met, le poids corporel des 

animaux ne subit pas de variations importantes (Tableau I ; Figure1) par rapport à celui des 

animaux des lots T1 et T2. La variation est de 0% pour les animaux nourris aux plantes 

halophiles (T1) et de 12 % pour les animaux soumis au régime standard de laboratoire (T2). 

Tableau II : Evolution moyenne de la glycémie chez le rat des sables (Psammomys Obesus)   
soumis au régime standard de laboratoire et traité à la Met pendant 3 mois. 

  Une période =15 jours  

Chez les rats des sables traités à la Met, la glycémie est plus ou moins normale jusqu’à  la  fin  

de   l’expérimentation   et   rappelle   celle   de   l’animal   soumis   au   régime   naturel (T1); la valeur 

                Périodes 
 
Animaux 

           
                1             2               3               4             5             6 

Lot T1  n=6                    
(plantes halophiles) 
 

 
90,0 

±5,65 
 

82,78 
±4,85 

 
95,06 
±3,64 

 

 
100,22 
±2,92 

 

 
101,11 
±3,02 

 

 
98,78 
±2,30 

 
Lot T2   n=18           
(régime standard) 
 

105,50 
±9,13 

 

103,40 
±9,38 

 

110,67* 
±7,47 

 

105,60 
±5,40 

 

103,22 
±2,92 

 

108,17 
±8,53 

 
Lot Met  n=9              
(régime standard + 
Met) 
 

102,00 
±6,43 

94,00 
±6,73 

92,11 
±7,15 

90,78 
±6,73 

92,43 
±9,13 

 
93,14 
± 9,81 

 

           Périodes 
 
Animaux 

1                  2                   3                  4      5                  6 

Lot T1  n=6                    
(plantes 
halophiles) 

0,47 
±0,03 

0,40 
±0,05 

0,39 
±0,04 

0,41 
±0,03 

0,43 
± 0,04 

 
0,45 

±0,05 
 

Lot T2   n=18           
(régime 
standard) 

0,54 
±0,03 

0,68 
±0,08 

 
0,70 

±0,18 
 

0,60 
±0,06 

0,72 
±0,03 

 
0,58 
±0,05 

Lot Met  n=9              
(régime 
standard + Met) 

0,70 
±0,08 

0,58 
±0,05 

0,35*** 
±0,03 

 
0,49 

±0,12 
 

0,50 
±0,07 

0,42 
±0,07 

 
 

Figure 1 : 
sables (Psammomys obesus) soumis au régime  standard de laboratoire.  

 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 2: Effet de la metformine sur la variation de la glycémie chez le rat des 
sables (Psammomys Obesus) soumis au régime standard de laboratoire. 

 

Figure 1 : Effet de la metformine sur l’évolution pondérale chez le rat des sables (Psammomys obesus) soumis au 
régime standard de laboratoire.

Après 3 mois de régime standard de labo-
ratoire et traitement par la Met, le poids 
corporel des animaux ne subit pas de va-
riations importantes (Tableau I ; Figure1) 
par rapport à celui des animaux des lots T1 

et T2. La variation est de 0% pour les ani-
maux nourris aux plantes halophiles (T1) 
et de 12 % pour les animaux soumis au ré-
gime standard de laboratoire (T2).
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Figure 2: Effet de la metformine sur la variation de la glycémie chez le rat des 
sables (Psammomys Obesus) soumis au régime standard de laboratoire. 

 

Figure 2: Effet de la metformine sur la variation de la glycémie chez le rat des sables (Psammomys Obesus) sou-
mis au régime standard de laboratoire.
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RESULTATS  

Poids corporel et paramètres biochimiques.  

Tableau I : Evolution pondérale chez le rat des sables (Psammomys Obesus) soumis au 
régime standard de laboratoire et traité à la Met pendant 3 mois.  

 

      Une période = 15 jours 
 
Après 3 mois de régime standard de laboratoire et traitement par la Met, le poids corporel des 

animaux ne subit pas de variations importantes (Tableau I ; Figure1) par rapport à celui des 

animaux des lots T1 et T2. La variation est de 0% pour les animaux nourris aux plantes 

halophiles (T1) et de 12 % pour les animaux soumis au régime standard de laboratoire (T2). 

Tableau II : Evolution moyenne de la glycémie chez le rat des sables (Psammomys Obesus)   
soumis au régime standard de laboratoire et traité à la Met pendant 3 mois. 

  Une période =15 jours  

Chez les rats des sables traités à la Met, la glycémie est plus ou moins normale jusqu’à  la  fin  

de   l’expérimentation   et   rappelle   celle   de   l’animal   soumis   au   régime   naturel (T1); la valeur 

                Périodes 
 
Animaux 

           
                1             2               3               4             5             6 

Lot T1  n=6                    
(plantes halophiles) 
 

 
90,0 

±5,65 
 

82,78 
±4,85 

 
95,06 
±3,64 

 

 
100,22 
±2,92 

 

 
101,11 
±3,02 

 

 
98,78 
±2,30 

 
Lot T2   n=18           
(régime standard) 
 

105,50 
±9,13 

 

103,40 
±9,38 

 

110,67* 
±7,47 

 

105,60 
±5,40 

 

103,22 
±2,92 

 

108,17 
±8,53 

 
Lot Met  n=9              
(régime standard + 
Met) 
 

102,00 
±6,43 

94,00 
±6,73 

92,11 
±7,15 

90,78 
±6,73 

92,43 
±9,13 

 
93,14 
± 9,81 

 

           Périodes 
 
Animaux 

1                  2                   3                  4      5                  6 

Lot T1  n=6                    
(plantes 
halophiles) 

0,47 
±0,03 

0,40 
±0,05 

0,39 
±0,04 

0,41 
±0,03 

0,43 
± 0,04 

 
0,45 

±0,05 
 

Lot T2   n=18           
(régime 
standard) 

0,54 
±0,03 

0,68 
±0,08 

 
0,70 

±0,18 
 

0,60 
±0,06 

0,72 
±0,03 

 
0,58 
±0,05 

Lot Met  n=9              
(régime 
standard + Met) 

0,70 
±0,08 

0,58 
±0,05 

0,35*** 
±0,03 

 
0,49 

±0,12 
 

0,50 
±0,07 

0,42 
±0,07 

Chez les rats des sables traités à la Met, la 
glycémie est plus ou moins normale jusqu’à 
la fin de l’expérimentation et rappelle celle 
de l’animal soumis au régime naturel (T1); 
la valeur moyenne est de l’ordre de 0,50 ± 
0,07 g/l (Tableau II ; Figure 2). Par rapport 

à l’animal soumis au régime standard de 
laboratoire (T2), la variation est très signi-
ficative (P<0,01), et passe de 0,70 ± 0,08 
à 0,35 ± 0,03 g/l au bout de 6 semaines de 
traitement.
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moyenne   est   de   l’ordre   de 0,50 ± 0,07 g/l (Tableau II ; Figure   2).   Par   rapport   à   l’animal 

soumis au régime standard de laboratoire (T2), la variation est très significative (P<0,01), et 

passe de 0,70 ± 0,08 à 0,35 ± 0,03 g/l au bout de 6 semaines de traitement.   

 
Tableau III : Evolution moyenne des triglycérides chez le rat des sables (Psammomys 

Obesus)   soumis au régime standard de laboratoire et traité à la Met pendant 3 
mois.    

  Une période =15 jours 

La triglycéridémie chez les animaux nourris aux plantes montre une légère augmentation 

puisqu’elle  est  de  0,58  ±  0,18  g/l  en fin  d’expérimentation  contre    0,27  ±  0,08g/l  (Tableau  III ;  

Figure 3) ;;  alors  qu’elle  augmente  considérablement  chez  les  rats  des  sables  soumis  au  régime  

standard de laboratoire. Les valeurs des triglycérides passent de 0,19 ± 0,03 à 1,53 ± 0,41, soit 

une  augmentation  de  705%  par  rapport  à  l’état  basal.  Les  animaux  du  lot  Met,  montrent  une  

régression significative (P<0,02), leurs triglycérides chutent de 39%. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Périodes 

 

Animaux 

      1               2                  3                   4                    5                6 

 
Lot T1  n=6                     
(plantes 
halophiles) 

 
0.27 
0.08 

 
0,67 

±0,18 

 
0,62 

±0,09 

 
0,58 

±0,05 

 
0,60 

±0,19 

 
0,58 

±0,18 

Lot T2   n=18           
(régime 
standard) 
 

0,19 
±0,03 

4,18 
±0,12 

1,75 
±0,33 

1,98 
±0,46 

1,98 
±0,48 

1,53*** 
±0,41 

Lot Met  n=9              
(régime 
standard 
+Met) 

0,65 
±0,33 

3,35 
±0,44 

1,62 
±0,57 

1,30 
±0,32 

1,62 
±0,47 

 
1,24** 
±0,32 

 

La triglycéridémie chez les animaux nour-
ris aux plantes montre une légère augmen-
tation puisqu’elle est de 0,58 ± 0,18 g/l en 
fin d’expérimentation contre 0,27 ± 0,08g/l 
(Tableau III ; Figure 3) ; alors qu’elle aug-
mente considérablement chez les rats des 
sables soumis au régime standard de labo-

ratoire. Les valeurs des triglycérides pas-
sent de 0,19 ± 0,03 à 1,53 ± 0,41, soit une 
augmentation de 705% par rapport à l’état 
basal. Les animaux du lot Met, montrent 
une régression significative (P<0,02), leurs 
triglycérides chutent de 39%.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3: Effet de la metformine sur la variation de la triglycéridémie chez le 
rat des sables (Psammomys obesus) soumis au régime standard de laboratoire.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 : Effet de la metformine sur la variation de la cholestérolémie chez le 
rat des sables (Psammomys obesus) soumis au régime standard de laboratoire.  
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Figure 3: Effet de la metformine sur la variation de la triglycéridémie chez le rat des sables (Psammomys obesus) 
soumis au régime standard de laboratoire. 
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Tableau IV : Evolution moyenne du cholestérol total chez le rat des sables (Psammomys 

Obesus) soumis au régime standard de laboratoire et traité à la Met pendant 
3mois. 

Une période =15 jours 
 
La cholestérolémie des animaux normaux (T1) ne subit pas de changement significatif 

(Tableau IV; Figure 4), et est de 0,39 ± 0,03 g/l et de 0,48 ± 0,08 g/l en  fin  d’expérimentation. 

Chez  l’animal  soumis  au  régime  standard  de  laboratoire,  elle  passe  de  0,22  ±  0,03  g/l  à  0,65  ±  

0,04  g/l  en  fin  d’expérimentation,  d’où  une  augmentation    de  195%. 

Chez Psammomys obesus traité à la Met, la cholestérolémie diminue de 23%, soit 0,76±0,13 

g/l à 0,58 ± 0,08 g/l en fin de traitement. 

 

Analyses morphométriques des zones corticale et médullaire. 

Tableau V : Variation moyenne des zones corticale et médullaire de la glande surrénale du  
rat des sables (Psammomys Obesus) soumis au régime standard de laboratoire 
et traité à la Met pendant 3 mois. 

 

Après  3  mois  d’expérimentation,  la  hauteur  moyenne  du  cortex  surrénalien  des  rats  des  sables  

soumis au régime naturel (T1) est  de  l’ordre  de  99,84  ±  5,91.  Chez  l’animal  soumis  au  régime  

standard de laboratoire (T2), la hauteur corticale augmente de 30%, les valeurs passent de 

99,84 ± 5,91à 130,20 ± 6,3à µm  

Chez   l’animal   traité  aux  biguanides,   le  cortex  surrénalien  affiche  une  diminution  de  7%  par  

rapport à celui des rats (T2),  la  diminution  n’est  pas  significative   

           Périodes 
 
Animaux 

    1                2                    3                      4                      5                  6 
 

 
Lot T1  n=6                     
(plantes 
halophiles) 
 
Lot T2   n=18           
(régime standard) 
 
Lot Met  n=9              
(régime standard 
+ Met) 

0,39 
±0,03 

 
0,22 

±0,03 
 

0,36 
±0,04 

0,35 
±0,08 

 
0,37 

±0,03 
 

0,47 
±0,06 

0,55 
±0,06 

 
0,80 

±0,08 
 

0,76 
±0,13 

 
0,56 

±0,05 
 

0,67 
±0,04 

 
0,59 

±0,08 
 

0,67 
± 0,08 

 
0,81 

±0,04 
 

0,65 
±0,08 

0,48 
±0,08 

 
0,65** 
±0,04 

 
0,58* 
±0,08 

Zones  Animaux T1 (plante halophile) 
n=5 

T2 (régime standard) 
n=5 

Met (régime 
standard + 
metformine) n=10 

Cortex (µm) 99,84 ±5,91 130,20±6,30** 119,88±3,90 
Médulla (µm) 54,84±2,80 41,01±6,49* 51,96±1,63 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3: Effet de la metformine sur la variation de la triglycéridémie chez le 
rat des sables (Psammomys obesus) soumis au régime standard de laboratoire.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 : Effet de la metformine sur la variation de la cholestérolémie chez le 
rat des sables (Psammomys obesus) soumis au régime standard de laboratoire.  
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Figure 4 : Effet de la metformine sur la variation de la cholestérolémie chez le rat des sables (Psammomys obesus) 
soumis au régime standard de laboratoire. 
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Après 3 mois d’expérimentation, la hauteur 
moyenne du cortex surrénalien des rats des 
sables soumis au régime naturel (T1) est 
de l’ordre de 99,84 ± 5,91. Chez l’animal 
soumis au régime standard de laboratoire 
(T2), la hauteur corticale augmente de 
30%, les valeurs passent de 99,84 ± 5,91à 
130,20 ± 6,3à µm
Chez l’animal traité aux biguanides, le 
cortex surrénalien affiche une diminution 
de 7% par rapport à celui des rats (T2), la 
diminution n’est pas significative

 La zone médullaire des animaux (T2) 
varie de 33% par rapport à celle des ani-
maux (T1). La régression de cette zone est 
peu significative (P<0,05).
 Chez les rats des sables traités à la Met, 
la hauteur de la médulla ne subit pas de va-
riation significative, aussi bien par rapport 
aux animaux normaux (T1) qu’aux ani-
maux (T2). La variation est de l’ordre de 
5% pour le lot T1 et de 26% pour le lot T2 
(Tableau V).

Ultrastructure de la glande surrénale 

régime standard de laboratoire et
traités à la metformine durant 3 mois.
 a/ le cortex
- La zone glomérulée, chez les animaux 
nourris aux plantes halophiles, présente 
des contours membranaires cellulaires 
réguliers avec un espace intercellulaire 
étroit. Dans le cytoplasme, leur réticulum 
endoplasmique lisse (REL) est peu déve-
loppé, les ribosomes libres, de nombreu-
ses mitochondries à crêtes atypiques, peu 
d’inclusions lipidiques et peu de vacuoles 
autophagiques (Figure 5a).

 Chez le rat des sables soumis au régime 
standard de laboratoire (T2) durant 3 mois, 
la zone glomérulée présente des cellules 
avec des espaces intercellulaires dilatés, 
certaines membranes estompées, des mi-
tochondries volumineuses parfois désin-
tégrées, un REL dilaté, de nombreuses 
gouttelettes lipidiques et une vacuolisation 
importante (Figure 5b).
 Alors que chez les animaux soumis au 
régime hypercalorique et à la Met la zone 
glomérulée montre une moindre dilatation 
des espaces intercellulaires et des mem-
branes cellulaires moins lésées. Le cyto-
plasme de ces cellules laisse voir certaines 
mitochondries saines et d’autres partielle-
ment désintégrées, des vacuoles lipidiques 
moins nombreuses et de taille réduite. Le 
REL vésiculaire est très dilaté (Figure 5c).
- La zone fasciculée des animaux normaux, 
montre des cellules riches en REL, en mi-
tochondries sphériques ou en bâtonnets, 
en lysosomes et en gouttelettes lipidiques 
(Figure 5d).
Chez Psammomys obesus nourri au régime 
standard, les cellules glandulaires de cette 
zone deviennent très volumineuses et pré-
sentent une importante dilatation des espa-
ces intermembranaires. Le REL de forme 
vésiculaire est très dilaté, les mitochon-
dries sont souvent désintégrées. A ce stade 
les cellules de cette zone se caractérisent 
par une intense vacuolisation (Figure 5e). 
Chez les animaux du lot Met, l’action du 
biguanide au niveau de cette zone se tra-
duit surtout par la régression de la vacuoli-
sation et les altérations membranaires cel-
lulaires. L’espace intercellulaire de cette 
zone est également réduit (Figure 5f).
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Figures 5 : Aspects ultrastructuraux de la zone corticale de la glande surrénale chez le rat des sables (Psammomys obe-
sus) soumis au régime standard de laboratoire et traité par un biguanide antidiabétique la metformine durant 3 mois. 
Portion de la zone corticale fixée au glutaraldéhyde à 2.5% et post-fixée à l’OsO4 à 0.2 M.

- La zone glomérulée, chez les animaux nourris aux plantes halophiles, présente des contours membranaires 
cellulaires réguliers avec un espace intercellulaire étroit. Dans le cytoplasme, leur réticulum endoplasmique lisse 
(REL) est peu développé, les ribosomes libres, de nombreuses mitochondries à crêtes atypiques, peu d’inclusions 
lipidiques et peu de vacuoles autophagiques (Figure 5a).

10 

Tableau IV : Evolution moyenne du cholestérol total chez le rat des sables (Psammomys 

Obesus) soumis au régime standard de laboratoire et traité à la Met pendant 
3mois. 

Une période =15 jours 
 
La cholestérolémie des animaux normaux (T1) ne subit pas de changement significatif 

(Tableau IV; Figure 4), et est de 0,39 ± 0,03 g/l et de 0,48 ± 0,08 g/l en  fin  d’expérimentation. 

Chez  l’animal  soumis  au  régime  standard  de  laboratoire,  elle  passe  de  0,22  ±  0,03  g/l  à  0,65  ±  

0,04  g/l  en  fin  d’expérimentation,  d’où  une  augmentation    de  195%. 

Chez Psammomys obesus traité à la Met, la cholestérolémie diminue de 23%, soit 0,76±0,13 

g/l à 0,58 ± 0,08 g/l en fin de traitement. 

 

Analyses morphométriques des zones corticale et médullaire. 

Tableau V : Variation moyenne des zones corticale et médullaire de la glande surrénale du  
rat des sables (Psammomys Obesus) soumis au régime standard de laboratoire 
et traité à la Met pendant 3 mois. 

 

Après  3  mois  d’expérimentation,  la  hauteur  moyenne  du  cortex  surrénalien  des  rats  des  sables  

soumis au régime naturel (T1) est  de  l’ordre  de  99,84  ±  5,91.  Chez  l’animal  soumis  au  régime  

standard de laboratoire (T2), la hauteur corticale augmente de 30%, les valeurs passent de 

99,84 ± 5,91à 130,20 ± 6,3à µm  

Chez   l’animal   traité  aux  biguanides,   le  cortex  surrénalien  affiche  une  diminution  de  7%  par  

rapport à celui des rats (T2),  la  diminution  n’est  pas  significative   

           Périodes 
 
Animaux 

    1                2                    3                      4                      5                  6 
 

 
Lot T1  n=6                     
(plantes 
halophiles) 
 
Lot T2   n=18           
(régime standard) 
 
Lot Met  n=9              
(régime standard 
+ Met) 

0,39 
±0,03 

 
0,22 

±0,03 
 

0,36 
±0,04 

0,35 
±0,08 

 
0,37 

±0,03 
 

0,47 
±0,06 

0,55 
±0,06 

 
0,80 

±0,08 
 

0,76 
±0,13 

 
0,56 

±0,05 
 

0,67 
±0,04 

 
0,59 

±0,08 
 

0,67 
± 0,08 

 
0,81 

±0,04 
 

0,65 
±0,08 

0,48 
±0,08 

 
0,65** 
±0,04 

 
0,58* 
±0,08 

Zones  Animaux T1 (plante halophile) 
n=5 

T2 (régime standard) 
n=5 

Met (régime 
standard + 
metformine) n=10 

Cortex (µm) 99,84 ±5,91 130,20±6,30** 119,88±3,90 
Médulla (µm) 54,84±2,80 41,01±6,49* 51,96±1,63 

La cholestérolémie des animaux normaux 
(T1) ne subit pas de changement signifi-
catif
(Tableau IV; Figure 4), et est de 0,39 ± 
0,03 g/l et de 0,48 ± 0,08 g/l en fin d’expé-
rimentation.
Chez l’animal soumis au régime standard 

de laboratoire, elle passe de 0,22 ± 0,03 g/l 
à 0,65 ±0,04 g/l en fin d’expérimentation, 
d’où une augmentation de 195%.
Chez Psammomys obesus traité à la Met, 
la cholestérolémie diminue de 23%, soit 
0,76±0,13 g/l à 0,58 ± 0,08 g/l en fin de 
traitement.
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Zone glomérulée
Témoin (lot T1) : (a : x 6610)
Capillaire sanguin (Cex), endothélium sinusoïde (flèche), mitochondries (m) à crêtes atypiques, vacuoles auto-
phagiques (Va), REL (Re).
Diabétique (lot T2) : (b : x 6610)
Membrane plasmique estompée (M), REL (Re) abondant, vacuolisations (V), mitochondries (m).
Traité à la metformine (lot Met) : (c : x 6610).
Cellules sous capsulaire (G), vacuolisation (V), mitochondries (m).
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Figures 5 : Zone réticulée 
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Zone réticulée.
Témoin : (g : x 6610)
Capillaire sanguin (Cex), REL (Re) vésiculaire ou lamellaire, corps polylamellaire (Cp), vacuoles autophagiques 
(Va), lysosomes (L).
Diabétique : (h : x 6610)
Lipofuschines (flèche), corps résiduels (Cr), vacuolisation (V), lysosomes (L), mitochondries (m).
Traité à la metformine : (i : x 6610)
Corps résiduels (Cr), lysosomes (L), tissu conjonctif « fibrose » (Tc).

Zone fasciculée.
Témoin : (d : x 8900).
Capillaire sanguin (Cex), mitochondries (m) sphériques ou en bâtonnets, noyau (N), vacuoles lipidiques (Vl).
Diabétique : (e : x 8900)
Membranes plasmiques (M), REL (Re), mitochondries (m), vacuoles lipidiques (Vl), dilatation de l’espace inter-
cellulaire (flèche).
Traité à la metformine. (f : x 8900)
Mitochondries (m) partiellement désintégrées, vacuoles lipidiques (Vl), lysosomes (L).

                                                     Figures 5 : Zone fasciculée 
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Figures 6 : Aspects ultrastructuraux de la zone médullaire de la glande surrénale chez le rat des sables (Psammo-
mys obesus) soumis au régime standard de laboratoire et traité par un biguanide antidiabétique la metformine du-
rant 3 mois.
Portion de la zone médullaire fixée au glutaraldéhyde à 2.5% et post-fixée à l’OsO4 à 0.2 M.

Témoin : (a : x 8900).
Cellules sombre (S), cellules claires (c), halo périphérique (h), REG (Reg), mitochondries (m).
Diabétique : (b : x 8900).
Vacuolisation (V), membrane plasmique (M), mitochondries (m), lysosomes (L), espace inter membranaire (flè-
che).
Traité à la metformine : (c : x 8900)
Lysosomes (L), vacuolisation (V).
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- la zone réticulée, chez les animaux té-
moins (T1), laisse apparaître des cellules 
riches en REL d’aspect vésiculaire ou tu-
bulaire, des mitochondries toujours à crê-
tes atypiques, des gouttelettes lipidiques 
denses aux électrons (Figure 5g).
Les cellules de cette zone, chez les ani-
maux du (T2), présentent un noyau volu-
mineux clair, des membranes cellulaires 
invisibles, une abondance en REL et en 
lysosomes, une intense vacuolisation, une 
importante fibrose intercellulaire (Figure 
5h) et d’intenses dépôts lipidiques (dépôts 
noirâtres).

Toujours au niveau de cette zone, chez les 
rats des sables traités à la Met, les cellu-
les se caractérisent par une moindre, voire 
absente, vacuolisation, une richesse en ly-
sosomes et des grains de lipofuschine de 
petite taille (Figure 5i).

b/ la médullaire
La médullosurrénale du rat des sables nor-
mal montre deux types de cellules qui se 
distinguent par leurs grains de sécrétion.
Les unes, à grains denses aux électrons de 
forme elliptique et sphérique les autres à 
grains de sécrétion arrondis avec un halo 
périphérique. 
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Les cellules de cette zone, sont volumineu-
ses à membrane continue, disposées en tra-
vées ou en amas arrondis. Elles présentent 
un réticulum endoplasmique granulaire 
(REG) développé et des mitochondries à 
crêtes normales (Figure 6a).
Chez les animaux nourris au régime hyper-
calorique (T1), la médullosurrénale laisse 
apparaître des cellules volumineuses, des 
organites hypertrophiés et de nombreux 
lysosomes. Le cytoplasme de ces cellules 
se montre souvent dégranulé et vacuolisé 
(Figure 6b).
L’institution précoce de la Met semble 
avoir un effet bénéfique, sur les cellules 
médullaires. En effet, chez les animaux 
traités, la dégranulation des cellules de 
cette zone est partielle et la vacuolisation 
est moins marquée (Figure 6c). 

DISCUSSION
Les rats des sables (Psammomys obesus) 
soumis au régime standard de laboratoire 
(T2), pendant 3 mois, développent, par 
rapport aux animaux soumis au régime na-
turel à base de plantes halophiles (T1), un 
désordre métabolique se traduisant par une 
obésité et une forte lipémie (19).
 Le traitement par la NN-Dimethyl bi-
guanide, administré précocement aux rats 
des sables nourris au régime hypercalori-
que (T2) pendant 3 mois, induit une légère 
régression pondérale. Cette chute de poids 
peut être due à l’effet anorexigène de la 
metformine ou à l’inhibition du transfert 
des triglycérides alimentaires, du tractus 
gastro-intestinal vers le plasma sanguin, 
réduisant de ce fait la captation de ces der-
niers par le tissu adipeux (20-21). D’autres 
travaux, ont montré que l’association de la 

metformine avec d’autres drogues (rosigli-
tazone, thiazolidinedione…) provoque une 
diminution du poids corporel très signifi-
cative chez les patients diabétiques obèses 
(22-23). Ces auteurs constatent, eux aussi, 
que la metformine associée à une autre 
drogue, comme le N-benzoyle-D-phény-
lalanine, normalise le poids corporel et 
améliore le métabolisme enzymatique des 
carbohydrates chez les nouveaux nés issus 
de rats rendus diabétiques (non-insulino 
dépendants) par la streptozotocine.
 Le maintien de l’état euglycémique, 
chez les rats des sables soumis au régime 
standard de laboratoire (T2) et sous met-
formine, peut s’expliquer par une réduc-
tion de néoglucogenèse hépatique à partir 
du lactase et des aminoacides, point d’im-
pact essentiel de l’action hypoglycémiante 
de cette drogue (24). La metformine amé-
liore l’hyperglycémie en inhibant les gènes 
responsables de la production du glucose 
hépatique via l’activation de l’adénosine 
monophosphate-activated protein kinase 
(AMPK), enzyme sensible aux variations 
des niveaux d’énergie dans l’hépatocyte 
(4). Cette molécule, la metformine, agit 
par un mécanisme purement énergétique et 
modifie le fonctionnement des mitochon-
dries des hépatocytes (25). 
 L’état euglycémique ne peut être dû 
à une hypersécrétion d’insuline, car il est 
largement admis que la metformine ne sti-
mule pas l’insulino-sécrétion (6-26). La 
metformine par rapport aux autres drogues, 
comme les glipizides, les  glibenclamides, 
les gliclazides…, réduit faiblement le taux 
d’insuline en agissant sur le transport du 
glucose transporteur type 1 (GLUT1) et 
maintient à l’état normal la glycémie plas-
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matique (27). En outre l’activité à long ter-
me de la metformine sur l’AMPK améliore 
la stéatose hépatique, voie qui déclenche-
rait une meilleure sensibilité à l’insuline 
et empêcherait la production du glucose 
hépatique (28). Cela serait dû également 
à l’action de la metformine sur les inhibi-
teurs des  glucosidases et de l’aldose ré-
ductase intestinale, qui réduiraient et retar-
deraient l’absorption du glucose et par là 
même l’hyperglycémie postprandiale (4).
 La lipémie chez les rats des sables trai-
tés par la metformine diminue de 39% pour 
les triglycérides et de 23 % pour le choles-
térol. Chez des patients présentant ou non 
une dyslipémie, diabétiques ou non, on 
observe une baisse de 20 à 40% des trigly-
cérides plasmatiques au bout d’une à deux 
semaines de traitement par la metformine 
(29) ainsi qu’un effet antiathérogène de la 
metformine chez les sujets diabétiques non 
insulinodépendants (30).
 Les glitazones, dérivés de la metfor-
mine et agonistes des récepteurs peroxiso-
me proliferator-activated receptor gamma 
(PPAR gamma), lorsqu’ils sont activés, 
forment des hétérodimères avec les récep-
teurs des rétinoïdes et modulent la trans-
cription des gènes en acide ribonucléique 
messager (ARNm) puis traduction en 
protéines enzymatiques, ou glucose trans-
porteur type 4 (Glut4), impliquées dans le 
métabolisme des acides gras notamment 
au niveau de l’adipocyte. Ainsi, il déduit 
que la diminution des triglycérides est liée 
principalement à la baisse des lipoprotéi-
nes de très basse densité (VLDL pour Very 
Low Density Lipoprotein) sans l’augmen-
tation des  lipoprotéine de basse densité 
(LDL pour Low Density Lipoprotein).

 La metformine améliore également les 
modifications architecturales observées au 
niveau de la glande endocrine « la surré-
nale » hyperglycémiante par sa synthèse de 
cortisol et d’adrénaline. En effet, au vu de 
nos résultats morphométriques de la glan-
de surrénale, nous remarquons une nette 
régression de la zone corticale et une lé-
gère expansion de la zone médullaire chez 
les rats des sables traités à la metformine 
par rapport aux animaux soumis au régi-
me hypercalorique (T2). Des observations 
semblables ont été rapportées sur le rat de 
Zucker obèse et ont montré l’amélioration, 
sinon la normalisation de l’hypertrophie de 
la glande surrénale suite au traitement par 
la metformine (31).
 L’ultrastructure de la glande surrénale, 
chez Psammomys obesus, soumis au régi-
me standard de laboratoire (T2), manifeste 
des changements ultrastructuraux impor-
tants au niveau des deux zones corticale 
et médullaire, comparativement à l’animal 
soumis aux plantes halophiles (T1).
 Les modifications ultrastructurales se 
caractérisent par une altération membra-
naire de certaines cellules, l’élargissement 
de l’espace intercellulaire, une dilatation 
du REL, une désintégration des crêtes mi-
tochondriales, des dépôts lipidiques, des 
lysosomes, une importante vacuolisation 
des cellules corticales et une intense infil-
tration par du tissu conjonctif, tout particu-
lièrement, de la zone réticulée. En effet, ces 
perturbations ultrastructurales des cellules 
endocrines de la glande surrénale chez le 
rat des sables soumis au stress nutritionnel 
(T2), peuvent s’expliquer par le fait qu’el-
les soient constamment stimulées, donc 
hyperactivées, jusqu'à altération et rupture 
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des membranes de certains organites de 
ces cellules.
 L’administration précoce de la metfor-
mine chez les rats des sables soumis au ré-
gime standard de laboratoire (T2), semble 
rétablir l’état structural défectueux de la 
glande. En effet, cette molécule s’oppose 
aux altérations endocrines observées et 
manifeste un effet protecteur sur la glan-
de surrénale (corticale et médullaire). La 
metformine agit également au niveau des 
vacuolisations des zones fasciculée et ré-
ticulée, en les réduisant et en diminuant la 
taille des grains de lipofuschine.
 La zone médullaire des animaux obèses 
montre des cellules complètement dégra-
nulées, avec un REG fortement dilaté, des 
mitochondries désintégrées, des lysosomes 
et une importante vacuolisation. L’institu-
tion précoce de la metformine chez les ani-
maux diabétiques, semble également agir 
efficacement sur la zone médullaire. En 
effet, la dégranulation des cellules tend à 
diminuer et devient partielle. La vacuolisa-
tion, elle aussi, devient moins importante. 

CONCLUSION
 L’administration d’un régime standard 
de laboratoire (T2) chez le rat des sables 
(Psammomys obesus) provoque des pertur-
bations métaboliques et conjointement des 

modifications structurales au niveau de la 
glande surrénale qui se manifeste par : 
-  une importante vacuolisation des zones 

glomérulée, fasciculée et réticulée,
-  une forte dégranulation de la zone mé-

dullaire.
L’importante vacuolisation de la zone glo-
mérulée serait la conséquence d’un stress 
nutritionnel qui induirait un changement 
fonctionnel. En effet, cette morphologie 
révèle d’importantes invasions de la zone 
glomérulée par les cellules de la zone 
fasciculée, offrant un réarrangement ana-
tomique efficace pour un fonctionnement 
paracrine. La régulation de la signalisation 
intracellulaire est très dépendante de l’en-
vironnement cellulaire. Les interactions 
intercellulaires impliquent le cytoplasme, 
les seconds messagers et plusieurs protéi-
nes dont l’association très sélective est res-
ponsable de l’orientation de la cellule vers 
une sécrétion de survie.
 L’institution précoce de la metformine 
chez le rat des sables soumis au régime 
standard de laboratoire (T2), corrige les 
désordres métaboliques, améliore et protè-
ge l’aspect ultrastructural des cellules sur-
rénaliennes, sans toutefois retrouver l’état 
normal observé chez l’animal soumis au 
régime naturel à base de plante halophile 
(T1).
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Hans-Gerhard CREUTZFELDT (1885-
1964) acquiert une formation de neuropa-
thologie à Breslau (Pologne) dans le service 
dirigé par le célèbre Alois Alzheimer. Il exa-
mine le cas d’une jeune femme et consigne 
ses observations, en allemand, dans un arti-
cle publié en 1920 dans une revue de neuro-
logie et de psychiatrie, intitulé « A propos 
d’une singulière atteinte du système nerveux 
central, avec formation de foyers de dégéné-
rescence ». Par la suite, il ne publiera rien 
d’autre sur le sujet. Mort en 1964 à peu près 

inconnu, cet article unique fera pourtant sa 
gloire posthume. Alfons Maria JAKOB 
(1884-1931), comme Creutzfeldt, se spécia-
lise en neuropsychiatrie après ses études de 
médecine et bénéficie des avis expérimentés 
de Alois Alzheimer. Dans 3 articles publiés 
en 1921 et 1923, Jakob décrit plusieurs cas 
humains sous le titre général « Sur une ma-
ladie singulière du système nerveux central, 
avec des observations inhabituelles au plan 
anatomique ». Jakob note la ressemblance 
entres ses cas et celui décrit par Creutzfeldt. 
Cependant c’est un autre neurologue alle-
mand , W. Spielmeyer qui fait référence dès 
1922 à la maladie de Creutzfeldt-Jakob. Par 
la suite, les travaux sur ces cas ne vont qua-
siment plus évolués pendant une quarantaine 
d’année. En effet, Jakob, nommé professeur 
de neurologie en 1924 sera un chercheur de 
renommée internationale mais sur d’autres 
maladies comme la sclérose en plaques ou 
l’ataxie de Friedreich et mourra prématuré-
ment en 1931.

LES ENCEPHALOPATHIES SPONGIFORMES HUMAINES : 
CREUTZFELDT, JAKOB ET LES AUTRES...

Marion CHETAIL et *Anna BENCSIK
*anna.bencsik@anses.fr
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Il fallut atten-
dre les années 
1960 pour qu’un 
nouveau regard 
soit porté sur les 
encéphalopathies 
spongiformes hu-
maines, avec le 
travail fondateur 
de Daniel Carle-
ton GAJDUSEK 
(1923-2008). Ce 
médecin pédiatre 

américain rejoint un jeune médecin allemand 
Vincent Zigas qui séjournait en Nouvelle-
Guinée depuis 1950. Au cours de sa mission 
médicale et sanitaire visant à aider les po-
pulations locales, Gajdusek avait identifié 
une maladie étrange qui affectait un groupe 
ethnique, les Forés. . L’arrivée de Gajdusek 
en 1957 sera décisive, en une année le tra-
vail effectué est énorme, un « laboratoire » 
est monté sur place, des prélèvements sont 
effectués et envoyés pour analyses en Aus-
tralie et aux Etats Unis. A la fin de l’année, 
les résultats histopathologiques révèlent 
une dégénérescence généralisée du cerveau, 
avec la présence de « plaques », sortes de 
« tâches » inhabituelles particulièrement 
fréquentes dans le cervelet. La structure de 
ces plaques est décrite pour la première fois 
comme étant constituée de fibres organisées 
en rayon autour d’une zone centrale sombre. 
Ces plaques sont différentes des plaques « 
séniles » décrites dans le cerveau de patients 
atteints de la maladie d’Alzheimer. Elles se 
rapprochaient plus de celles décrites dans un 
unique cas de maladie de Creutzfeldt-Jakob 
avec la différence de n’être pas localisées 
dans le cervelet. Gajdusek s’empresse de 
publier plusieurs articles dès la fin de 1957 
dans lesquels il rapporte tous les détails, 

tableau clinique, histopathologie, éléments 
épidémiologique... Les efforts de Gajdusek 
vont se poursuivre par des expériences d’es-
sai de transmission de la maladie, afin de 
pouvoir caractériser une origine potentielle-
ment infectieuse de la maladie. Il est à l’ori-
gine de la dénomination d’encéphalopathie 
spongiforme subaiguë, complété plus tard 
par le qualificatif de transmissible. Ainsi, 
Gajdusek a accompli une avancée scientifi-
que majeure en démontrant que le kuru, le 
nom de cette ESST identifiée en Papouasie-
Nouvelle Guinée, comme pour la maladie de 
Creutzfeldt Jakob, était dus à un agent infec-
tieux. Ceci lui valut l’attribution du prix No-
bel de physiologie et de médecine en 1976. 
Plus récemment, le travail de Gajdusek sur le 
kuru a servi de modèle pour comprendre le 
développement des cas de variant de la ma-
ladie de Creutzfeldt Jakob (vMCJ), la voie 
alimentaire étant la voie de contamination 
identifiée pour ces deux pathologies.

Celui qui occa-
sionnera un nou-
veau bond dans 
les connaissan-
ces dans le do-
maine des ESST 
est Stanley Ben 
P R U S I N E R 
(1942). Au début 
des années 1980, 
les méthodolo-
gies et les techni-
ques d’analyses 

et notamment de purifications avaient fait 
l’objets de progrès majeurs. Bénéficiant de 
ces progrès, ce médecin neurologue et bio-
chimiste américain publia une avalanche 
de données visant à « démasquer » l’agent 
infectieux responsable de ces maladies, et 

Gajdusek

Prusiner
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plus particulièrement « sa nature » et l’af-
faire n’était pas mince ! En effet en 1982, 
il publie l’hypothèse selon laquelle l’agent 
infectieux est une protéine. En purifiant des 
extraits de cerveaux de hamsters infectés par 
des cas de tremblante, il put mettre en évi-
dence les caractéristiques de ces « virus » de 
nature protéique, ne contenant aucune trace 
d’acide nucléique : résistance à la chaleur, 
résistance à l’action des désoxyribonuclé-
ases et ribonucléases, (censées détruire les 
acides nucléiques), résistance à l’urée, qui 
dénature les protéines. Pour désigner ces 
agents infectieux particuliers, il introduit 
alors le terme de prion pour proteinaceous 
infectious particle qui désigne ainsi une 
protéine infectieuse. Grâce à ces mêmes ex-
traits, la protéine a été séquencée, permettant 
la réalisation de sondes nucléiques dans le 
but de marquer le gène codant pour la pro-
téine prion. Les résultats ont alors révélé 

que le gène était présent chez les individus 
atteints et non atteint ; la protéine prion est 
donc une protéine physiologique cellulaire. 
La forme pathologique se distingue de la 
forme normale uniquement sur sa conforma-
tion, plus riches en feuillet béta, elle possède 
des propriétés d’agréabilité et d’insolubilité 
à l’origine de sa résistance à de nombreux 
facteurs dont la digestion enzymatique. Pru-
siner fut très controversé à ses débuts, car 
ses hypothèses allaient à l’encontre de tou-
tes les idées établies à savoir que les agents 
infectieux étaient nécessairement porteurs 
d’acide ribonucléique comme pour tous les 
virus, bactéries ou parasites. Ces recher-
ches expérimentales basées sur l’étude de la 
tremblante ont bien entendus été étendues 
à la maladie de Creutzfeldt Jakob. Tous ses 
travaux ont été récompensés, en 1997, par 
l’attribution du Prix Nobel de physiologie et 
de médecine.
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RESUME
 L’étude des souches d’agents infec-
tieux responsables des maladies à prions 
telles que l’encéphalopathie spongiforme 
bovine (ESB), la tremblante du mouton 
ou la maladie de Creutzfeld Jakob (MCJ), 
repose sur la transmission de la maladie à 
des modèles murins. Plusieurs paramètres 
permettent d’identifier ces souches, par-
ticulièrement l’analyse de l’intensité des 
lésions de spongiose, la distribution céré-
brale et le type de dépôts de protéine prion 
pathologique détectés dans le cerveau des 
souris malades par immunohistochimie ou 
Western blot. Les développements les plus 
récents reposent également sur des distinc-
tions moléculaires, obtenues usuellement 
par des méthodes biochimiques. Notam-
ment sont pris en compte des critères de 

taille des fragments de protéine prion ré-
sistante à une digestion enzymatique (Pr-
Pres) mais aussi la présence de fragments 
additionnels de PrPres. Nous avons intro-
duit et développé une méthode originale 
et sensible, le Paraffin Embedded Tissue 
Blot (PET-Blot), qui permet d’aborder cet 
aspect moléculaire sur des coupes histolo-
giques. En effet, cette méthode permet non 
seulement de visualiser la cartographie 
cérébrale des sites d’accumulation de la 
PrPres mais aussi potentiellement de met-
tre en évidence des fragments de protéines 
prion PrPres de tailles différentes. Nous 
présentons ici le principe et l’application 
de cette approche à l’étude des souches de 
tremblante sur des cerveaux des souris de 
la lignée transgénique TgOvPrP4.
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INTRODUCTION
 Les Encéphalopathies Spongiformes 
Subaiguës Transmissibles (ESST) ou 
maladies à prions sont des maladies neu-
rodégénératives rares (prévalence de 1/1 
000 000 en France pour la maladie de 
Creutzfeldt-Jakob (MCJ)), dont l’issue est 
toujours fatale. Elles affectent aussi bien 
l’Homme (MCJ, Kuru, Insomnie Fatale 
Familiale, syndrome de Gerstmann-Sträus-
sler-Scheinker), que les animaux (trem-
blante des petits ruminants, encéphalopa-
thie spongiforme bovine (ESB), maladie 
du dépérissement chronique des cervidés 
d’Amérique du Nord). Ces pathologies 
sont caractérisées par une longue période 
d’incubation (plusieurs années voire plu-
sieurs dizaines d’années). La nature exacte 
de l’agent infectieux responsable n’est pas 
encore totalement déterminée, mais les 
ESST sont toujours associées à la présence 
d’une protéine physiologique de confor-
mation anormale : la protéine prion patho-
logique (PrPsc, sc pour scrapie, tremblante 
en anglais) représente tout ou partie de 
l’agent infectieux.
 Sur le plan histologique, les ESST 
sont caractérisées par une vacuolisation du 
tissu cérébral, une prolifération d’astrocy-
tes (Figures 1 A&B), une accumulation de 
PrPsc (Figures 1 C-F) et parfois une mort 
neuronale. Cette protéine qui s’accumule 
majoritairement dans le système nerveux 
central (SNC) représente donc, à ce jour, le 
marqueur le plus spécifique pour identifier 
ces pathologies. De façon remarquable, 
l’étude de la protéine prion pathologique 
a pris une importance considérable car elle 
permet également d’appréhender la notion 
de souche, c’est à dire de distinguer diffé-

rentes familles de prions qui peuvent exis-
ter au sein d’une même espèce.
 Les années 90 sont associées à une cri-
se sanitaire liée à une recrudescence de cas 
de maladies à prions. La découverte des 1er 

cas d’ESB et l’apparition quasi conjointe 
(10 ans plus tard) d’une nouvelle forme de 
MCJ, ont suscité des recherches visant à 
étudier leurs origines respectives. Les ex-
périmentations de transmission à la souris 
ont permis de conclure à l’identité unique 
de la souche d’agent infectieux responsa-
ble de ces 2 formes de maladies (2). Le ca-
ractère transmissible à l’Homme ayant été 
démontré, il a été primordial et indispen-
sable d’étudier plus systématiquement les 
souches responsables de ces pathologies. 
 Dans ce contexte, au laboratoire de 
Lyon, l’étude et la caractérisation des sou-
ches responsables des maladies à prions 
animales sont au cœur des travaux depuis 
bientôt 20 ans. La caractérisation des sou-
ches se fait essentiellement par des études 
de transmission à la souris de lignées sau-
vage ou transgénique. Différents critères 
sont étudiés : les signes cliniques, la pério-
de d’incubation de la maladie (délais entre 
la date d’inoculation et la date d’euthana-
sie), le profil lésionnel qui résume la distri-
bution et l’intensité des lésions de vacuo-
lisation dans des sites neuro-anatomiques 
de référence (3). Le profil lésionnel carac-
térise une souche donnée dans une lignée 
de souris donnée. La distribution cérébrale 
et la nature des dépôts de la PrP pathologi-
que, établies par immunohistochimie, sont 
également d’autres paramètres étudiés (Fi-
gures 1C-F). Plus récemment, l’introduc-
tion de la méthode du Paraffin Embedded 
Tissue-Blot (PET-Blot), permettant de vi-
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Figures 1 : A. Illustration de lésions de vacuolisation dans l’hippocampe d’une souris infectée par une souche de 
tremblante. H&E. B. Le plus souvent une gliose réactionnelle accompagne les lésions de vacuolisation, elle est 
visualisée par immunohistochimie de la GFAP. C. Dépôts en amas amyloïdes de PrP pathologiques. D. Dépôts de 
PrP pathologiques en grains fins dans le parenchyme cérébral. E. Dépôts de PrP pathologiques le long de prolonge-
ments nerveux. F. Dépôts intra-cytoplasmiques de PrP pathologiques dans le corps cellulaire et les prolongements 
de neurones. G. Résultat d’analyses par PET-Blot de la distribution cérébrale de PrPres (dépôts foncés) dans le 
cerveau de souris infectées.
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sualiser in situ la protéine prion pathologi-
que sous sa forme résistante à la digestion 
enzymatique (PrPres) (Figure 1G) a repré-
senté une avancée remarquable et consti-
tue un outil complémentaire de choix dans 
ces études (4). Ces dernières années, la 
multiplication des analyses biochimiques 
a permis de révéler des moyens de distin-
guer, de façon plus fine encore, les diverses 
souches d’agents prions, révélant notam-
ment l’existence de fragments de PrPres 
de tailles différentes, parfois des fragments 
additionnels propres à certaines souches 
(5). Dans ce contexte scientifique et tech-
nique, il est apparu pertinent de voir s’il 
était possible de mettre en évidence cette 
diversité moléculaire in situ, en dévelop-
pant une approche nouvelle de « PET-Blot 
épitopique », c’est-à-dire en introduisant 
l’utilisation d’une large gamme d’anti-
corps reconnaissant différents épitopes de 
la protéine prion. Ainsi, il devrait être pos-
sible de mettre en évidence non seulement 
la distribution de la PrPres dans le cerveau 
des souris malades mais aussi de visuali-
ser des fragments de PrPres de taille dif-
férente en fonction des souches étudiées. 
Le présent article repose sur les acquis 
d’un précédent travail publié dans la revue 
de l’AFH (6), dans lequel deux anticorps 
avaient été utilisés pour caractériser des 
souches de tremblante transmises à un mo-
dèle de souris transgéniques « ovinisées ». 
Dans la présente étude, le principe de l’ap-
proche est décrit et nous démontrons qu’il 
est possible de visualiser distinctement 
des populations de fragments de PrPres de 
tailles différentes, contribuant ainsi à la ca-
ractérisation moléculaire des souches sur 
la base d’études histologiques.

MATERIEL ET METHODES
Animaux et agents infectieux
Plusieurs souches de tremblante (C506M3, 
87V, 79A, 22A, Chandler) ou isolats de 
tremblante provenant directement de mou-
tons malades (CH1641 et CH1641 « like ») 
sont injectés par voie intracérébrale (IC) 
à des souris transgéniques, TgOvPrP4, 
âgées d’environ 4 semaines exprimant uni-
quement la protéine prion ovine (7). Les 
souris sont issues de l’activité d’élevage de 
la plateforme d’expérimentations animales 
de l’Anses de Lyon. Au stade final de la 
maladie (1 à 2 ans après inoculation), les 
cerveaux sont prélevés et fixés dans une 
solution tamponnée de formol 10%, pen-
dant au moins 48h. Toutes ces expériences 
sont menées en conformité avec le Comité 
d’Ethique Régional (CREEA n°98), le Co-
mité d’Ethique Français (décret 87-848) 
et la Directive Européenne 86/609/EEC. 
Dans le but de valider nos résultats, des 
cerveaux de moutons (région de l’obex), 
atteints de tremblante, sont utilisés comme 
témoins positifs et les individus sains, com-
me témoins négatifs. De même, des souris 
TgOvPrP4 non inoculées (saines) ainsi que 
des souris KO pour le gène de la protéine 
prion (PrP) murine sont utilisées comme 
témoins négatifs. Pour la caractérisation 
de ces diverses souches de tremblante, plu-
sieurs anticorps anti-prion reconnaissant 
différents épitopes de la protéine prion 
sont utilisés (Tableau 1 et Figure 2). 

Préparation des membranes
 Les cerveaux fixés sont recoupés macros-
copiquement en cinq sections coronales 
standardisées, à l’aide d’une matrice en 
acrylique, afin d’assurer le caractère repro-
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Figures 2 : Représentation schématique de la protéine prion humaine. Les séquences peptidiques reconnues par les 
différents anticorps sont représentées sur le schéma (A) ou selon une représentation linéaire (B).

  

  
Tableau  1  :  Liste  des  différents  anticorps  monoclonaux  produits  chez  la  souris  utilisés  dans  le  

cadre  du  PET-­Blot  épitopique.  

  

  

  

  

  

  

  

Anticorps  primaires,  fournisseur   Séquence  peptidique  ovine  reconnue  

SAF32,    SPI  bio   59-­89  

12B2,  offert  par  Jan  Langeveldt  

Central  Vet.  Institute  Wageningen,  Pays  Bas  
93-­97  

Bar233,  offert  par  Jacques  Grassi  CEA,  France   144-­155  

Sha31,  Bertin  Pharma   148-­155  

SAF84,  SPI  bio   167-­172  
Tableau 1 : Liste des différents anticorps monoclonaux produits chez la souris utilisés dans le cadre du PET-Blot épitopique.
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ductible des coupes frontales. Puis, sous 
une hotte chimique, les prélèvements sont 
plongés dans un bain d’acide formique à 
99% pendant 1h à température ambiante 
(TA), afin d’inactiver le pouvoir infectieux 
de l’agent prion. Les cerveaux sont ensuite 
inclus en paraffine à l’aide d’un automate 
(Excelsior, Thermo Electron). A partir de 
ces blocs, des coupes de paraffine de 5 µm 
d’épaisseur sont directement récupérées 
sur des membranes de nitrocellulose en 
vue d’effectuer des analyses par PET-Blot. 
Elles sèchent 1h à l’étuve, à 55°C, afin de 
favoriser l’adhésion des coupes de tissu à 
la membrane. Dans ces conditions, elles 
peuvent être conservées à plat, à l’abri de 
la lumière et de la poussière jusqu’à leur 
utilisation, et même pendant plusieurs an-
nées. 

Paraffin Embedded Tissue-Blot
(PET-Blot)
Les membranes sont d’abord déparaffi-
nées à l’aide de bains de Clearify, subs-
tituant non toxique et inodore du xylène, 

préchauffé à 40°C, à raison de 2 bains de 
10 min, suivi de 2 bains de 10 min d’iso-
propanol 100°. Les membranes sèchent 
ensuite à plat pendant une nuit à TA (Fi-
gure 3A). Les membranes à analyser sont 
réhydratées avec du TBST tiède (Tampon 
Tris salin + Tween : 10mM Tris-HCl, pH 
7.8, 100mM NaCl ; 0.05%Tween 20) pen-
dant 10 min. Par la suite, toutes les étapes 
se déroulent dans des tubes, dans un four à 
hybridation à rotation, selon le protocole 
déjà décrit dans un précédent article pu-
blié dans la revue de l’AFH (6) (Figures 
3 B&C). Une première étape consiste à 
effectuer une digestion enzymatique afin 
d’éliminer toutes les protéines sensibles 
à la protéinase K (PK) comme la PrPc. 
La PK est utilisée à une concentration de 
250µg/ml, pendant 6h, à 55°C, en présen-
ce d’un tampon (TBST + 0.1% de poly-
oxyethylenglycol dodecyl ether (Brij 35)). 
Dans ces conditions, seuls les fragments de 
PrP résistants à cette digestion enzymati-
que subsistent c’est-à-dire la PrPres. Après 
rinçage au TBST, la PrPres est dénaturée 

A   B   C   D  

Figures 3 : Principales étapes du Pet-Blot A. Recueil des coupes sur membranes de nitro-cellulose, B. Déparaf-
finage en tube, C. Digestion enzymatique, dénaturation et détection immunochimique à l’aide d’un four à hybri-
dation, D. La présence de PrPres est révélée in situ par le dépôt de chromogènes (NBT-BCIP) de couleur bleu 
foncé. 
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à l’aide d’une solution de thiocyanate de 
guanidium 3M, pendant 10 min à TA, per-
mettant de démasquer certains sites antigé-
niques. Plusieurs rinçages sont effectués 
avant d’ajouter l’anticorps primaire, dilué 
dans la solution de blocage (TBST + lait en 
poudre 0.2%) laissé en contact pendant une 
nuit à TA. L’anticorps secondaire (1/500) 
couplé à la phosphatase alcaline est ensuite 
mis en contact des membranes pendant 1h 
à 37°C, après avoir effectué au préalable 
des lavages au TBST. Les membranes, rin-
cées à TA, sont ensuite plongées dans du 
Tris amino, NaCl 5M, MgCl2 1M, (NTM) 
tampon alcalin (pH 9,5), à raison de 2 
bains de 5 min, afin d’être dans des condi-
tions de pH optimales pour la phosphatase 
alcaline. Pour terminer, la révélation se fait 
à l’aide de Nitroblue tetrazolium/5-bromo 
4-chloro 3-indolyl phosphate (NBT/BCIP) 
(Kit Vector Laboratories) : substrat de la 
phosphatase alcaline, pendant 20-30 min. 
Les dépôts spécifiques sont de couleurs 
bleue/noire (Figure 3 D). Afin d’arrêter la 
révélation, les membranes sont plongées 
dans de l’eau ultra-pure. Une fois sèches, 
elles sont mises sous plaques de verre pour 
permettre la capture d’image réalisée à 
l’aide d’un stéréomicroscope (Olympus) 
couplé à une station d’analyse d’images 
(logiciel Explora Nova Mosaïc).

RESULTATS ET DISCUSSION
 Le développement du PET-Blot épi-
topique initié récemment dans le labora-
toire a pour but de contribuer à l’étude de 
la caractérisation des souches des agents 
infectieux responsables des maladies à 
prions (6, 8). L’introduction de nouveaux 
anticorps reconnaissant différents épito-

pes de la protéine prion devrait permettre 
de mettre en évidence des fragments de 
PrPres de tailles différentes. En effet, des 
études biochimiques antérieures ont pu 
démontré l’existence d’une plus ou moins 
grande sensibilité des souches à une diges-
tion enzymatique à l’aide de protéinase K, 
se traduisant par l’existence de bandes de 
Western blot de tailles différentes en fonc-
tion des souches (5).
Le premier objectif de ce travail a été 
d’établir une liste « utile » d’anticorps di-
rigés contre des régions différentes de la 
protéine prion et déterminer les conditions 
optimales de leur application dans le pro-
tocole du PET-Blot. Les sites reconnus par 
les différents anticorps sont schématisés 
dans les figures 2.

Validations et contrôles
Les contrôles et les validations du PET-
Blot épitopique ont fait l’objet du travail 
précédemment rapporté dans la revue de 
l’AFH. Ces contrôles sont nécessaires pour 
valider tout résultat obtenu. Les cerveaux 
de souris KO, dépourvues du gène prnp 
codant pour la PrP, servent de témoin né-
gatif. Grâce à ce modèle, il est impossible 
d’observer de la PrP qu’elle soit cellulaire 
ou pathologique. Si un marquage est visi-
ble, celui-ci n’est pas spécifique (Figure 
4A). Les cerveaux de souris TgOvPrP4 
saines, non inoculées servent également de 
témoin négatif. L’absence de signal montre 
la spécificité de mise en évidence de la Pr-
Pres (Figure 4B).
Des cerveaux d’ovins atteints et non at-
teints de tremblante ont également servi de 
témoins positif et négatif lors des analyses 
en PET-Blot pour valider le bon déroule-
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ment du protocole (contrôle interne) et 
permettre de détecter toute anomalie, com-
me par exemple un problème de réactifs 
défectueux. Ces cerveaux témoins nous 
ont également permis de vérifier si les an-
ticorps anti-prion habituellement utilisés 

en Western blot sur le tissu cérébral ovin 
étaient aussi adaptés à un usage en PET-
Blot, comme l’illustre les figures 5.
Dans le cadre de l’optimisation de l’ap-
proche, deux anticorps secondaires ont été 
testés pour chaque anticorps primaire. En 
dépit de cela, l’anticorps anti-prion Bar233 
n’a pas donné de résultats sensibles et re-
productibles. Cette interprétation a pu être 
faite par comparaison des données obte-
nues à l’aide de l’anticorps Sha31 (9) qui 
reconnaît quasiment la même séquence 
peptidique (respectivement 144-155 et 
148-155) : or les résultats obtenus pour une 
même souche n’ont pas toujours été com-
parables, comme illustré avec les souches 
22A et C506M3 (Figures 6). Au-delà d’une 
utilisation en PET-Blot, cette constatation 
rejoint des observations similaires faites 
dans le cadre d’une application en Western 
blot. Les résultats obtenus avec Bar233 ont 
donc été écartés de l’interprétation de la 
caractérisation des souches. 
L’introduction de l’anticorps 12B2 nous a 
permis de revenir sur des données acqui-
ses à l’aide de l’anticorps P4 reconnais-
sant quasiment la même séquence (93-99 
contre 93-97 pour 12B2), rapportées dans 
notre précédent article publié dans la revue 
de l’AFH (6). D’une façon générale, l’anti-

Figures 4 : Vérifications de la spécificité de la distri-
bution cérébrale de PrPres par l’analyse de cerveaux 
contrôles. A. cerveau de souris KO et B. cerveau de 
souris TgOvPrP4 saine. Aucun dépôt n’est détecté 
après analyse par PET-Blot (SAF84 1/1000).

A  

B  

SAF84  Bar233   Sha31  12B2  SAF32  

Séquence  de  la  PrP  

Intensité  du  signal  

Ac  primaire  

                  59-­89                                                              93-­97                                                        144-­155                                        148-­155                                              167-­172  

              ++                                                                +                                                                  +                                                                      ++                                                          +++    

PET-­Blot    
Cerveau  mouton  

Positif  (P)  /  Négatif  (N)  

Figures 5 : Résultats d’analyse en PET-Blot de cerveaux de moutons sains (N) et atteints (P) de tremblante à l’aide 
des différents anticorps anti-prion.



-93-

corps 12B2 semble permettre une meilleu-
re détection que P4, cependant 12B2 ré-
vèle des taux de marquage de la PrPres qui 
restent faibles comparativement aux autres 
anticorps, en particulier SAF84. 
L’anticorps Sha31 apparaît être le plus 
sensible si l’on considère le taux de dilu-
tion appliqué (le plus important, 1/3000 
comparativement aux autres anticorps pri-
maires utilisés à 1/1000). Cependant en 
fonction des souches, l’intensité des mar-
quages varie fortement. Une explication 
possible de cette observation pourrait se 
trouver dans le démasquage antigénique 
qui pourrait ne pas être adapté pour certai-
nes souches. En effet, la conformation tri-
dimensionnelle n’est pas identique d’une 

souche à l’autre et en conséquence ceci 
pourrait influer sur l’accessibilité du site 
antigénique reconnu par Sha31. L’étude de 
l’effet de la concentration de thiocyanate 
de guanidium par exemple pourrait confir-
mer ou non cette hypothèse. Les anticorps 
SAF32 et SAF84, utilisés tous deux à la 
dilution 1/1000, ont également une très 
bonne sensibilité. De façon remarquable, 
leur distribution neuro-anatomique est le 
plus souvent comparable. La très bonne 
intensité de signal obtenu à l’aide de l’an-
ticorps SAF32 résulte vraisemblablement 
de la possibilité que l’anticorps puisse se 
fixer sur chacune des répétitions de l’octa-
peptide (Figures 2).

Figures 6 : Analyses par PET Blot des souches 22A et C506M3 illustrant l’irrégularité des résultats obtenus à 
l’aide de l’anticorps Bar233 comparativement à Sha31 qui reconnait une séquence peptidique équivalente.

C506M3  
Sha31  Bar233  

22A  
Sha31  Bar233    
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Applications à l’étude des souches
 En dehors de l’anticorps Bar233 et 
même si l’application de l’anticorps Sha31 
pourrait nécessiter des tests additionnels, 
nous avons appliqués la démarche d’un 
PET-Blot épitopique à l’aide des protocoles 
validés aux souches transmises au modèle 
de souris TgOvPrP4. Nous avons pu ainsi 
identifier des différences entre souches. A 
titre d’exemple nous illustrons ci-après les 
résultats obtenus pour la souche 22A com-
parativement à la souche « CH1641-like ». 
Pour chacune de ces souches les résultats 
d’analyses sont illustrés de la même façon : 
en haut une barre horizontale schématise 

les épitopes de la protéine prion détectés 
par les différents anticorps et une inten-
sité de signal est indiquée selon le code 
suivant : - négatif, + : faiblement positif, 
++ : positif, +++ : fortement positif. En 
dessous, issus directement des membranes 
de PET-Blot, sont présentés quatre niveaux 
de coupes de cerveaux de souris disposés 
verticalement orientés du haut vers le bas 
suivant un axe antéro-postérieur. A droite 
une représentation schématique permet de 
situer quelques repères neuro-anatomiques 
clés. Ainsi pour la souche 22 A (Figure 7), 
quel que soit l’anticorps utilisé, les régions 
marquées sont identiques même si l’inten-

          +++                                    +++                       ++                                         +++  

SAF84  12B2   Sha31  SAF32  

Souche  22A  

Figures 7 : Application du PET-Blot épitopique à la souche 22A transmise à la souris TgOvPrP4. Cx : cortex, S : 
septum, St : striatum, bdB: bande diagonale de Broca, Hip: hippocampe, Th: thalamus, Hyp: hypothalamus, C: 
collicules, Mes: mésencéphale, Ct: cervelet, Tc : tronc cérébral.
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sité du signal varie, notamment pour Sha31. 
La bande diagonale de Broca, le striatum, 
l’habenula, l’hypothalamus, la substance 
grise périaqueducale, le mésencéphale et le 
tronc cérébral correspondent à ces zones. 
Ces résultats suggèrent que les fragments 
de PrPres sont longs (toute la longueur est 
identifiée par les différents anticorps), la 
taille de la PrPres accumulée parait alors 
grande et homogène à l’échelle du cerveau 
entier ; l’interprétation plausible est donc 
que la souche 22A conduirait à l’accumu-
lation de fragments de protéine prion très 
résistants à la PK. Dans le cas de la sou-
che « CH1641-like » (Figure 8), aucun si-
gnal n’est observé pour l’anticorps 12B2. 
L’anticorps Sha31 détecte de la PrPres 

dans le thalamus et le tronc cérébral. Les 
mêmes régions sont marquées avec l’anti-
corps SAF84 mais avec une intensité plus 
grande et dans des régions additionnelles : 
striatum, septum, cortex et mésencéphale. 
L’anticorps SAF32 indique une répartition 
semblable à SAF84. Le différentiel de dis-
tribution observé suggère l’existence de 
trois populations de fragments de PrPres 
de taille différente qui pourront être étu-
diés de façon fine et notamment à partir de 
dissections faites dans ces régions cérébra-
les, par western blot ou d’autres techniques 
séparatives. Les résultats laissent penser 
que la souche « CH1641-like » est sensible 
à la PK dans la région peptidique reconnue 
par 12B2.

          ++                                              -­               ++                             +++  

Souche  «  CH1641-­like  »  

Sha31  12B2     SAF84  SAF32  

Figures 8 : Application du PET-Blot épitopique à la souche « CH1641-like » transmise à la souris TgOvPrP4.
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 Les résultats obtenus confirment l’inté-
rêt du PET-Blot différentiel dans la carac-
térisation de souches et plus particulière-
ment dans l’étude de la distribution de la 
PrPres in situ. En effet, l’étude de l’inten-
sité de marquage pour un même anticorps, 
comme l’étude des régions dans lesquel-
les s’accumule la protéine prion montrent 
des différences notables qui permettent 
de distinguer les différentes souches entre 
elles. Elles se caractérisent par un ciblage 
reproductible de régions cérébrales préci-
ses. L’introduction de différents anticorps 
reconnaissant différents épitopes de la pro-
téine prion nous permet d’accéder à une in-
formation complémentaire. En comparant 
les marquages différentiels, il est possible 
d’en déduire approximativement la taille 
des fragments de PrPres qui s’accumu-
lent dans ces diverses régions cérébrales 
à l’image de ce qui a pu être mis en évi-
dence par IHC différentielles sur des cas 
de tremblantes naturelle et expérimentale 
du mouton (10) . Ainsi, ce critère est dès 
à présent un paramètre supplémentaire 
permettant de distinguer les souches entre 
elles. Dans ce modèle de souris transgéni-
ques, les souches 22A et 79A accumulent 
majoritairement des fragments de PrPres 
de grande taille selon une répartition céré-
brale homogène. En revanche, les souches 
87V et CH1641 accumulent des fragments 
hétérogènes de plus petite taille. 

CONCLUSION
 Le PET-Blot épitopique est une nou-
velle approche conceptuelle. Nous démon-
trons ici que cette méthode est applicable 
avec les anticorps SAF32, 12B2, Sha31 et 
SAF84 et permet de détecter distinctement 
des populations de fragments de PrPres de 
tailles différentes. Des analyses complé-
mentaires à l’aide de techniques sépara-
tives seront nécessaires pour visualiser et 
mesurer plus précisément la taille de ces 
fragments. En attendant, la sensibilité des 
anticorps 12B2 et Sha31 pourrait être amé-
liorée notamment en analysant d’autres 
conditions dénaturantes. Dès à présent, 
nous envisageons également des analyses 
complémentaires par immunohistochimie 
afin de déterminer quels types cellulaires 
accumulent les différents fragments de Pr-
Pres identifiés.
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RESUME
Malgré les progrès réalisés dans le domai-
ne de la recherche sur les aulacodes, les 
pathologies zoonotiques restent toujours 
inconnues. Aucune étude sur les zoonoses 
transmises par ces rongeurs mammifères, 
gibier alimentaire, n’a encore été réalisée. 
Pourtant leur élevage prend de plus en plus 
de l’ampleur pour la consommation de sa 
viande. Les pathologies zoonotiques des 
rongeurs notamment celles liées aux Han-
tavirus sont émergentes dans le monde. La 
mise en place d’une technique de prélève-
ment d’échantillons pour le diagnostic mo-
léculaire s’avère nécessaire pour élucider 
et identifier les facteurs de risque pour les 
éleveurs et les consommateurs. Cette étude 
a été réalisée pour la collecte de plusieurs 
types d’échantillons pour la détection mo-
léculaire par RT-PCR et de séquençage. Au 
total, 177 échantillons ont été prélevés sur 

six différents sites dans le District d’Abi-
djan. La bio-collection des échantillons 
d’aulacodes contribuera à la caractérisation 
moléculaire des pathologies de ce rongeur, 
en particulier la détection des Hantavirus 
et le séquençage des souches identifiées.
Mots clés : Aulacode, élevage, zoonose, 
Hantavirus, RT-PCR, bio-collection.

INTRODUCTION
Les Hantavirus, responsables de zoonoses 
virales, appartiennent à la famille des Bu-
nyaviridae (12). Ils provoquent une infec-
tion asymptomatique chez les rongeurs et 
sont responsables des fièvres hémorragi-
ques à syndrome rénal (FSPH) ou des fiè-
vres hémorragiques à syndrome pulmonai-
re (HPS) et de la néphropathie épidémique 
chez l’homme.
Les émergences à Hantavirus sont rappor-
tées dans plusieurs pays principalement en 
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Asie et en Europe. Chaque année 150000 
à 200000 patients sont hospitalisés dans 
le monde, la plupart des cas survenant en 
Asie (Figure 1, OMS, 2010).
En Afrique, les fièvres hémorragiques sont 
sous-estimées à cause des symptômes si-
milaires au paludisme et aux ictères fébri-
les.
Le génome des Hantavirus est constitué de 
trois segments d’ARN simple brin de pola-
rité négative, appelés selon leur taille rela-
tive L (large), M (moyen) et S (petit) (3). 
La transmission des Hantavirus à l’homme 
se fait par contact direct avec les rongeurs 
infectés, ou par inhalation de poussières et 
aérosols contenant les éléments infectieux 
provenant des excrétions des rongeurs (2, 
Figure 2). Deux grandes familles rassem-
blent les rongeurs vecteurs d’Hantavi-
rus: la famille des Murinae (sous-famille 
des Murinae) et la famille des Cricetidae 
(sous-famille des Arvicolinae, sous-fa-
mille des Sigmodontinae et la sous-famille 
des Neotominae).

En Afrique, la propagation des Hantavirus 
est peu ou mal connue (3, 13). Mais plu-
sieurs enquêtes ont suggéré la présence des 
pathologies liées aux Hantavirus dans les 
zones de l’ouest et du centre (10).
Des souches de Hantavirus ont été identi-
fiées chez les rongeurs sauvages en Guinée 
(7, 8) et en Côte d’Ivoire (6). Cependant 
aucune étude n’a été réalisée concernant la 
présence des Hantavirus chez les rongeurs 
d’élevage notamment l’aulacode (Thryo-
nomys swinderianus, Figure 3). Les patho-
logies zoonotiques sont en émergence, et 
l’élevage en Côte d’Ivoire des rongeurs est 
en croissance. L’aulacode est très apprécié 
pour ses qualités organoleptiques. Même 
ces fèces prélevées directement dans le 
tractus digestif (dans l’intestin et le cae-
cum) servent à l’assaisonnement des sau-
ces dans certaines cuisines ouest-africai-
nes (9, 4). Cependant en tant que rongeur 
sauvage et gibier alimentaire, ils peuvent 
héberger et transmettre des infections les 
plus fatales à l’homme et constituent ainsi 

Figure 1 : Carte de distribution de Hantavirus dans le monde (OMS, 2010).

  

  :  Les  deux  types  de  PCR.  

Une  phase   Deux  phases  

Sonde  et  Amorces   Amorces  

50-­150  bp   100-­2000  bp  

2  h   2-­3  jours  

Courbe  de  fluorescence  en  

temps  réel  

Electrophorèse  et  Hybridation  

100-­10.000  fois   Moyenne  ou  inférieure  

96  Analyses   20-­30  Analyses  

Quantificatif   Qualitatif  

.  Carte  de  distribution  des  Hantavirus  dans  le  monde  (OMS,  2010).    
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une menace pour la santé publique, d’où 
l’importance et l’urgence de cette étude.
Aussi, cette étude a pour objet de consti-
tuer une bio-collection de prélèvements 
des rongeurs d’élevage et sauvages desti-
née à l’identification moléculaire des pa-
thologies de ces rongeurs et en particulier 
la détection des infections à Hantavirus.

Prélèvement des organes
Le prélèvement post-mortem s’est fait sur 
les aulacodes d’élevage apparemment sains 
(Figure 3), issus de la ferme expérimentale 
de l’UAA et de trois (3) fermes en milieu 
réel à Abidjan et sur les aulacodes gibiers, 
vendus sur les marchés publics d’Abidjan. 
Les animaux ont été disséqués au labora-
toire sur une table de dissection à surface 
stérile. Le tube digestif a été retiré et la 
dissection des organes a été faite selon le 
protocole établi pour les petits mammifè-
res. Les organes (poumon, rate, rein, foie) 
ont été placés chacun dans un tube stérile 
contenant 2 ml de solution saline PBS (1X) 
et déposés dans une glacière. Une portion 
de 3 cm de colon descendant vidé des sel-
les a été aussi prélevée. Cette opération de 
prélèvement d’organe a été exécutée dans 

  Cycle  de  transmission  des  Hantavirus  (Source:  American  Museum  of  Natural  
History,  http://www.sdnhm.org/archive/fieldguide/zoonoses/hantavirus.html)  

  

  

.  Aulacode  ( ).  

  

Figure 3 : Aulacode (Thryonomis swinderianus).

  Cycle  de  transmission  des  Hantavirus  (Source:  American  Museum  of  Natural  
History,  http://www.sdnhm.org/archive/fieldguide/zoonoses/hantavirus.html)  

  

  

.  Aulacode  ( ).  

  

Figure 2 : Cycle de transmission des Hantavirus (Source: American Museum of Natural History,
http://www.sdnhm.org/archive/fieldguide/zoonoses/hantavirus.html).
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le strict respect des règles de biosécurité. 
Les organes ont été conservés à-20°C.

Prélèvement des selles d’aulacode
Pendant 2 jours dans chaque ferme, 5-10 
g de fèces fraîches dans chaque enclos ont 
été prélevés à l’aide d’une pincette, mis 
dans des tubes stériles et placer dans une 
glacière.
Apres ajout de 2-5 ml de PBS (1X) stérile 
sous la hotte, les fèces sont mélangées, 
homogénéisée, et la solution centrifugée à 
5000 tours/min, à la température de 25°C, 
pendant 10 min. Le surnageant a été en-
suite transféré dans des tubes stériles, dis-
tribué en plusieurs aliquots de 500 µl et 
conservés à -20°C avant l’extraction de 
l’ARN génomique.

Extraction génomique de l’ARN viral
L’extraction de l’ARN total est faite selon 
le protocole Phenol-Chloroforme à partir 
de 450 µl du surnageant de chaque échan-
tillon auquel ont été ajouté 50 µl d’Acétate 
de Sodium 1M contenant 1% de Dodecyl 
Sulfate de Sodium (SDS). La solution mé-
lange est incubée pendant 15 min à 37°C. 
A cette solution sont ajoutés 500 µl de Phé-
nol/ Chloroforme-isoamylique (25-24-1) 
et le mélange est incubé à 56°C, pendant 
15 min. Après une centrifugation durant 
3 min à 12000 tours/min à la température 
ambiante, le surnageant de la phase supé-
rieure contenant l’ARN est prélevé et mis 
dans de nouveaux tubes eppendorf. Un vo-
lume de 250 µl de Phénol/Chloroforme est 
ajouté à la phase supérieure et la solution 
est mélangée pendant 5 min. Les tubes sont 
centrifugés pendant 3 min à 12000 tours/
min. Le surnageant est récupéré dans de 

nouveaux tubes et mélangé à 40 µl d’Acé-
tate de Sodium 1M et 1 ml d’éthanol 96%. 
La solution est mélangée délicatement par 
retournement des tubes pendant 5 min puis 
incubée à -20°C pendant 24h. Les tubes 
sont centrifugés à 4°C pendant 15 min à 
12000 tours/min puis le surnageant est 
éliminé. Une quantité de 500 µl d’éthanol 
glacé 70% est ajoutée aux culots et l’en-
semble est centrifugé à 12000 tours/ min 
pendant 15 min. Les culots obtenus après 
l’élimination du surnageant sont séchés à 
la température ambiante pendant 10 min et 
suspendus à nouveau dans 40 µl du tampon 
d’élution, puis conservés à -20°C avant 
amplification (Tableau I).

RESULTATS
Collecte des échantillons
Cette étude a permis la collecte de 177 
échantillons soit 88 échantillons de selles 
par les prélèvements directs et 89 échan-
tillons d’organes pour les prélèvements 
post-mortem.
Un effectif de 62 organes (foie, rate, pou-
mons) et de 27 colons a été collecté. La 
diversité des prélèvements dans les diffé-
rentes régions permettra l’analyse histo-
logique et biologique des pathologies de 
l’aulacode selon les fermes, les marchés et 
les régions d’origine des animaux. Les fer-
mes d’élevage ont présenté la totalité des 
prélèvements directs des fèces, mais aucun 
prélèvement d’animaux malades n’a été 
fait dans ces fermes. Les élevages présen-
taient des populations mixtes au sein des 
enclos, ce qui favoriserait la transmission 
des virus respiratoires entre les animaux. 
Les prélèvements directs de selles dans les 
enclos à plusieurs individus sont impor-
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tants et permettent de détecter les patholo-
gies de chaque groupe.
Les organes obtenus par post-mortem 
permettent aussi l’analyse complète des 
animaux ou d’un animal dans un enclos 
correspondant. Les organes provenant des 
animaux capturés par la chasse et vendus 
dans les marchés permettront l’identifica-
tion des pathologies dans l’environnement 
de ce rongeur.

Extraction génomique
Les acides nucléiques extraits par la mé-
thode phénol-chloroforme permettent la 
détection des pathologies des aulacodes et 
la classification moléculaire des rongeurs. 
La technique de phénol-chloroforme per-
met une séparation des acides nucléiques 
et des protéines et donne des résultats sa-
tisfaisants pour la détection moléculaire. 
Cette étude a permis la collecte des acides 
nucléiques pour la détection des infections 
à Hantavirus à partir des selles et des or-
ganes.

Plusieurs études ont démontré l’efficacité 
de l’extraction au phénol chloroforme pour 
l’ADN ou l’ARN total.

DISCUSSION
Les aulacodes constituent en Côte d’ivoire 
une source de protéines appréciée et une 
source de revenu pour les éleveurs (Fan-
todji & Soro, 2004). Cependant les patho-
logies des aulacodes sont peu connues et 
les risques sanitaires dans les fermes d’éle-
vage sont mal contrôlés.
Cette étude a permis la collecte de plu-
sieurs types d’échantillons pour la détec-
tion moléculaire des pathologies de l’aula-
code dans les fermes d’élevage et dans 
l’environnement chez les animaux sauva-
ges capturés par la chasse. La combinaison 
des prélèvements directs et post-mortem 
met en corrélation une éventuelle conta-
mination généralisée groupée au sein d’un 
enclos et une éventuelle contamination in-
dividuelle des rongeurs dans la ferme. Le 
risque de transmission pour les éleveurs 
dans la ferme et pour les consommateurs 

  

  :  Les  deux  types  de  PCR.  

Une  phase   Deux  phases  

Sonde  et  Amorces   Amorces  

50-­150  bp   100-­2000  bp  

2  h   2-­3  jours  

Courbe  de  fluorescence  en  

temps  réel  

Electrophorèse  et  Hybridation  

100-­10.000  fois   Moyenne  ou  inférieure  

96  Analyses   20-­30  Analyses  

Quantificatif   Qualitatif  

.  Carte  de  distribution  des  Hantavirus  dans  le  monde  (OMS,  2010).    

Tableau I : Les deux types de PCR.
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qui achètent les rongeurs pour la consom-
mation alimentaire est également évalué.
La détection moléculaire est la méthode 
de choix pour les Hantavirus. Elle utilise 
la présence de l’ARN viral par l’amplifica-
tion de cibles conservées des fragments L 
et S. Pour les Hantavirus, deux méthodes 
PCR sont le plus exploitées, la RT-PCR et 
la PCR en temps réel. La diversité généti-
que des Hantavirus selon les régions géo-
graphiques et les rongeurs a montré une 
famille de virus encore mal connue. Les 
réservoirs des Hantavirus sont complexes 
car la co-divergence et la contamination 
croisée entre les familles de rongeurs a été 
démontré et a contribué à l’émergence des 
virus Asama virus (ASAV) au Japon chez 
les rongeurs Urotrichus talpoides (1). En 
Afrique, Klempa et al. (2007) ont détecté 
les Hantavirus en Guinée chez les rongeurs 
Crocidura theresae. Les extraits d’ARN ob-
tenus des prélèvements chez les aulacodes 
dans cette étude permettront la détection 
moléculaire des Hantavirus. Les fragments 
L et S sont les séquences les plus utilisées 
pour l’alignement comparatif des séquen-
ces. Le segment S de taille 1839 nucléoti-
des code pour une protéine de 428 acides 
aminés. Par contre le segment L de 6474 
nucléotides contient 6 domaines conservés 
appelés prémotifs A et motifs A-E qui co-
dent pour RNA polymérase des Hantavi-
rus. La RT-PCR de détection utilise cette 
région conservée pour une large sélection. 
La méthode de séquençage des souches 
identifiées permettra l’identification molé-
culaire complète.

La sécrétion des Hantavirus dans les sel-
les constitue le mode de transmission cou-
rant et l’infection des organes respiratoires 
(poumons) a été démontrée dans les études 
antérieures. Kang et al. (5) ont démontré la 
présence des Hantavirus dans les organes 
collectés après plusieurs années dans les 
régions européennes.

CONCLUSION
Les infections à Hantavirus provoquent 
des fièvres hémorragiques à syndromes ré-
naux ou respiratoires de cause fatale, ainsi 
la présence des virus chez les rongeurs né-
cessite une surveillance microbiologique 
importante pour une riposte rapide chez les 
éleveurs et les consommateurs. Cette étude 
contribue à la mise au point des méthodes 
de détection moléculaire et de surveillance 
de la circulation des Hantavirus et des pa-
thologies des rongeurs en Côte d’Ivoire.
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RESUME 
 Dans le contexte de sa recherche pour 
le traitement de l’arthrose, les laboratoires 
GALAPAGOS utilisent le modèle in vivo 
de rat méniscectomisé, qui reproduit la pa-
thologie par érosion du cartilage articulai-
re. Nous testons l’efficacité de molécules 
contre l’arthrose induite chez l’animal se-
lon deux étapes. La première étape consis-
te à évaluer la profondeur et l’étendue de 
l’érosion du cartilage articulaire par semi-
quantification selon la méthode décrite par 
l’OsteoArthritis Research Society Inter-
national (OARSI), considérée comme un 
standard international. Les molécules sé-
lectionnées en première intention par cette 
méthode, sont ensuite évaluées par histo-
morphométrie, grâce à un logiciel d’ana-
lyse d’images développé de façon ad hoc 
(Sis’n Com, France). Ce logiciel permet de 
quantifier, de manière automatisée, l’effet 
des composés sur les différents compar-

timents impliqués dans le remodelage du 
cartilage, que sont la matrice cartilagineu-
se, les chondrocytes et l’os sous-chondral. 

INTRODUCTION 
 L’arthrose causée par la dégénéres-
cence du cartilage articulaire, est une pa-
thologie chronique qui se manifeste par 
des douleurs persistantes aux articulations. 
Trois principales lésions anatomiques sont 
observées dans l’arthrose : l’érosion du 
cartilage articulaire (fissurations, ulcéra-
tions), pouvant conduire à la mise à nu du 
tissu osseux sous-jacent, qui se décalcifie 
et/ou s’épaissit (ostéosclérose sous-chon-
drale), ainsi que la formation d’excroissan-
ces osseuses sur les bords de l’articulation 
(ostéophyte).
Dans notre recherche de molécules dédiées 
au traitement de l’arthrose, notre labora-
toire utilise le modèle in vivo du rat mé-
niscectomisé (MNX), reconnu pour mimer 
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la pathologie humaine (1, 2). L’évaluation 
des molécules est faite par analyse histo-
logique des 2 tissus cibles de l’arthrose : 
le cartilage articulaire et l’os sous-chon-
dral. Les molécules testées sont triées en 
première intention grâce un scoring (ou 
semi-quantification) du cartilage articulai-
re, selon le standard international OARSI 
(3). En deuxième intention, des paramètres 
complémentaires sont quantifiés sur les tis-
sus cibles, par analyse d’images (histomor-
phométrie). Etant donné le nombre impor-
tant d’échantillons à analyser, un logiciel 
d’imagerie a été développé de façon ad 
hoc (Sis’n Com, France). Nous présentons 
dans cette étude les bénéfices apportés par 
ce logiciel d’analyse d’images, qui permet 
la quantification automatisée du cartilage 
articulaire et de l’os sous-chondral. 
 
MATERIEL ET METHODES 
1/ Modèle in vivo d’arthrose 
Des rats mâles Lewis âgés de 3 mois 
(CERJ, France) sont anesthésiés avec un 
mélange de ketamine (40 mg/kg) et de 
xylazine (10 mg/kg) par voie intra-mus-
culaire, en vue de la méniscectomie. Les 
genoux droits sont ensuite rasés et nettoyés 
à l’alcool 70°. La peau du genou droit est 
incisée, de façon à accéder au tendon ro-
tulien, qui sera coupé afin d’accéder à 
l’espace articulaire fémur-tibia. Après une 
résection partielle du ligament médian col-
latéral, le ménisque est sectionné en deux 
parties puis repoussé à l’avant et à l’arrière 
de l’articulation. Le ménisque ainsi sec-
tionné, entraîne une mise en contact du 
fémur avec le tibia, et c’est le frottement 
mécanique de ces deux os qui va engendrer 
l’arthrose. La peau est ensuite suturée avec 

du fil de soie 4-0. Les animaux du groupe 
Sham sont des rats anesthésiés, la peau du 
genou incisée puis refermée.
L’arthrose induite par MNX est par expé-
rience très variable, aussi est-il nécessaire 
d’avoir un nombre important d’animaux 
par groupe (n=20) afin d’obtenir des statis-
tiques significatives. L’étude que nous rap-
portons ici concerne 4 groupes de 20 rats:

(MC) à 0.5%) 

Les rats sont traités quotidiennement par 
gavage, pendant 3 semaines, dès le deuxiè-
me jour suivant la chirurgie, soit avec le 
MC 0.5% seul pour les groupes contrôles 
Sham et MNX, soit avec le composé A ou 
B pour les deux groupes traités. Après sa-
crifice des animaux, les tibias droits sont 
prélevés et fixés pendant 48 h dans du 
formaldéhyde à 3,7% (Labonord). Les os 
sont ensuite coupés, juste en dessous de la 
plaque de croissance, pour ne garder que 
la partie épiphysaire, puis mis à décalcifier 
dans le décalcifiant Osteosoft (Merck) pen-
dant 6 jours, sous agitation, à température 
ambiante. Chaque tibia est ensuite coupé 
longitudinalement en deux parties équiva-
lentes puis remis à décalcifier pendant 24 
heures supplémentaires, avec d’être déshy-
dratés dans un automate (TP1050, Leica). 
Puis les deux moitiés de tibia sont ensuite 
incluses, face à face, dans la paraffine (Fi-
gure 1A). Cette technique permet pour 
chaque coupe, de disposer de deux niveaux 
de tibia différents et donc de multiplier par 
deux les surfaces d’évaluation. Des coupes 
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de 4 µm (Figure 1B) sont collectées sur une 
lame, tous les 200 µm et ce, sur 5 niveaux 
successifs, en partant de la zone centrale 
du tibia vers l’extérieur (Figure 1C). Sur 
chaque lame se trouvent deux coupes suc-
cessives d’un même niveau. Au total les 
10 coupes de chaque tibia représentent 
environ 1.5mm de la largeur du condyle 
(Figure 1C). Elles sont ensuite colorées 
par la safranine O et le vert lumière avec 
l’automate à coloration (Tribune Stainer, 
Labonord), avant leur examen et analyse 
en microscopie optique (Provis, Olympus). 
Un lot de lames est également coloré avec 
le marqueur fluorescent DAPI (Vector) 
de l’Acide DésoxyriboNucléique (ADN), 

pour la quantification des chondrocytes. A 
raison de 6 lames par animal, le nombre de 
lames à évaluer est de 6 x 80 = 480 lames 
pour les 4 groupes à analyser.
 
2/ Evaluation du cartilage
par semi-quantification (score OARSI) 
Le cartilage articulaire est évalué selon la 
méthode de scoring OARSI (3). Pour cha-
que coupe de tibia, on affecte au cartilage 
articulaire deux scores : un pour la profon-
deur (grade) et un pour l’étendue (stage) de 
l’érosion du cartilage (Figure 2). Le score 
OARSI est ensuite calculé comme étant le 
produit du grade par le stage (Tableau I). 

Figures 1 : A. Les tibias inclus en paraffine. B. Deux niveaux de coupe en même temps. C. Cinq niveaux de coupes 
étudiés.
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Les analyses statistiques des scores OARSI 
sont faites à partir des médianes des grou-
pes en utilisant le test de Kruskall-Wallis 
(5) suivi d’un test de comparaisons multi-
ples de Dunnett (6). Niveaux de significati-
vité : *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001 vs 
MNX+véhicule. 
 
3/ Evaluation du cartilage par
quantification (Histomorphométrie)
La semi-quantification selon la méthode 
OARSI permet de sélectionner les molécu-
les actives sur la prévention de l’érosion du 
cartilage articulaire. Des paramètres com-
plémentaires sont ensuite mesurés dans le 
but de : 1/ confirmer par la quantification 
l’efficacité des molécules et 2/ d’apporter 
des compléments d’information sur le mé-
canisme d’action. Les mesures histomor-
phométriques du cartilage articulaire sont 
effectuées séquentiellement sur des coupes 
colorées de tibia de rat : 

-
ges des plateaux tibiaux sont capturées 
à l’aide d’une caméra numérique reliée 
au microscope optique. La surface de la 
cavité d’érosion ainsi que l’index de fi-
brillation sont calculés à partir d’images 
prises au microscope optique à l’objectif 
10, l’épaisseur du plateau osseux sous-
chondral ainsi que le volume osseux à 
partir d’images prises au microscope op-

Figure 2 : Plateau médian d’un tibia coloré par la 
safranine O et le vert lumière marquant les protéogly-
cans (rouge) et le collagène (vert). Mesure du grade 
et du stage indiqués par les flèches. 

    

2/  Evaluation  du  cartilage  par  semi-­quantification  (score  OARSI)    

Le  cartilage  articulaire  est  évalué  selon  la  méthode  de  scoring  OARSI  (3).  Pour  chaque  coupe  de  tibia,  on  

affecte  au  cartilage  articulaire  deux   scores   :  un  pour   la  profondeur   (grade)  et  un  pour   l’étendue   (stage)  de  

l’érosion  du  cartilage  (Figure  2).  Le  score  OARSI  est  ensuite  calculé  comme  étant  le  produit  du  grade  par  le  

stage  (Tableau  I).    

  

    

Tableau   I   :  Méthode  d’évaluation   semi-­quantitative  de   l’érosion  du   cartilage   articulaire   selon   la  méthode  

OARSI.  Le   scoring   se   fait   en   lecture  aveugle  par  deux  examinateurs   indépendants.  Les   résultats  des  deux  

lecteurs  sont  ensuite  moyennés  animal  par  animal.    

    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Les  analyses  statistiques  des  scores  OARSI  sont  faites  à  partir  des  médianes  des  groupes  en  utilisant  le  test  

de  Kruskall-­Wallis  (5)  suivi  d’un  test  de  comparaisons  multiples  de  Dunnett  (6).  Niveaux  de  significativité  :  

Grade  =  profondeur  de  l’érosion           Stage  =  étendue  de  l’érosion          

grade  0  :  intact     stage  0  :  intact    

grade  1  :  surface  intacte  et  légère  fibrillation       stage  1  :  <10%    

grade  2  :  surface  discontinue,  fibrillation  superficielle  et  

focale      

stage  2  :  10-­2 %    

grade  3  :  fissures  verticales  et  fibrillation  dans  la  région  

moyenne        

stage  3  :  25-­50%    

grade  4  :  érosion  avec  perte  de  matrice       stage  4  :  >50%    

grade  5  :  dénudation  du  cartilage             

Score  OARSI  =  grade  X  stage      

  

4

Tableau I : Méthode d’évaluation semi-quantitative de l’érosion du cartilage articulaire selon la méthode OARSI. 
Le scoring se fait en lecture aveugle par deux examinateurs indépendants. Les résultats des deux lecteurs sont 
ensuite moyennés animal par animal.
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tique à l’objectif 4 (3) et la densité chon-
drocytaire à partir d’images prises au mi-
croscope à fluorescence à l’objectif 20. 

traitée automatiquement par le logiciel 
qui extrait toutes les régions d’intérêt. En 
effet, sur une coupe colorée avec la safra-
nine O et le vert lumière, le logiciel Sis’n 
Com peut détourer automatiquement la 
zone érodée du cartilage (rouge) (Figure 
3A), le cartilage articulaire (vert) (Figure 
3A, B) ainsi que l’os sous chondral (bleu) 
(Figure 3C). Sur une coupe colorée au 
DAPI, le logiciel détectera automatique-
ment le cartilage articulaire (vert) et les 
chondrocytes (rouge) (Figure 3B).

-
tées sont ensuite vérifiées et corrigées au 
besoin, de façon manuelle par un exami-
nateur.

des images segmentées faite, le système 
donne automatiquement les résultats 
chiffrés pour tous les paramètres. En ef-
fet, à partir des régions délimitées le logi-
ciel mesure automatiquement la surface 
d’érosion, l’index de fibrillation, l’épais-
seur de l’os sous chondral ainsi que le 
nombre de chondrocytes de la surface 
articulaire concernée.

Les analyses statistiques des paramètres 
histomorphométriques sont faites par 
comparaison des moyennes des groupes 
en utilisant le test de Tukey (7). Niveaux 
de significativité: *p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001 vs MNX+véhicule. 
 

Figures 3 : Coupe de la partie épiphysaire du tibia colorée avec la safranine O et le vert lumière A, C ou au DAPI, B.
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RESULTATS ET DISCUSSION 
 L’arthrose induite par la méniscectomie 
chez le rat, s’accompagne de changements 
morphologiques, tels l’érosion du cartilage 
articulaire avec des fibrillations en surface, 
la perte de chondrocytes dans la région 
érodée, ainsi qu’un épaississement de l’os 
sous-chondral (Figures 4). 
Le score OARSI moyen du groupe contrôle 
MNX, traité avec le véhicule est de 12,45 
+ 0,62 (Figure 4A). L’efficacité du com-
posé B, est démontrée par une diminution 
de 29% du score OARSI et est confirmée 
par la diminution de 48% de la surface 
d’érosion mesurée par histomorphométrie 
(Figure 4B). A l’inverse le composé A s’est 
montré inactif, car sans effet majeur sur les 
deux mêmes paramètres (Figures 4A, B).
De plus, le composé B diminue l’index de 
fibrillation de 15% (p<0.05), alors que le 
composé A n’a aucun effet (Figure 4C). Si 
la densité chondrocytaire est similaire pour 
les deux composés A et B, (Figure 4D), il 
est intéressant de noter que tous deux ten-
dent à prévenir l’épaississement de l’os 
sous-chondral induit par la méniscectomie 
(Figure 4E). 
 
Sans remplacer la méthode de scoring 
OARSI, aujourd’hui considérée comme la 
méthode internationale de référence, notre 
méthode quantitative utilisant le logiciel 
d’analyse d’images Sis’n Com, présente 
pour nous de nombreux atouts pour trier 
les composés : 

-
ring sont coûteuses en temps et néces-
sitent une lecture en double aveugle, de 

façon séquentielle, pour s’affranchir au 
maximum de la variabilité inter lecteur. 
L’histomorphométrie par imagerie per-
met à plusieurs lecteurs de travailler en 
parallèle sur les différents paramètres à 
quantifier. En effet, le fait d’acquérir les 
images dans plusieurs dossiers différents, 
permet à autant d’utilisateurs de corriger 
les images en parallèle et non de façon 
séquentielle.

que l’histomorphométrie permet d’obte-
nir une fenêtre de lecture plus large que 
celle offerte par le scoring OARSI. En ef-
fet, le composé B protège le cartilage de 
l’érosion de 48% mesuré par histomor-
phométrie et de 29% évalué par le sco-
ring OARSI. Cette plus grande largeur 
de fenêtre de lecture donne une meilleure 
discrimination des composés testés.

-
tions récoltées sur les différents acteurs 
intervenant dans l’histopathologie de 
l’arthrose (activité cellulaire, remode-
lage du cartilage et de l’os). A efficacité 
équivalente, des molécules sélectionnées 
peuvent être discriminées sur la base de 
ces informations mécanistiques.

CONCLUSION 
La sélection de composés actifs dans un 
modèle in vivo d’arthrose, nécessite des 
outils d’évaluation à la fois robustes, fia-
bles et rapides. A ce titre, le logiciel Sis’n 
Com permet de traiter un nombre d’échan-
tillons important et de discriminer entre 
eux les composés les meilleurs, en fonc-
tion de leur mode d’action.
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Figures 4 : A. Scores OARSI obtenus par la méthode semi quantitative de Pritzker. Les graphes B, C, D et E 
montrent les résultats de la mesure de la surface érodée, de l’index de fibrillation, de la densité chondrocytaire et 
de l’épaisseur de l’os sous-chondral.
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RESUME
 L’étude histologique du cartilage né-
cessite une étape de décalcification après la 
fixation du tissu, dans le but d’obtenir des 
coupes de bonne qualité pour l’observation 
au microscope. La décalcification est une 
étape clef à prendre en considération dans 
les études de ce tissu.
Il existe une multitude de décalcifiants, les 
plus couramment utilisés sont l’acide éthy-
lène diamine tétracétique (EDTA) et les 
polyacides. Ils présentent tous des avanta-
ges et des inconvénients comme par exem-

ple un temps de décalcification trop long, 
la perte de l’intégrité du tissu, la destruc-
tion d’épitopes… Depuis plusieurs années, 
de nouvelles formules commerciales sont 
disponibles, alliant parfois plusieurs types 
de décalcifiants.
Notre étude propose de comparer les effets 
de 5 décalcifiants (EDTA et 4 décalcifiants 
commerciaux) sur le cartilage de genou et 
de disque intervertébral de souris âgées 
de 2 mois. Afin d’évaluer leur compatibi-
lité avec les techniques d’histologie, nous 
avons eu recours à des colorations histo-
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logiques classiques dans l’étude cartilage : 
hématoxyline-éosine-safran (coloration 
topographique), rouge Sirius (organisation 
des fibres de collagènes) et safranine O (ap-
préciation du contenu en protéoglycanes). 
Des techniques d’immunohistochimie et 
d’hybridation in situ ont été réalisées. Pour 
l’immunohistochimie, un marqueur de 
prolifération cellulaire (antigène Ki-67) a 
été étudié afin d’apprécier la préservation 
des épitopes tissulaires et l’intégrité de 
l’os sous-chondral. Pour l’hybridation in 
situ, une sonde spécifique de l’ARNm du 
collagène de type II, caractéristique du car-
tilage, a été utilisée pour évaluer l’intégrité 
des acides ribonucléiques. Enfin, l’analyse 
des modifications de la surface tissulaire a 
été réalisée grâce à la microscopie électro-
nique à balayage (MEB) pour chaque dé-
calcifiant testé.

Mots-clefs : cartilage hyalin, fibrocartila-
ge, décalcification, EDTA.

INTRODUCTION
 L’étude histologique du cartilage peut 
s’avérer délicate lorsque les seuls moyens 
mis à disposition sont l’inclusion dans la 
paraffine de l’échantillon et la coupe de 
celui-ci par un microtome classique. Lors 
du prélèvement, les pièces cartilagineu-
ses sont communément liées aux pièces 
osseuses par la zone d’os sous-chondral, 
d’où une coupe plus difficile liée à la du-
reté de l’échantillon. Il faut alors composer 
avec la diversité des tissus présents dans 
l’échantillon pour s’assurer d’une qualité 
optimale de coupe : A- l’os, tissu calcifié. 
B- le cartilage, tissu avasculaire et non in-
nervé, dont les cellules sont appelées chon-

drocytes. Il contient une couche minérali-
sée en contact avec l’os sous-chondral où 
des chondrocytes hypertrophiques synthé-
tisent une matrice extracellulaire (MEC) 
calcifiée. C- les autres types de tissus ne 
pouvant être éliminés pour éviter la perte 
de structure du prélèvement comme par 
exemple le muscle, le tissu adipeux ou le 
tissu fibreux.

Les chondrocytes synthétisent une matrice 
extracellulaire qui donne à chaque type de 
cartilage ses propriétés mécaniques spé-
cifiques. Il existe trois types de cartilage : 
hyalin (résistance à la compression), fi-
breux (résistance à la traction) et élastique 
(résistance à la déformation). Le cartilage 
articulaire, comme celui de l’articulation 
fémoro-tibiale est de type hyalin, sa MEC 
est composée majoritairement de collagè-
ne de type II. Le fibrocartilage à une MEC 
riche en collagène de types I et II. L’an-
nulus fibrosus des disques intervertébraux 
entourant le nucleus pulposus, est fait de 
cartilage de type fibreux. La MEC du car-
tilage élastique contient du collagène de 
type II et des fibres élastines. Le pavillon 
de l’oreille, par exemple, est fait de cartila-
ge élastique. Dans nos travaux, nous nous 
sommes focalisés sur l’étude du cartilage 
hyalin de l’articulation fémoro-tibiale et 
du fibrocartilage des disques interverté-
braux, qui sont directement en contact avec 
une zone d’ossification sous-chondrale, et 
donc, du tissu osseux. 

En histologie, il est possible de travailler 
sur du tissu non décalcifié, il existe pour 
cela des méthodologies spécifiques. Le mi-
lieu d’inclusion doit être plus dur que la pa-
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raffine et des résines ou plastiques peuvent 
être utilisés comme du méthyl-méthacryla-
te (1, 2). La coupe nécessite des couteaux 
particuliers, comme des couteaux de verre 
ou en carbure de tungstène (3). Cependant, 
les études sont réalisées principalement sur 
de l’os décalcifié, excepté pour le diagnos-
tic de maladies métaboliques osseuses. 

La décalcification est réalisée après la fixa-
tion et avant la déshydratation des échan-
tillons et peut se faire soit par des acides, 
soit par des agents chélateurs. L’utilisation 
d’acides, même en solution tamponnée, 
aura des effets sur la colorabilité des tissus. 
Plus l’acide sera fort et la décalcification 
longue, plus les effets seront prononcés. 
Une sur-décalcification peut provoquer 
une absence totale de coloration nucléaire. 
Il est donc important de suivre régulière-
ment la cinétique de décalcification. Les 
solutions acides de décalcification peuvent 
avoir des pH compris entre 0,5 et 3. Les 
sels de calcium sont solubles à partir d’un 
pH de 4,5 et vont être dissouts et ionisés, 
ce qui permet le maintien de certaines acti-
vités enzymatiques, si la solution acide est 
tamponnée à ce pH. (2) L’acide chlorhy-
drique et l’acide nitrique décalcifient rapi-
dement les tissus, mais le procédé de dé-
calcification doit être suivi régulièrement 
afin d’éviter les artéfacts tissulaires et les 
modifications tinctoriales. Si l’acide chlo-
rhydrique est utilisé après une fixation par 
le formaldéhyde, les échantillons devront 
être rincés abondamment après fixation et 
avant la décalcification. Un composé carci-
nogène, le bis-chlorométhyl éther, peut se 
former par une réaction entre le formaldé-
hyde et l’acide chlorhydrique. (2) L’acide 

formique agit beaucoup plus lentement et 
laisse à l’utilisateur plus de latitude pour 
gérer sa décalcification. Un mélange de 
formaldéhyde et d’acide formique est pos-
sible pour prolonger la fixation et décalci-
fier en même temps. La décalcification par 
des agents chélateurs est beaucoup plus 
douce. Il s’agit de composés organiques 
qui ont la propriété de se lier à certains 
métaux. L’acide éthylène diamine tétracé-
tique (EDTA) est très souvent utilisé. Bien 
qu’il se nomme acide, il n’agit pas comme 
les acides classiques, mais se lie aux ions 
calcium et magnésium. L’EDTA ne se lie 
pas au calcium en dessous de pH 3. Une 
solution à pH 8 donne des conditions de 
liaison optimum, mais ce pH élevé peut en-
dommager certaines protéines. Il est donc 
conseillé de travailler à un pH proche de la 
neutralité (3). L’EDTA lie les ions calcium 
présents sur la couche externe des cristaux 
d’hydroxyapatite et va diminuer progres-
sivement la taille de ces cristaux. Il s’agit 
d’un procédé long qui n’endommage pas 
les tissus ni leur propriété tinctoriale. (2,3) 
C’est également un excellent décalcifiant 
pour les études enzymatique, immunohis-
tochimique et d’hybridation in situ. 

Différentes méthodes permettent d’évaluer 
la décalcification d’un échantillon. Les 
méthodes dites physiques : l’utilisation 
d’une aiguille ou d’une épingle pour es-
timer l’amollissement du tissu, ou encore 
presser l’échantillon entre ses doigts. Ces 
méthodes sont approximatives puisque 
leur évaluation est laissée à l’appréciation 
du manipulateur, et elles peuvent altérer la 
qualité structurale de l’échantillon (trou, 
déformation, etc.). Une autre méthode phy-
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sique bien plus fiable, mais aussi beaucoup 
plus onéreuse et difficile d’accès, est la 
radiographie par rayons X. Les méthodes 
chimiques sont actuellement privilégiées 
aux méthodes physiques car elles sont fa-
ciles à mettre en œuvre et peu coûteuses. 
Leur principe est de récupérer la solution 
de décalcification dans laquelle est im-
mergé l’échantillon, et de vérifier sa teneur 
en ions calcium grâce à des agents préci-
pitants, comme l’oxalate d’ammonium 
utilisé dans les méthodes de Rosen (4) ou 
d’Arnim (5). Il suffit alors de remplacer 
l’ancienne solution de décalcification satu-
rée en calcium par une nouvelle pour pour-
suivre la décalcification de l’échantillon. 
Une cinétique permettant de déterminer le 
point final de décalcification peut alors être 
établie. Une fois la décalcification achevée 
(la solution de décalcification reste lim-
pide), l’échantillon peut alors être déshy-
draté et inclus dans la paraffine.

L’OsteoArthritis Research Society Interna-
tional (OARSI) est une organisation inter-
nationale dont le but est la prévention et le 
traitement de l’arthrose. Le supplément 3 
du volume 18 publié en octobre 2010 de la 
revue « Osteoarthritis and Cartilage » (6), 
comporte une série de recommandations 
concernant l’étude histologique du car-
tilage en fonction de diverses espèces ani-
males: souris, rat, cochon d’Inde, lapin, 
chien… tout ceci afin d’étudier au mieux 
la progression de l’arthrose (7). Pour les 
espèces de petite taille comme la souris, 
différentes solutions de décalcification 
des tissus articulaires sont préconisées : 
10% d’EDTA ou 5% d’acide formique 
(CH2O2) avec évaluation du point final de 

décalcification (8), 20% d’EDTA pendant 
7 jours sous agitation ou 10% de CH2O2 
pendant 48h (9).
La contrainte principale de ces décalcifiants 
est le temps nécessaire à la décalcification 
de l’échantillon pour son exploitation. 
Des solutions commerciales proposent 
une alternative face à cette difficulté, tout 
en garantissant une préservation du prélè-
vement. Pour évaluer les différentes pro-
priétés de décalcifiants en fonction de leur 
composition, nous proposons de comparer 
les effets de 4 décalcifiants commerciaux 
par rapport à l’EDTA sur le cartilage du 
genou et du disque intervertébral de souris 
âgées de 2 mois.

MATÉRIELS ET MÉTHODES

pour la coupe
Les genoux et des séries de vertèbres sont 
prélevés sur des souris C57Bl/6J âgées 
de deux mois. Les échantillons sont fixés 
24h dans du formol 10% tamponné (La-
bonord) (9). La décalcification est réalisée 
sous agitation lente après un rinçage en 
tampon phosphate salin (PBS). Les échan-
tillons ne sont exposés à aucune source de 
chaleur. La vérification du point final de 
décalcification est effectuée par méthode 
chimique en utilisant la méthode d’Arnim 
(LUNA) (5). Brièvement, 5 ml d’hydroxy-
de d’ammonium à 5% et 5 ml d’oxalate 
d’ammonium à 5% sont ajoutés à 5 ml de 
la solution de décalcification où sont plon-
gés les échantillons, puis vortexés vigou-
reusement. Si aucun précipité blanc d’oxa-
late de calcium n’apparaît au bout de 15 
min d’attente, la décalcification est ache-
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vée. Dans le cas contraire, la solution de 
décalcification doit être renouvelée jusqu’à 
validation du processus. Les échantillons 
sont alors rincés abondamment plusieurs 
fois dans du tampon PBS avant de pour-
suivre leur traitement par la déshydratation 
en alcools 70°, 95° et 100°, la clarification 
par le xylène, l’imprégnation et l’inclusion 
dans la paraffine. Les blocs de paraffine 
sont placés sur plaque froide avant d’être 
coupés. Des agents d’amollissement à base 
d’un mélange d’éthanol/acétone (Molli-
fex®, VWR) sont utilisés si les sections 
s’avèrent trop difficiles. Les lames de mi-
crotome utilisées pour la coupe sont de 
type S35p (MMFrance). Des sections co-
ronales d’une épaisseur de 5 µm sont ré-
cupérées puis étalées sur lame Superfrost 
plus® (CML). 

Les décalcifiants utilisés pour cette étude 
sont les suivants :
- Une solution d’EDTA à 10% dilué dans 
l’eau distillée à pH 7.4,
- Le décalcifiant rapide DC3 (Labonord)
- Le MicroDEC (MMFrance) 
- L’OsteoRAL L (RAL diagnostics) 
- Le TBD-2 (Thermo Fisher Scientific) 

La composition et les propriétés de ces 
différents décalcifiants, selon la littérature 
ou les fournisseurs, sont résumées dans le 
tableau I.

pour la microscopie photonique
Les colorations histologiques choisies sont 
adaptées à l’étude du cartilage (8). Elles 
permettent d’évaluer au mieux l’aspect et 

le contenu du tissu, tant au niveau cellu-
laire que de la MEC. 

La coloration hématoxyline-éosine-safran 
(HES) permet d’apprécier l’aspect géné-
ral du tissu. Les noyaux sont colorés en 
violet. Le cytoplasme en rose-rouge et le 
collagène en jaune-orangé. Les lames sont 
déparaffinées et réhydratées (alcools 100°, 
95°, 70° et eau), incubées dans l’héma-
toxyline de Mayer pendant 5 minutes, rin-
cées à l’eau, bleuies par un bain de carbo-
nate de lithium, colorées par une solution 
aqueuse d’éosine à 1% pendant 5 minutes. 
Les coupes sont déshydratées avec les al-
cools 70°, 95° et 100°. Une coloration dans 
une solution de safran alcoolique est réa-
lisée pendant 5 minutes. Les coupes sont 
rincées en alcool 100° puis dans un bain 
de xylène pour finaliser la déshydratation 
avant le montage des lames en milieu or-
ganique (Pertex).

La coloration safranine O / Fast green (SO) 
colore les protéoglycanes en orange-rouge 
et le cytoplasme en gris-vert. Les lames 
sont déparaffinées, réhydratées, puis rin-
cées à l’eau du robinet. Les coupes sont 
ensuite colorées par une solution de fast 
green (FCF) à 0,03 g pour 100 ml pendant 
5 minutes, rincées dans une solution d’aci-
de acétique 1% pendant 15 secondes, puis 
colorées par une solution aqueuse de safra-
nine O 0,1% à pH 5,3 pendant 5 minutes. 
Les coupes sont rincées dans l’alcool 70°, 
puis déshydratées et montées entre lame et 
lamelle avec du Pertex.

Le rouge Sirius (RS) colore les collagènes 
en rouge foncé et le cytoplasme en rose-
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rouge. Après déparaffinage et réhydrata-
tion, les coupes sont incubées 30 minu-
tes dans une solution picro-rouge sirius à 
0,1%. Les coupes sont rincées, déshydra-
tées et montées entre lame et lamelle avec 
du Pertex.

anticorps Ki-67
Les coupes sont déparaffinées puis réhy-
dratées. Les peroxydases endogènes sont 
inhibées par un bain d’eau oxygénée à 3% 
pendant 10 min, puis rincées soigneuse-
ment à l’eau. La restauration antigénique 
est réalisée par une incubation des coupes 
dans un tampon citrate pH 6 à 70°C toute 
la nuit dans un bain-marie. Les coupes sont 
rincées dans du PBS. Un sérum bloquant 
de cheval (kit ImPRESS - Vectastain) est 
ajouté pendant 20 minutes. Un marqueur 
de la prolifération cellulaire, l’anticorps 
anti-Ki-67 (anticorps polyclonal Novocas-
tra – Leica) est dilué au 1/1800ème puis 
incubé une nuit à 4°C. Les coupes sont rin-
cées avec du tampon PBS, l’anticorps se-
condaire couplé à un polymère-peroxydase 
(kit ImmPRESS anti-rabbit Ig - Vectastain) 
est déposé sur les coupes pendant 30 min. 
Après rinçage des lames, le chromogène 
(3-amino-9-ethyl-carbozol ou AEC) est 
ajouté jusqu’à révélation du signal. Les 
coupes sont rincées à l’eau, contre-colo-
rées à l’hématoxyline de Mayer et montées 
en milieu aqueux. Le signal est nucléaire : 
les cellules positives pour l’antigène Ki67 
présentent un noyau coloré en rouge, les 
autres cellules sont bleues.

Après déparaffinage et réhydratation des 

lames, les coupes sont incubées en présen-
ce d’une solution de protéinase K afin de 
digérer les protéines cellulaires, puis fixées 
dans une solution de formol 4% pendant 
10 minutes. Une étape d’acétylation est 
ensuite réalisée pour diminuer le bruit de 
fond, l’acétique anhydre va modifier les 
groupes amines réactifs en groupes amines 
substitués neutres. Après rinçage dans du 
PBS, les coupes sont pré-hybridées dans le 
tampon d’hybridation pendant une heure à 
température ambiante. La sonde utilisée est 
une ribosonde collagène 2 murin marquée 
à la digoxygénine. Elle est diluée à raison 
de 5 ng/µl dans le tampon d’hybridation 
puis dénaturée 10 min à 75°C. La sonde 
est incubée une nuit à 70°C en chambre 
humide. Après des lavages post-hybri-
dation en tampon salin citrate de sodium 
(SSC) (2xSSC + formamide) pendant 1 
heure, l’anticorps anti-digoxygénine cou-
plé à la phosphatase alcaline (Roche) dilué 
au 1/2500ème, est ajouté une nuit à 4°C. 
Après rinçage en tampon Tris-NaCl, le 
chromogène (NBT/BCIP) est déposé sur 
les coupes jusqu’à l’apparition du signal. 
Une légère contre-coloration à la safranine 
est réalisée. Le signal est bleu-violet foncé, 
le fond des coupes est rose pâle.

Les échantillons sont collectés à par-
tir de prélèvements de genoux de souris 
C57Bl/6J. Ils sont fixés dans le glutaraldé-
hyde à 2,5% dans du tampon cacodylate de 
sodium 0,1 M pendant toute une nuit à 4°C, 
puis lavés avec ce même tampon pendant 
10 min. Les échantillons sont décalcifiés 
dans les mêmes conditions que les prélève-
ments pour la microscopie photonique. Ils 
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sont post-fixés dans l’acide osmique (1%) 
à l’abri de la lumière pendant 1h à 4°C. 
Les tissus sont déshydratés dans différents 
bains d’alcool de concentration croissante 
(50°, 70°, 90° et 100°) et séchés au point 
critique avec une solution d’héxaméthyldi-
silazane pendant la nuit. Les échantillons 
sont ensuite collés sur des supports métal-
liques, puis métallisés au palladium (Bal-
Tec, SCD 005), avant d’être observés au 
microscope électronique à balayage (Phi-
lips, XL20). Le témoin est un prélèvement 
n’ayant pas été décalcifié. 

RÉSULTATS ET DISCUSSION

Le temps et l’efficacité de la décalcifica-
tion dépendent de la taille du spécimen 
et de la pénétration du décalcifiant dans 
le tissu. Pour les pièces anatomiques de 

petites tailles, le temps de décalcification 
conseillé avec une solution d’EDTA à 10% 
est en général de 7 jours [9], de 2 à 4h pour 
le DC3 à base d’HCl/EDTA, de 24h pour 
le MicroDEC EDTA, de 5 à 8h pour l’Os-
teoRAL L. Le TBD-2 peut être utilisé 
jusqu’à 48h et même au-delà du point final 
de décalcification. L’argument commercial 
majeur des décalcifiants autres que l’ED-
TA est leur rapidité. Elle est associée à une 
préservation de l’échantillon, en particulier 
les sites antigéniques, pour le MicroDEC 
EDTA, l’OsteoRAL L et le TBD-2. (Don-
nées fournisseurs, tableau I)

En pratique, le temps de décalcification 
pour les genoux ou les vertèbres observé 
dans notre étude était du même ordre, la 
taille des échantillons étant très proche. 
Suite à l’évaluation du point final de décal-
cification, le temps était de : 7 jours pour 

Tableau  I  :  Les  différents  décalcifiants  testés.  

   EDTA  10%  
pH  7,4   DC3   MicroDEC   OsteoRAL  L   TBD2  

Fournisseurs      Labonord   MMFrance   RAL  
Diagnostics  

Thermo  Fisher  
Scientific  

Composition   -­EDTA  

-­HCL  
-­EDTA  

-­Surfactants  
non  ioniques  
-­autre  ?  

-­EDTA  
-­autre  ?  

-­acide  
nitrique  
-­autre  ?  

-­acide  
formique  
-­autre  ?  

Temps  
conseillé  

Plusieurs  
jours   4-­8  heures   24  heures   5-­8  heures   3-­12  heures  

Propriétés  

Préservation  
des  acides  
nucléiques  et  

de  la  
chromatine  
nucléaire.  
(10)  

  

Préservation  
des  sites  

antigéniques  
pour  des  
échantillons  
de  petite  ou  
moyenne  
taille  

Prélèvements  
de  petite  
taille  

Préservation  
des  tissus  
même  si  le  
point  final  de  
décalcification  
est  dépassé  

  
  
Figure  1:  Colorations  histologiques  du  cartilage  articulaire  de  genou  et  de  fibrocartilage  

de  disque  intervertébral  (x40).  Coupes  de  cartilage  hyalin  de  surface  articulaire  de  genou  et  
de  cartilage  fibreux  de  disque  intervertébral  colorées  à  l’hématoxyline-­éosine-­safran  (HES),  à  
la      safranine  O  (SO)  contre-­colorée  au  Fast  green  et  au  rouge  Sirius  (RS).    Les  prélèvements  
ont  été  décalcifiés  avec  différentes  solutions  :  EDTA  à  10%,  DC3,  MicroDEC,  OsteoRAL  L  
et  TBD-­2.  
  

Figure  2:  Marquage  immunohistochimique  de  l’antigène  Ki-­67  sur  coupe  de  tissu  osseux  

de  genou  et  de  vertèbre  (x40).  Coupes  de  tissu  osseux  de  genoux  et  de  vertèbres  marquées  
par   un   anticorps   spécifique   anti-­antigène   Ki-­67.      Les   flèches   bleues   désignent   les  
mégacaryocytes  de   la  moelle  osseuse.  Les  prélèvements  ont   été  décalcifiés   avec  différentes  
solutions  :  EDTA  à  10%,  DC3,  MicroDEC,  OsteoRAL  L  et  TBD-­2.  
  

Figure   3:  Hybridation      de   la   sonde   ciblant   le   collagène   de   type   II   sur   coupe  de  

cartilage  articulaire  de  genou  et  de  fibrocartilage  de  disque  intervertébral  (x40).  Coupes  
de   cartilage   hyalin   de   surface   articulaire   de   genou   et   de   cartilage   fibreux   de   disque  
intervertébral   marquées   par   une   ribosonde   ciblant   l’ARNm   du   collagène   de   type   II.      Les  
prélèvements  ont  été  décalcifiés  avec  différentes  solutions  :  EDTA  à  10%,  DC3  et  TBD-­2.    
  

Figure  4:  Microscopie  électronique  à  balayage  sur  la  surface  de  l’articulation  du  genou  

(x62,  x500,  x2000).  Les  prélèvements  ont   été  non  décalcifiés  (contrôle)   ou  décalcifiés   avec  
différentes  solutions  :  EDTA  à  10%,  DC3,  MicroDEC,  OsteoRAL  L  et  TBD-­2.  
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un traitement à l’EDTA 10%; de 4h pour 
le DC3 ; 24h pour le MicroDEC ; 4h pour 
l’OsteoRAL L et de 48 heures pour le 
TBD-2. Le temps évalué correspond bien 
aux données de la littérature et aux infor-
mations des fournisseurs. L’avantage des 
décalcifiants commerciaux concernant la 
diminution du temps de décalcification est 
donc clairement vérifié. Même le TBD-2, 
qui parmi les quatre décalcifiants testés 
pourrait être qualifié de lent, permet un 
gain de 5 jours comparé à l’utilisation de 
l’EDTA 10%.

Les trois colorations utilisées pour l’étude 
du cartilage permettent dans un premier 
temps d’évaluer l’aspect général du tissu 
(HES), le contenu en protéoglycanes (SO) 
et enfin en fibres de collagène (RS). Les 
photographies en microscopie photonique 
sont orientées avec la face articulaire en 
haut et la zone d’ossification endochon-
drale en bas pour le genou, le nucleus pul-
posus en haut, le fibrocartilage puis la zone 
d’ossification endochondrale en bas pour 
le disque intervertébral. 

Suite au traitement à l’EDTA 10%, les co-
lorations sont nettes, parfaitement contras-
tées, que ce soit pour le cartilage hyalin 
de la surface articulaire du genou ou le 
fibrocartilage de disque intervertébral. La 
distinction des structures : noyaux, zone 
du cartilage, zone de d’ossification endo-
chondrale, est bien définie avec la colo-
ration HES. Le cartilage est plus riche en 
collagène au niveau des surfaces articu-
laires, du fibrocartilage en contact avec le 
nucleus pulposus, ou au niveau de la zone 

endochondrale, mais pas dans la zone in-
termédiaire du cartilage vertébral, comme 
le montre les colorations HES et RS. En 
revanche, la coloration rouge intense ob-
servée par la SO montre que cette zone 
intermédiaire est riche en protéoglycanes, 
comme le cartilage hyalin (Figure 1).
 
Un traitement au DC3 permet d’obtenir 
des colorations HES et SO de bonne qua-
lité que ce soit pour le cartilage fibreux ou 
hyalin. La coloration RS est moins bien 
contrastée. Le tissu présente un aspect 
lysé, cet artefact est plus marqué pour le 
fibrocartilage. L’utilisation de MicroDEC 
permet d’obtenir des coupes tissulaires 
moins lysées que précédemment. Cepen-
dant, les colorations sont moins contrastées 
que celles de l’EDTA 10%. L’OsteoRAL L 
semble particulièrement altérer les zones 
riches en protéoglycanes. Les colorations 
SO donnent des résultats de moins bonne 
qualité surtout pour le cartilage fibreux. 
Globalement, les structures sont moins 
nettes et les couleurs peu contrastées, quel 
que soit le type de cartilage ou de colora-
tion. Les structures sont plus difficiles à 
différencier. Le TBD-2 permet d’obtenir 
des colorations bien contrastées mais de 
plus faible intensité que celles obtenues 
après traitement à l’EDTA 10%. Le tissu 
a un aspect légèrement lysé pour les colo-
rations HES et RS, quel que soit le type de 
cartilage (Figure 1).

Les décalcifiants commerciaux donnent 
des résultats de qualité satisfaisante. Ce-
pendant, le tissu peut présenter un aspect 
lysé et les colorations sont moins bien 
contrastées. Nous observons essentielle-
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ment une altération de la coloration des 
composants matriciels comme le collagène 
avec le RS ou les protéoglycanes avec la 
SO. Le traitement à l’aide des décalcifiants 
commerciaux semble donc être plus agres-
sif qu’un traitement à l’EDTA.
 

Les décalcifiants s’attaquent principale-
ment au tissu osseux et à la MEC calcifiée 
synthétisée par les chondrocytes hypertro-
phiques. Il faut concevoir que les chondro-
cytes ont une forte activité métabolique au 
niveau de la synthèse matricielle, mais ce-
pendant ne prolifèrent quasiment plus dans 
le cartilage sain, alors que le tissu osseux 

est en remodelage constant avec une im-
portante prolifération cellulaire. 

Un marqueur de prolifération cellulaire a 
été analysé afin d’apprécier la préservation 
des sites antigéniques en immunohistochi-
mie. L’antigène Ki-67 est exprimé dans le 
noyau des cellules en prolifération. Cette 
protéine est présente dans toutes les pha-
ses du cycle cellulaire, G1, S, G2 ou M. 
Le contrôle positif interne à l’échantillon 
est la moelle osseuse, le contrôle négatif 
interne étant un tissu cartilagineux systé-
matiquement non marqué (données non 
présentées). 

Figure 1: Colorations histologiques du cartilage articulaire de genou et de fibrocartilage de disque intervertébral 
(x40). Coupes de cartilage hyalin de surface articulaire de genou et de cartilage fibreux de disque intervertébral 
colorées à l’hématoxyline-éosine-safran (HES), à la safranine O (SO) contre-colorée au Fast green et au rouge 
Sirius (RS). Les prélèvements ont été décalcifiés avec différentes solutions : EDTA à 10%, DC3, MicroDEC, 
OsteoRAL L et TBD-2.
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Les photographies de microscopie pho-
tonique présentent la moelle osseuse des 
divers échantillons. L’utilisation de notre 
mode opératoire en immunohistochimie 
montre que seuls les traitements à l’EDTA 
10% et au TBD-2 permettent d’observer 
un signal nucléaire positif rouge signifiant 
la présence de l’antigène Ki-67. Le mar-
quage de la condition EDTA 10% est plus 
intense que celui de la condition TBD-2, 
particulièrement pour le genou. Les autres 
décalcifiants ne permettent pas de détecter 
l’antigène recherché. Une légère coloration 
cytoplasmique des mégacaryocytes est ob-
servée sur la coupe de l’échantillon traité 
avec l’OsteoRAL L. Ce signal non spéci-
fique n’est pas retrouvé dans les autres la-
mes. (Flèches bleues) (Figure 2)

L’intégrité de l’os sous-chondral semble 
préservée après une décalcification à l’ED-
TA ou avec des solutions à base d’acide 
formique. Les autres traitements à base 
d’acide chlorhydrique ou nitrique sont trop 
agressifs pour conserver le site antigénique 
Ki-67.

Le fibrocartilage et le cartilage hyalin sont 
deux tissus dont la MEC est composée de 
fibres de collagène de type II. L’ARNm du 
collagène de type II est transcrit par leurs 
chondrocytes et est présent dans le cyto-
plasme de ces cellules. Le marquage par la 
sonde s’hybridant avec l’ARNm du Col2 
est donc détecté au niveau intracellulaire. 
Les contrôles négatifs internes à l’échan-
tillon sont premièrement une absence de 
marquage de la couche de chondrocytes 
hypertrophiques pour le cartilage hyalin, 

car ces cellules synthétisent essentielle-
ment du collagène X, et deuxièmement une 
absence de marquage du nucleus pulposus 
constitué essentiellement de tissu adipeux, 
pour le fibrocartilage. Les photographies 
en microscopie photonique sont orientées 
avec la face articulaire en haut et la zone 
d’ossification endochondrale en bas pour 
le genou, avec le nucleus pulposus en haut, 
le fibrocartilage puis la zone d’ossification 
endochondrale en bas pour le disque inter-
vertébral. 

D’après notre technique d’hybridation in 
situ, seul le traitement par l’EDTA 10% 

Figure 2: Marquage immunohistochimique de l’an-
tigène Ki-67 sur coupe de tissu osseux de genou et 
de vertèbre (x40). Coupes de tissu osseux de genoux 
et de vertèbres marquées par un anticorps spécifique 
anti-antigène Ki-67. Les flèches bleues désignent les 
mégacaryocytes de la moelle osseuse. Les prélève-
ments ont été décalcifiés avec différentes solutions : 
EDTA à 10%, DC3, MicroDEC, OsteoRAL L et 
TBD-2.
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permet d’obtenir un signal net, spécifique 
et intense, que ce soit pour le cartilage hya-
lin ou fibreux. Le signal est moins fort pour 
le fibrocartilage, ce qui est attendu sachant 
que sa MEC est composée d’un mélange 
de collagène de type I et de collagène de 
type II, alors que la MEC du cartilage hya-
lin est faite exclusivement de collagène de 
type II. Les autres décalcifiants ne permet-
tent pas de révéler la présence du transcrit 
du gène Col2 selon le protocole employé. 
Tous les tissus présentent un aspect lysé 
avec parfois des structures totalement non 
identifiables. Un signal très faible est dé-
tecté pour les conditions DC3 et TBD-2, 
néanmoins le marquage n’est pas unique-
ment cellulaire, des traces de précipité sont 
détectables et s’apparentent à du bruit de 
fond. Les résultats pour les traitements au 
MicroDEC et à l’OsteoRAL L ne sont pas 
présentés pour le fibrocartilage du disque 
intervertébral, les coupes sont négatives et 
sont partiellement décollées. (Figure 3).

Une décalcification à l’EDTA semble être 
la méthode la plus appropriée pour préser-
ver l’intégrité du tissu au niveau des acides 
ribonucléiques afin de détecter l’ARNm de 
Col2 en hybridation in situ sur du cartilage 
articulaire ou du fibrocartilage.

La microscopie électronique à balayage 
(MEB) a été utilisée pour l’analyse des 
modifications de la surface du genou pro-
voquées par les différents décalcifiants.

 Au grossissement x62, tous les échan-
tillons présentent un aspect quasi identique 
avec le prélèvement contrôle. En revanche, 

des différences sont visibles au grossisse-
ment x500, les prélèvements traités avec 
un décalcifiant ont un aspect beaucoup 
plus lisse que la surface du témoin. Au 
grossissement x2000, les échantillons trai-
tés par le DC3, MicroDEC et OsteoRAL L 
présentent des altérations de la surface plus 
importantes. Les conditions EDTA 10% et 
TBD-2 semblent être les moins agressives 
sur la surface du tissu car les microgra-
phies sont proches de la référence quel que 
soit le grossissement. (Figure 4).

Les résultats obtenus en MEB suggèrent 
que l’EDTA et le TBD-2 sont les décalci-
fiants les moins délétères au niveau de la 
surface du genou. La modification de la 
surface en fonction du traitement effectué 
peut expliquer les variations de résultats 
obtenues pour les colorations histologi-

Figure 3: Hybridation in situ de la sonde ciblant le 
collagène de type II sur coupe de cartilage articulaire 
de genou et de fibrocartilage de disque intervertébral 
(x40). Coupes de cartilage hyalin de surface articulai-
re de genou et de cartilage fibreux de disque interver-
tébral marquées par une ribosonde ciblant l’ARNm 
du collagène de type II. Les prélèvements ont été 
décalcifiés avec différentes solutions : EDTA à 10%, 
DC3 et TBD-2.
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ques, l’immunohistochimie et l’hybrida-
tion in situ. Les décalcifiants plus rapides 
sont probablement aussi plus agressifs et 
ont un pouvoir de pénétration plus grand 
que l’EDTA et le TBD-2, qui peuvent être 
classés parmi les décalcifiants les plus lents 
sur l’ensemble de ceux testés.

CONCLUSION
Les pressions actuelles exercées sur la re-
cherche et la volonté d’obtenir des résul-
tats de plus en plus rapidement, tendent à 
faire utiliser aux chercheurs des produits 
optimisés pour gagner du temps. L’étude 
du cartilage est souvent très longue et dif-
ficile en particulier pour la préparation des 

échantillons lors de l’étape de décalcifi-
cation. L’EDTA est un décalcifiant connu 
pour sa lenteur, mais aussi pour préserver 
de façon optimale les tissus, en particulier 
les protéoglycanes, il est également recom-
mandé pour l’hybridation in situ (8, 10). 
Le propos de notre étude était de compa-
rer divers décalcifiants à l’EDTA, qui ont 
tous l’avantage d’agir beaucoup plus ra-
pidement. Toutefois, notre étude montre 
que le gain de temps associé à nos modes 
opératoires entraîne bien souvent une alté-
ration du tissu et de ce fait, une impossi-
bilité d’exploiter in extenso l’échantillon. 
Nous avons également observé que bien 
que l’EDTA soit l’agent décalcifiant le 
plus lent, il permet une conservation opti-
male de l’échantillon pour les colorations 
histologiques classiques, l’immunohisto-
chimie et même l’hybridation in situ. Son 
utilisation n’est néanmoins pas une finalité 
et tout dépend des expériences mises en 
jeu. Ainsi, l’acide formique est connu pour 
être un décalcifiant plus rapide, tout en ga-
rantissant une bonne préservation du tissu 
décalcifié (8). Par exemple, le DC3 ou le 
TBD-2 pourront être préféré à l’EDTA 
pour des colorations standards, et permet-
tre ainsi un gain de temps pour une analyse 
histologique simple du prélèvement tout 
en en adaptant les colorations. De même, 
une fixation plus adaptée dans du para-
formaldéhyde à 4% permettrait peut-être 
une meilleure conservation des épitopes et 
ainsi d’optimiser les résultats d’immuno-
histochimie avec les décalcifiants commer-
ciaux (9).

Figure 4: Microscopie électronique à balayage sur la 
surface de l’articulation du genou (x62, x500, x2000). 
Les prélèvements ont été non décalcifiés (contrôle) ou 
décalcifiés avec différentes solutions : EDTA à 10%, 
DC3, MicroDEC, OsteoRAL L et TBD-2.
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RESUME 
 Les techniques d’immunohistochimie 
permettent la mise en évidence d’antigè-
nes tissulaires ou cellulaires grâce à l’uti-
lisation d’anticorps spécifiques. La visua-
lisation des complexes antigène-anticorps 
se fait par l’intermédiaire de marqueurs 
(fluorochromes, éléments radioactifs, en-
zymes, quantum dots, métaux lourds…). 
C’est en 1966 que Nakane (1) a introduit 
l’utilisation d’enzymes comme systèmes 
de révélation pour l’immunohistochimie 
(IHC) en microscopie optique. Depuis les 
années 1970, de nombreux systèmes de 
détection utilisant ces enzymes couplées à 
des molécules amplificatrices apparaissent 
et permettent d’augmenter la sensibilité 
des techniques d’IHC. Deux enzymes sont 
couramment utilisées en IHC : la peroxy-
dase de raifort et la phosphatase alcaline. A 
ce jour, une dizaine de systèmes d’ampli-
fication existent. La qualité des marquages 
obtenue va dépendre du système utilisé.

INTRODUCTION 

en immunohistochimie

 Les enzymes utilisées comme système 
de révélation en IHC, doivent catalyser des 
réactions difficilement réversibles. Elles 
doivent être stables, peu coûteuses, faciles 
à conjuguer, sans perte d’activité et présen-
ter une activité facilement détectable.

 Le substrat de ces enzymes (chromo-
gène) est soluble et incolore. Il doit préci-
piter immédiatement sur place après avoir 
été modifié par l'enzyme. Cette attaque en-
zymatique le transforme en un produit co-
loré, insoluble qui ne doit pas diffuser dans 
le tissu. De nombreux chromogènes exis-
tent pour les enzymes en IHC. (Tableau I.) 

 Deux enzymes sont couramment utili-
sées en IHC, la peroxydase de raifort (POD) 
et la phosphatase alcaline (PAL). Cepen-

LES DIFFÉRENTS SYSTÈMES D’AMPLIFICATION
EN IMMUNOHISTOCHIMIE :
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dant, ces enzymes peuvent être présentes 
de façon endogène dans certains tissus bio-
logiques et donner un signal non spécifique 
lors de la révélation du complexe antigè-
ne-anticorps. Il est donc nécessaire de les 
inhiber durant la technique d’IHC.
- Les peroxydases permettent la décom-
position de l’eau oxygénée (substrat de 
l’enzyme). Cette activité enzymatique 
est présente dans toutes les hémoprotéi-
nes comme l’hémoglobine (hématies), la 
myoglobine (cellules musculaires), les cy-
tochromes (polynucléaires, monocytes) et 
les catalases (foie et rein). L’inhibition de 
ces peroxydases endogènes se fait par une 
incubation des coupes dans un bain d’eau 

oxygénée avant la réaction d’immunohis-
tochimie.
- Les phosphatases alcalines (PAL) endo-
gènes existent dans les tissus biologiques 
sous deux isoformes : les PAL intestinales 
et non intestinales. La forme non intesti-
nale est présente dans le foie, le rein, l’os, 
le placenta, les leucocytes et certaines tu-
meurs. Cette isoforme est facilement inhi-
bée par du levamisole. Les PAL intestina-
les résistent à cette substance. 
La PAL exogène utilisée comme marqueur 
dans les systèmes de révélation en IHC est 
issue de l’intestin de veau et n’est donc pas 
inhibée par le levamisole. L’inhibition des 
PAL endogènes est réalisée par addition de 

  

Tableau  I  :  Chromogènes  des  différentes  enzymes  utilisées  en  immunohistochimie  
Enzyme   Chromogène   Couleur  

observée  
Propriétés  

Horseradish  
Peroxydase  -­  
peroxydase   de  
raifort  
(POD)  

AEC   Rouge-­orangé   Soluble  /  insoluble  dans  les  solvants  *  
DAB   Noir   Insoluble  dans  les  solvants  
DAB  +  nickel   Noir   Insoluble  dans  les  solvants  
CN   Bleu   Soluble  dans  les  solvants  
Novared   Rouge   Insoluble  dans  les  solvants  
VIP   Violet   Insoluble  dans  les  solvants  
SG   Bleu-­gris   Insoluble  dans  les  solvants  
Histogreen   Vert   Insoluble  dans  les  solvants  **  

Phosphatase  
Alcaline  
(PAL)  
  

Fast  blue   Bleu   Soluble  dans  les  solvants  
Fast  red   Rouge   Soluble  /  insoluble  dans  les  solvants  *  
New  fuchhine   Rouge   Insoluble  dans  les  solvants  
BCIP/INT   Brun   Soluble  dans  les  solvants  
BCIP  /NBT   Violet   Insoluble  dans  les  solvants  
BCIP/TNBT   Violet   Insoluble  dans  les  solvants  

Glucose  
Oxydase  

MPMS/NBT   Violet   Insoluble  dans  les  solvants  
MPMS/TNMT   Noir   Insoluble  dans  les  solvants  
MPMS/  INT   Rouge-­violet   Soluble  dans  les  solvants  

  Galactosidase   X-­gal   Bleu     Insoluble  dans  les  solvants  
*  :   ces   chromogènes   sont   normalement   solubles   dans   les   solvants.   Il   existe   cependant   des  
formes  insolubles  trouvées  dans  le  commerce  
**  :   l’histogreen   est   un   chromogène   insoluble   dans   les   solvants   mais   soluble   en   milieu  
aqueux.    
  
  
Tableau  II  :  Comparaison  des  propriétés  techniques  des  différents  systèmes  d’amplification  

Système  
d’amplification  

Système  
Indirect  à  2  
étapes  

Technique  
LSAB  

Technique  
ABC  

Technique  
micro-­
polymère  

Technique  
sonde-­
polymère  

Technique  
tyramide  

Temps  
incubation   du  
système    

30  minutes   30  minutes   70  minutes   30  minutes   30  minutes   150  
minutes  

Nbre   d’étapes  
du  système  

1   2   2   1   2   3  

Nbre   d’étapes  
avec  lavages  et  
révélation  

7   10  +  4*   10    +  4*   7   10   18  

Complexité   de  
la  technique  

+   ++   ++   ++   ++   +++++  

Prix   du  
système    

+   +(+)   ++   +++   ++++   +++++  

*  :  étapes  pour  l’inhibition  des  biotines  endogènes  
  
  
  

Tableau I : Chromogènes des différentes enzymes utilisées en immunohistochimie
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levamisole (1mM) au chromogène au mo-
ment de l’étape de révélation des immuno-
marquages. Seules les PAL endogènes non 
intestinales seront inhibées. Pour bloquer 
la forme intestinale endogène, une solution 
d’acide acétique à 1% peut être utilisée, 
avec précaution car elle peut endommager 
certains antigènes. Ce blocage à l’acide 
acétique est réalisé avant la réaction d’im-
munohistochimie. La fixation au formol et 
le traitement (deshydratation, clarification 
et imprégnation) des échantillons peuvent 
également éliminer les PAL endogènes.

D’autres enzymes peuvent être utilisées 
comme système de révélation, la glucose 
oxydase (enzyme végétale) et la -galac-
tosidase (dérivée de bactéries). Ces deux 
enzymes ont la propriété de ne pas être 

présentes dans les tissus animaux de façon 
endogène mais elles sont moins sensibles 
que la POD et la PAL. Leur utilisation doit 
être réservée pour la révélation d’antigènes 
moyennement ou fortement exprimés.
La POD reste l’enzyme la plus utilisée en 
IHC, elle est retrouvée dans de nombreux 
systèmes d’amplification.

Les différents systèmes de révélation/
amplification (Figure 1)
 A- Les systèmes non amplifiés

 a.  méthode directe
 C’est la technique la plus simple, la 
réaction se fait en une étape. Le marqueur 
est directement conjugué à l’anticorps 
d’intérêt. Ce système est peu utilisé en mi-
croscopie optique. Les marqueurs utilisés 

Figure 1 : schéma des différents systèmes de révélation/amplification en immunohistochimie.
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sont essentiellement des fluorochromes. 
Cette technique est appliquée pour certains 
diagnostics en pathologie cutanée ou ré-
nale.

 b. technique indirecte en deux étapes
 Le marqueur est couplé à l’anticorps 
secondaire. Les marqueurs peuvent être 
des enzymes, mais cette technique est ré-
gulièrement utilisée avec des fluorochro-
mes.
C’est en 1955 que Coons (2) a augmenté la 
sensibilité des méthodes d’immunofluores-
cence en introduisant une seconde étape. 
La première étape consiste à incuber l’an-
ticorps primaire, spécifique de l’antigène 
d’intérêt. Cet anticorps primaire n’est pas 
directement conjugué au marqueur mais 
il sera mis en évidence après liaison à un 
anticorps secondaire qui lui sera couplé à 
un marqueur. L’anticorps secondaire est 
dirigé contre les immunoglobulines de 
l’espèce animale qui a donné les anticorps 
primaires. 

B- Les systèmes faiblement amplifiées :
technique PAP et APAAP
Ces techniques se font en trois étapes.

 a.  Technique Peroxydase Anti Peroxy-
dase (PAP)

 La technique PAP, développée par Ster-
nberger, nécessite 3 anticorps différents 
(3). L’anticorps primaire spécifique de 
l’antigène à étudier est issu d’une espèce 
animale, lapin par exemple. L’anticorps 
secondaire est dirigé contre les immu-
noglobulines (Ig) de l’espèce animale de 
l’anticorps primaire (dans notre exemple 
anti-Ig de lapin). Cet anticorps secondaire 

est issu d’une autre espèce animale par 
exemple, chèvre, mouton, cheval, âne…
 Un anticorps tertiaire spécifiquement 
dirigé contre les peroxydases, provenant 
de la même espèce animale que l’anticorps 
primaire (dans notre exemple le lapin) va 
pouvoir se lier à l’anticorps secondaire qui 
est lui-même lié à l’anticorps primaire. Ce 
troisième anticorps est préalablement cou-
plé à la peroxydase afin de former un com-
plexe soluble, stable et cyclique, composé 
de deux molécules d’anticorps tertiaires 
combiné à trois molécules de peroxydase 
dont une qui est reconnue et liée par les 
deux anticorps tertiaires. Ce complexe ira 
se fixer sur l’anticorps secondaire anti-Ig 
de lapin. La peroxydase n’est pas chimi-
quement conjuguée à l’anticorps mais liée 
immunologiquement, il n'y a donc pas de 
perte de l’activité enzymatique. De même 
l’anticorps n’est pas encombré sur sa partie 
Fc (fragment cristallisable) par la peroxy-
dase et garde toutes ses propriétés biologi-
ques. 

 b.  Technique Alkaline Phosphatase An-
ti-Alkaline Phosphatase (APAAP)

 Cette technique est basée sur le même 
principe que la technique PAP ; l’enzyme 
est la phosphatase alcaline. Le complexe 
APAAP, correspondant aux anticorps ter-
tiaires et à la phosphatase alcaline, n’est 
pas cyclique comme le complexe PAP. Il est 
plus facile à préparer en mettant les phos-
phatases alcalines en excès par rapport aux 
anticorps anti-phosphatase alcaline. (4) Le 
complexe APAAP permet la liaison d’une 
quantité maximale de phosphatase alcaline 
sur l’anticorps tertiaire.
L’amplification est légèrement plus faible 
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que pour le système PAP : 3 peroxydases 
liées contre deux phosphatases par com-
plexe. Pour augmenter la sensibilité de 
la technique APAAP, Masson (5) recom-
mande de réaliser une seconde application 
de l’anticorps secondaire après avoir mis 
une première fois le complexe APAAP, 
suivi d’une autre application du complexe 
APAAP.

C- Les systèmes avidine-biotine ou strep-
tavidine-biotine:

Deux grandes techniques : LAB / LSAB et 
ABC qui nécessitent 3 étapes.
L’avidine est une glycoprotéine extraite 
de l’albumine (blanc d’œuf), qui présente 
quatre sites de fixation pour une vitamine 
de faible poids moléculaire : la biotine 
également appelée vitamine H. La biotine 
présente un seul site de fixation et une forte 
affinité de liaison non covalente pour l’avi-
dine. La biotine et l’avidine peuvent être 
conjuguées à d’autres molécules comme 
des anticorps, des enzymes, des fluoro-
chromes… et sont très utilisées dans diffé-
rentes techniques d’IHC.

 a.  Les techniques LAB et LSAB (La-
belled Avidine Biotine et Labelled 
Streptavidine Biotine)

 L’anticorps secondaire est couplé à la 
biotine, il est dit biotinylé. La troisième 
étape correspond à l’incubation de l’avi-
dine (ou streptavidine) couplée à des en-
zymes. Un grand nombre de molécules 
de biotine peut être fixé sur l’anticorps et 
donc de nombreuses molécules d’avidine-
enzyme pourront se fixer et amplifier le si-
gnal.

 b.  La technique ABC (Avidin-Biotin-
Complexe)

 La technique ABC est également une 
technique où l’anticorps secondaire est 
biotinylé.
Le troisième réactif est un complexe d’avi-
dine, biotine et peroxydase. Dans ce cas, 
l’enzyme est fixée à deux molécules de 
biotine. Les deux biotines ayant un seul 
site de fixation pour l’avidine, vont pou-
voir se fixer à deux molécules distinctes 
d’avidine. Ces dernières ont quatre sites 
de fixation pour la biotine, elles n’auront 
qu’un seul site de bloqué et pourront donc 
fixer d’autres molécules de biotine qui el-
les-mêmes seront conjuguées au marqueur 
et à une autre biotine, et ainsi de suite, 
créant ainsi un énorme complexe d’ampli-
fication.

 c.  Marquage non spécifique des systè-
mes avidine-biotine

 Il est à noter que l’avidine peut donner 
du bruit de fond par ses groupements gly-
cosylés en se fixant sur des lectines présen-
tes dans les tissus biologiques. Des liaisons 
à des molécules chargées négativement 
sont également possibles puisque le point 
isolélectrique de l’avidine est de 10. L’uti-
lisation d’avidine modifiée permet d’évi-
ter ces liaisons qui donneront un signal 
non spécifique. De même, l’utilisation de 
streptavidine extraite de Streptomyces avi-
dinii va éviter ces liaisons. Cette protéine 
est semblable à l’avidine. Cependant, elle 
n’est pas glycosylée, elle ne se lie pas aux 
lectines et présente un point isoélectrique à 
sept. Par contre, elle contient une séquence 
identique à la séquence de reconnaissance 
de la fibrine et d’autres molécules d’adhé-
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sion, qui pourrait expliquer certains mar-
quages non spécifiques. (6)

 La biotine est présente de façon na-
turelle dans de nombreux tissus animaux 
comme le foie, le rein, les surrénales, les 
glandes salivaires, les testicules… mais 
également dans certaines tumeurs comme 
les carcinomes rénaux, les tumeurs cortico-
surrénaliennes, les tumeurs salivaires… 
Ces biotines endogènes peuvent donner un 
marquage non spécifique en fixant l’avidi-
ne ou la streptavidine des réactifs d’IHC.

 Durant de nombreuses années, l’opi-
nion générale était que le nombre de faux 
positifs liés aux biotines endogènes dans 
les tissus biologiques fixés dans le formol 
puis inclus en paraffine était négligeable. 
L’inhibition des biotines endogènes n’était 
pas réalisée de façon systématique. Or, il 
a été démontré que l’utilisation des tech-
niques de restauration antigénique par la 
chaleur permettait de démasquer les anti-
gènes tissulaires, mais également les bio-
tines endogènes. De même, l’utilisation 
du système d’amplification à la tyramide 
couplée à la biotine pouvait donner lieu à 
un marquage non spécifique par la liaison 
aux biotines endogènes. (7 et 8)
Ces marquages non spécifiques peuvent 
être éliminés en bloquant les biotines en-
dogènes avant de réaliser la technique 
d’IHC. Il suffit d’appliquer sur les coupes 
une solution d’avidine non marquée. Com-
me la biotine ne présente qu’un seul site de 
fixation à l’avidine, les biotines endogènes 
sont donc masquées. Par contre, l’avidine 
qui présente quatre sites de fixation pour 
la biotine, n’a qu’un seul site de bloqué. 

Pour saturer les trois autres sites libres qui 
pourraient fixer des biotines conjuguées 
aux anticorps secondaire et donc donner 
du bruit de fond, il suffit d’incuber une so-
lution de biotine sur les coupes. (9)
 
D- Les systèmes avec polymères :

 Il s’agit d’une technique en deux éta-
pes, incubation de l’anticorps primaire 
dirigé contre l’antigène d’intérêt, puis 
incubation de l’anticorps secondaire di-
rectement couplé au polymère sur lequel 
les marqueurs sont fixés. Il existe deux fa-
milles de polymères, les macropolymères 
et les micropolymères.
Les macropolymères sont composés d’un 
squelette de dextran, molécule inerte, sur 
lequel des anticorps secondaires et des 
marqueurs sont fixés. Sur certains macro-
polymères une dizaine d’anticorps secon-
daires et 70 enzymes sont présentes par 
polymère. 
Les micropolymères sont composés de pe-
tites molécules (acide acrylique et ses dé-
rivés…) capables de polymériser et d’em-
prisonner des enzymes et des anticorps 
sans augmenter énormément le poids et la 
taille du complexe, pour pouvoir pénétrer 
dans la cellule.
Ces micropolymères sont de plus petite 
taille que les macropolymères ils pénètrent 
plus facilement dans les cellules et donnent 
de meilleurs résultats. (10)
Comme les polymères sont des molécules 
inertes, la théorie veut qu’il n’y ait pas de 
liaison non spécifique. Cependant, Vyberg 
a observé des marquages non spécifiques 
dans le collagène, le muscle lisse et dans 
les noyaux pour les macropolymères. (11) 
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Pour les micropolymères, un marquage 
cytoplasmique non spécifique a également 
été reporté. (10)

La technique sonde-polymère est un autre 
système d’amplification en trois étapes. 
Après incubation de l’anticorps primaire, 
une sonde peptidique est incubée sur les 
coupes de tissus biologiques. Un anticorps 
couplé au polymère-peroxydase ira se fixer 
sur la sonde. 

E- Les systèmes à la tyramide :

 Egalement appelé TSA (Tyramine Si-
gnal Amplification), CARD (CAtalysed 
Reporter Deposition), CSA (Catalysed 
Signal Amplification) et TBA (Tyramine-
Based Amplified).

La clé de cette méthode de détection est un 
tout petit composé phénolique appelé tyra-
mine, qui possède deux groupes réactifs et 
qui précipite après oxydation. La tyramine 
contient à une extrémité un groupement 
amine (NH2), qui se lie au marqueur des 
systèmes de détection (biotine, fluoro-
chrome, haptène…) et à l’autre extrémité 
un groupement hydroxyl (OH). Quand le 
marqueur est couplé au groupement amine, 
la molécule s’appelle tyramide. En présen-
ce d’une peroxydase et d’eau oxygénée, la 
tyramide devient active. Son groupement 
hydroxyle est capable de se lier au premier 
groupement amine de toutes les protéines 
du tissu biologique et essentiellement à 
ceux de la tyrosine. Comme il y a un grand 
nombre de résidus de tyrosine autour de 
l’antigène, les molécules de tyramide ac-
tivées vont pouvoir se lier autour de l’an-

tigène. Les autres molécules de tyramide 
activées non liées au complexe antigène-
anticorps, peuvent se lier entre elles et se-
ront éliminées lors des lavages. (12, 13)

F- Le système duolink® ou la technologie 
PLA (Proximity Ligation Assay):

 Ce système met en évidence de façon 
spécifique une protéine ou permet d’étu-
dier les relations entre deux protéines. 
Deux anticorps primaires issus d’espèces 
d’animales différentes (par exemple souris 
et lapin) sont incubés sur les coupes tissu-
laires. Dans le cas de l’étude d’une protéine 
unique, les deux anticorps sont spécifiques 
à deux épitopes différents de la molécule 
d’intérêt. Pour l’étude de la relation entre 
deux protéines, un anticorps est spécifique 
de la première protéine et l’autre anticorps 
de la deuxième protéine. 
Les anticorps secondaires sont spécifiques 
des immunoglobulines des deux espèces 
animales des anticorps primaires (anti-Ig 
de lapin et anti-Ig de souris). Ces anticorps 
secondaires sont couplés à un brin d’ADN 
de séquence unique. Un fragment d’ADN 
circulaire est ajouté. Les brins d’ADN des 
anticorps secondaires vont pouvoir s’hy-
brider sur l’ADN circulaire, si et seulement 
si, les deux anticorps sont proches l’un de 
l’autre (distance inférieure à 40nm). Une 
fois l’ADN hybridé, une ligase va lier les 
sondes ADN des anticorps secondaires 
avec l’ADN circulaire. Une réaction d’am-
plification est ensuite réalisée par une po-
lymérase. Le système est ensuite révélé par 
des sondes marquées (fluorochrome ou pe-
roxydase). Cette technique est intéressante 
pour étudier les connexions entre deux 
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protéines (14). Cependant sa mise au point 
est complexe notamment dans le choix des 
anticorps primaires qui doivent avoir une 
affinité équivalente.

COMPARAISON DE DIFFERENTS
SYSTEMES D’AMPLIFICATION

Matériel et méthodes
 Six systèmes de détection ont été tes-
tés sur du pancréas normal de souris avec 
un marqueur de la prolifération cellulaire, 
l’anticorps anti-Ki67 (polyclonal de lapin, 
Novocastra) afin d’évaluer leur niveau 
d’amplification. 
Le pancréas est fixé dans du formol 10% 
pH 7,4 pendant 24 heures à température 
ambiante. Les échantillons sont ensuite 
déshydratés et inclus en paraffine. Des 
coupes de 3µm sont étalées sur des lames 
superfrost plus® et séchées à 54°C pendant 
une nuit. Après déparaffinage et réhydra-
tation, les coupes sont incubées dans une 
solution d’eau oxygénée à 3% pendant 10 
minutes pour l’inhibition des peroxydases 
endogènes. La restauration antigénique est 
réalisée par incubation des coupes dans du 
tampon citrate à pH6 dans un bain-marie à 
94°C pendant 40 minutes puis 20 minutes 
à température ambiante. L’incubation avec 
l’anticorps anti-Ki67 est réalisée à 4°C 
pendant 16 heures. Ces paramètres sont 
identiques pour tous les systèmes d’ampli-
fication testés. Seule une gamme de dilu-
tion de l’anticorps anti-Ki67 a été réalisée 
afin de déterminer la dilution adéquate 
pour chaque type d’amplification. 
Les systèmes d’amplification étudiés cor-
respondent à un anticorps de chèvre anti-Ig 
de lapin directement couplé à une peroxy-

dase ou système indirect à deux étapes (Pe-
rkinElmer), un système LSAB (Abcam), 
système ABC (Vector), système micro-po-
lymère (immpress, Vector), système sonde-
polymère (Mach3, Biocare medical) et un 
système à la tyramide couplé à un haptène 
(dinitrophenyl ou DNP) (PerkinElmer).
Le blocage des biotines endogènes a été 
réalisé pour les systèmes utilisant la biotine 
(LSAB et ABC). Brièvement, une solution 
d’avidine est incubée 15 minutes sur les 
coupes, après rinçage en tampon PBS, une 
deuxième solution de biotine est incubée 
15 minutes (kit avidin/biotin blocking Vec-
tor). La technique d’immunohistochimie 
est réalisée après rinçage des lames.

Résultats
 Pour chaque système d’amplification, 
différents paramètres ont été analysés : le 
temps technique, le nombre d’étapes du 
système d’amplification, la complexité de 
la mise au point et le prix sont résumés dans 
le Tableau II. La qualité de l’amplification 
(dilution de l’anticorps primaire) obtenue 
dans des conditions techniques classiques 
et le bruit de fond observé sont présentés 
dans le Tableau III. Les différents avanta-
ges et inconvénients de ces systèmes sont 
résumés dans le Tableau IV. 
L’anticorps secondaire directement couplé 
à une peroxydase (système indirect à deux 
étapes) présente la plus faible amplifica-
tion (Ki67 au 1/400ème), suivi du système 
LSAB (Ki67 au 1/600ème). Le système 
ABC, le micro-polymère et le système 
sonde-polymère présentent une amplifica-
tion équivalente (Ki67 au 1/800ème). La 
tyramide reste le meilleur système d’am-
plification mais la mise au point est plus 
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Tableau  I  :  Chromogènes  des  différentes  enzymes  utilisées  en  immunohistochimie  
Enzyme   Chromogène   Couleur  

observée  
Propriétés  

Horseradish  
Peroxydase  -­  
peroxydase   de  
raifort  
(POD)  

AEC   Rouge-­orangé   Soluble  /  insoluble  dans  les  solvants  *  
DAB   Noir   Insoluble  dans  les  solvants  
DAB  +  nickel   Noir   Insoluble  dans  les  solvants  
CN   Bleu   Soluble  dans  les  solvants  
Novared   Rouge   Insoluble  dans  les  solvants  
VIP   Violet   Insoluble  dans  les  solvants  
SG   Bleu-­gris   Insoluble  dans  les  solvants  
Histogreen   Vert   Insoluble  dans  les  solvants  **  

Phosphatase  
Alcaline  
(PAL)  
  

Fast  blue   Bleu   Soluble  dans  les  solvants  
Fast  red   Rouge   Soluble  /  insoluble  dans  les  solvants  *  
New  fuchhine   Rouge   Insoluble  dans  les  solvants  
BCIP/INT   Brun   Soluble  dans  les  solvants  
BCIP  /NBT   Violet   Insoluble  dans  les  solvants  
BCIP/TNBT   Violet   Insoluble  dans  les  solvants  

Glucose  
Oxydase  

MPMS/NBT   Violet   Insoluble  dans  les  solvants  
MPMS/TNMT   Noir   Insoluble  dans  les  solvants  
MPMS/  INT   Rouge-­violet   Soluble  dans  les  solvants  

  Galactosidase   X-­gal   Bleu     Insoluble  dans  les  solvants  
*  :   ces   chromogènes   sont   normalement   solubles   dans   les   solvants.   Il   existe   cependant   des  
formes  insolubles  trouvées  dans  le  commerce  
**  :   l’histogreen   est   un   chromogène   insoluble   dans   les   solvants   mais   soluble   en   milieu  
aqueux.    
  
  
Tableau  II  :  Comparaison  des  propriétés  techniques  des  différents  systèmes  d’amplification  

Système  
d’amplification  

Système  
Indirect  à  2  
étapes  

Technique  
LSAB  

Technique  
ABC  

Technique  
micro-­
polymère  

Technique  
sonde-­
polymère  

Technique  
tyramide  

Temps  
incubation   du  
système    

30  minutes   30  minutes   70  minutes   30  minutes   30  minutes   150  
minutes  

Nbre   d’étapes  
du  système  

1   2   2   1   2   3  

Nbre   d’étapes  
avec  lavages  et  
révélation  

7   10  +  4*   10    +  4*   7   10   18  

Complexité   de  
la  technique  

+   ++   ++   ++   ++   +++++  

Prix   du  
système    

+   +(+)   ++   +++   ++++   +++++  

*  :  étapes  pour  l’inhibition  des  biotines  endogènes  
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Tableau  III  :  Qualité  de  l’amplification  des  différents  systèmes  d’amplification,  exemple  avec  
un  anticorps  anti-­Ki67.  

   Système  
Indirect  à  2  
étapes  

Technique  
LSAB  

Technique  
ABC  

Technique  
micro-­
polymère  

Technique  
sonde-­
polymère  

Technique  
tyramide  

Ki67   dilution  
optimale  

1/400   1/600   1/800   1/800   1/800   1/6000  

Qualité   de  
l’amplification  

+   ++   +++   +++   +++   +++++  

Bruit   de   fond  
observé  

Effet  de  
bord  
+++  

-­  *   -­  *   -­   ++  
vaisseaux  et  
trame  

++    
Trame  et  
cytoplasme  

*  :  négatif  si  blocage  des  biotines  endogènes  
  
  
Tableau  IV  :  Avantages  et  inconvénients  des  différents  systèmes  d’amplification  

   Système  
Indirect  à  2  
étapes  

Technique  
LSAB  

Technique  
ABC  

Technique  
micro-­
polymère  

Technique  
sonde-­
polymère  

Technique  
tyramide  

Avantages   -­rapidité  
-­prix  

-­rapidité  
-­prix  

-­
amplificatio
n  correcte  
-­rapport  
qualité  /  prix  
+++  

-­
amplificatio
n  correcte  
-­rapide  

-­
amplificatio
n  correcte  
-­rapide  

-­
amplification
+++++  

Inconvénients     -­faible  
amplification
  -­BDF  
possible  

-­faible  
amplification
  -­BDF  
possible*  

-­BDF  
possible*  
-­temps  

-­BDF  
possible**  
-­prix  

-­BDF  
possible  
-­prix  

-­mise  au  
point  
-­prix  
-­temps  
-­BDF  
possible  

*  :  bruit  de  fond  lié  aux  biotines  endogènes  possible  
**  :  bruit  de  fond  observé  par  Ramos-­Vara  (10)  
  
  
Tableau   V  :   Comparaison   des   dilutions   de   Ki67   pour   chaque   système   avant   et   après  
optimisation  des  protocoles.  

Conditions  des  
systèmes  
d’amplification  

Sy.  Indirect  
2  étapes  

LSAB   ABC   Micro-­
Polymère  

Sonde-­
polymère  

Dilution  de  Ki67  en    
conditions  normales  

1/400   1/600   1/800   1/800   1/800  
  

Dilution  de  Ki67  
après  optimisation    

1/800   1/1000   1/1500   1/1500   1/2500  
  

  

Tableau III : Qualité de l’amplification des différents systèmes d’amplification,
exemple avec un anticorps anti-Ki67

  
Tableau   III  :   Qualité   de   l’amplification   des   différents   systèmes   d’amplification,   exemple   avec   un  
anticorps  anti-­Ki67.  

   Système  
Indirect  à  2  
étapes  

Technique  
LSAB  

Technique  
ABC  

Technique  
micro-­
polymère  

Technique  
sonde-­
polymère  

Technique  
tyramide  

Ki67   dilution  
optimale  

1/400   1/600   1/800   1/800   1/800   1/6000  

Qualité   de  
l’amplification  

+   ++   +++   +++   +++   +++++  

Bruit   de   fond  
observé  

Effet  de  
bord  
+++  

-­  *   -­  *   -­   ++  
vaisseaux  et  
trame  

++    
Trame  et  
cytoplasme  

*  :  négatif  si  blocage  des  biotines  endogènes  
  
  
Tableau  IV  :  Avantages  et  inconvénients  des  différents  systèmes  d’amplification  

   Système  
Indirect  à  2  
étapes  

Technique  
LSAB  

Technique  
ABC  

Technique  
micro-­
polymère  

Technique  
sonde-­
polymère  

Technique  
tyramide  

Avantages   -­rapidité  
-­prix  

-­rapidité  
-­prix  

-­amplification  
correcte  
-­rapport  
qualité  /  prix  
+++  

-­amplification  
correcte  
-­rapide  

-­amplification  
correcte  
-­rapide  

-­amplification  
+++++  

Inconvénients     -­faible  
amplification  
-­BDF  
possible  

-­faible  
amplification  
-­BDF  
possible*  

-­BDF  
possible*  
-­temps  

-­BDF  
possible**  
-­prix  

-­BDF  
possible  
-­prix  

-­mise  au  
point  
-­prix  
-­temps  
-­BDF  
possible  

*  :  bruit  de  fond  lié  aux  biotines  endogènes  possible  
**  :  bruit  de  fond  observé  par  Ramos-­Vara  (10)  
  
  
Tableau  V  :  Comparaison  des  dilutions  de  Ki67  pour  chaque  système  avant  et  après  optimisation  des  
protocoles.  

Conditions  des  
systèmes  
d’amplification  

Sy.  Indirect  
2  étapes  

LSAB   ABC   Micro-­
Polymère  

Sonde-­
polymère  

Dilution  de  Ki67  en    
conditions  normales  

1/400   1/600   1/800   1/800   1/800  
  

Dilution  de  Ki67  
après  optimisation    

1/800   1/1000   1/1500   1/1500   1/2500  
  

  

  

Tableau IV : Avantages et inconvénients des différents systèmes d’amplification
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délicate (Ki67 au 1/6000ème). La qualité 
et l’intensité du signal sont identiques quel 
que soit le système. Le nombre de cellu-
les positives est identique pour chaque 
système d’amplification. (Figure 2) Au 
niveau du bruit de fond, un effet de bord 
(marquages nucléaire et cytoplasmique à 
la périphérie du tissu) est observé avec le 
système indirect à deux étapes quelles que 
soient les conditions utilisées. 
La technique sonde-polymère montre un 
marquage non spécifique de la trame et 
des capillaires quelle que soit la dilution 
de l’anticorps primaire utilisée et même en 
absence d’anticorps primaire. Pour l’am-
plification à la tyramide un marquage cy-
toplasmique non spécifique a été observé 
dans les îlots de Langerhans. (Figure 3)

Aucun bruit de fond n’a été observé pour 
les techniques qui utilisent la biotine 
(LSAB et ABC), l’inhibition des biotines 
endogènes ayant été réalisée au préala-
ble. A l’inverse de Ramos-Vara (10), nous 
n’avons pas observé de signal non spécifi-
que pour la technique micro-polymère. 

 L’étude de la sensibilité des systèmes 
de révélation a été réalisée à partir de cette 
observation : pour une dilution d’un anti-
corps primaire donné, si le temps d’incuba-
tion des réactifs du système d’amplification 
est augmenté, un marquage non spécifique 
est observé. (Figure 4) Il est donc possi-
ble d’augmenter la dilution de l’anticorps 
primaire pour faire disparaître le bruit de 
fond observé. (Figure 5) En effet, il s’agit 

Figure 2 : marquage Ki67 avec les différents systèmes d’amplification testés : système indirect à deux étapes 
(Ki67 au 1/400ème), technique LSAB (Ki67 au 1/600ème), technique ABC (Ki67 au 1/800ème), technique po-
lymère (Ki67 au 1/800ème), technique sonde-polymère (Ki67 au 1/800ème) et technique à la tyramide (Ki67 au 
1/6000ème).
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Figure 3 : bruit de fond observé avec différents systèmes d’amplification : effet de bord pour le système indirect à 
deux étapes, marquage des capillaires et de la trame pour le système sonde-polymère, marquage cytoplasmique au 
niveau des îlots de Langerhans pour l’amplification à la tyramide.

d’une réaction antigène – anticorps et il est 
nécessaire de trouver un équilibre entre le 
temps d’incubation, la dilution des diffé-
rents anticorps et la température pour obte-
nir un signal spécifique.
La sensibilité des différents systèmes 

d’amplification, excepté le système à la 
tyramide, a été étudiée en augmentant le 
temps d’incubation des réactifs du système 
d’amplification par 2 ou par 4. Une gamme 
de dilution de l’anticorps anti-Ki67 a été 
réalisée afin d’évaluer la sensibilité de cha-

Figure 4 : augmentation du temps d’incubation des réactifs du système d’amplification avec polymère pour une 
dilution donnée de Ki67 (1/800ème).
15 minutes d’incubation : signal positif de faible intensité. 30 minutes (temps préconisé) : marquage nucléaire 
intense. 45 minutes : marquage nucléaire intense, observation d’un léger bruit de fond. 1 heure, 1 heure 30 et 2 
heures : marquage nucléaire intense et bruit de fond de plus en plus important.
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Tableau  III  :  Qualité  de  l’amplification  des  différents  systèmes  d’amplification,  exemple  avec  
un  anticorps  anti-­Ki67.  

   Système  
Indirect  à  2  
étapes  

Technique  
LSAB  

Technique  
ABC  

Technique  
micro-­
polymère  

Technique  
sonde-­
polymère  

Technique  
tyramide  

Ki67   dilution  
optimale  

1/400   1/600   1/800   1/800   1/800   1/6000  

Qualité   de  
l’amplification  

+   ++   +++   +++   +++   +++++  

Bruit   de   fond  
observé  

Effet  de  
bord  
+++  

-­  *   -­  *   -­   ++  
vaisseaux  et  
trame  

++    
Trame  et  
cytoplasme  

*  :  négatif  si  blocage  des  biotines  endogènes  
  
  
Tableau  IV  :  Avantages  et  inconvénients  des  différents  systèmes  d’amplification  

   Système  
Indirect  à  2  
étapes  

Technique  
LSAB  

Technique  
ABC  

Technique  
micro-­
polymère  

Technique  
sonde-­
polymère  

Technique  
tyramide  

Avantages   -­rapidité  
-­prix  

-­rapidité  
-­prix  

-­
amplificatio
n  correcte  
-­rapport  
qualité  /  prix  
+++  

-­
amplificatio
n  correcte  
-­rapide  

-­
amplificatio
n  correcte  
-­rapide  

-­
amplification
+++++  

Inconvénients     -­faible  
amplification
  -­BDF  
possible  

-­faible  
amplification
  -­BDF  
possible*  

-­BDF  
possible*  
-­temps  

-­BDF  
possible**  
-­prix  

-­BDF  
possible  
-­prix  

-­mise  au  
point  
-­prix  
-­temps  
-­BDF  
possible  

*  :  bruit  de  fond  lié  aux  biotines  endogènes  possible  
**  :  bruit  de  fond  observé  par  Ramos-­Vara  (10)  
  
  
Tableau   V  :   Comparaison   des   dilutions   de   Ki67   pour   chaque   système   avant   et   après  
optimisation  des  protocoles.  

Conditions  des  
systèmes  
d’amplification  

Sy.  Indirect  
2  étapes  

LSAB   ABC   Micro-­
Polymère  

Sonde-­
polymère  

Dilution  de  Ki67  en    
conditions  normales  

1/400   1/600   1/800   1/800   1/800  
  

Dilution  de  Ki67  
après  optimisation    

1/800   1/1000   1/1500   1/1500   1/2500  
  

  

Figure 5 : étude de la sensibilité des systèmes d’amplification : augmentation du temps d’incubation des réactifs 
du système d’amplification et ajustement de la dilution de Ki67 afin d’obtenir un signal de bonne qualité.

que technique. L'augmentation du temps 
d'incubation de ces différents réactifs a 
permis de doubler la dilution de l'anticorps 
primaire pour la majorité des systèmes ana-
lysés, tout en conservant une excellente 
qualité de marquage et sans observer une 
augmentation du bruit de fond. (Tableau V)

Après optimisation des techniques, l’an-
ticorps directement couplé à une peroxy-
dase reste la technique ayant la plus faible 
amplification (Ki67 au 1/800ème), suivi 
du système LSAB (Ki67 au 1/1000ème). 
Le système ABC et le polymère présentent 
une amplification équivalente (Ki67 au 
1/1500ème). Le système sonde-polymère 
montre une amplification supérieure à ces 
systèmes (Ki67 au 1/2500ème), mais un 
marquage non spécifique est observé quel 
que soit le temps d’incubation du système. 

La tyramide reste le meilleur système 
d’amplification.

CONCLUSION
 Il existe une dizaine de systèmes de ré-
vélation en immunohistochimie. Leur ni-
veau d’amplification est variable ainsi que 
leur complexité d’utilisation et l’observa-
tion de bruit de fond. Il est important de 
connaître le principe du système utilisé au 
laboratoire pour adapter la technique afin 
de limiter l’apparition de signal non spé-
cifique, par exemple réaliser une étape de 
blocage des biotines endogènes dans le cas 
d’utilisation d’un système LSAB ou ABC. 
De même, il est indispensable de tester les 
systèmes d’amplification pour connaître 
leurs limites et optimiser la qualité des 
marquages réalisés.
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RESUME
 L’analyse structurale d’un tissu végé-
tal et la mise en évidence du profil d’ex-
pression d’un gène peuvent être réalisées 
sur des coupes sériées d’un objet inclus 
dans une résine. Les images obtenues par 
microscopie électronique ou photonique 
nous renseignent alors sur l’organisation 
cellulaire de notre échantillon dans un es-
pace en 2 dimensions. Une analyse histo-
logique en 2 dimensions de l’objet nécessi-
tera l’utilisation de procédures fastidieuses 
d’alignement des images.
 Une alternative à cette technique dif-
ficile à mettre en œuvre est l’analyse par 
microscopie photonique d’un tissu coloré 
au pseudo-Schiff-iodure de propidium 
(PS-IP). Ce colorant fluorescent spécifique 
de la paroi végétale, couplé à des agents 
éclaircissants, permet d’imager par mi-

croscopie confocale, l’ensemble des orga-
nes de plante sur une profondeur supérieu-
re à 200 micromètres. La reconstruction 
en 3 dimensions de l’organe sera obtenue 
à partir des différentes sections optiques. 
Plus simplement, il est aussi possible de 
colorer à l’IP des tissus frais afin de loca-
liser une protéine d’intérêt couplée à un 
autre marqueur fluorescent. Grâce à cette 
technique simple et rapide nous pouvons 
étudier simultanément l’architecture d’un 
tissu végétal et la localisation d’une molé-
cule, sans devoir maîtriser les techniques 
d’inclusion et de microtomie.

INTRODUCTION
 L’arrangement des cellules dans un 
tissu végétal est difficile à observer. La lu-
mière doit franchir de multiples barrières, 
cytoplasme, vacuole et paroi, avant d’at-
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teindre la lentille de l’objectif. Une obser-
vation directe d’un tissu végétal n’est donc 
pas possible sans générer de nombreuses 
aberrations liées aux indices de réfractions 
des différents milieux. L’éclaircissement 
est donc une étape clé pour l’observation 
d’un tissu végétal (1).
 Une première méthode consiste à uti-
liser le réactif de Gazet du Chatelier (2). 
Ce réactif permet d’éclaircir les tissus et 
d’observer l’échantillon en microscopie à 
fond clair. L’épaisseur du tissu découpé à 
main levée et l’absence de marqueurs fluo-
rescents excluent l’utilisation de la micros-
copie confocale pour imager l’échantillon. 
Cette méthode, tout comme la méthode 
de décoloration à l’alcool n’est applicable 
qu’aux échantillons fins (50 µm).
 La méthode « fixation/inclusion en pa-
raffine/coupe/coloration au bleu de tolui-
dine » a longtemps été l’unique technique 
permettant d’observer le cœur des organes. 
Chaque tranche épaisse de 10-20 µm est 
imagée. Pour reconstituer l’objet dans ses 
3 dimensions, la collection d’images obte-
nues doit être ordonnée et alignée.
Cette méthode fastidieuse, dont la difficul-
té est l’obtention d’une série complète de 
coupes, peut aujourd’hui être contournée 
par la technique de coloration au réactif 
pseudo-schiff-iodure de propidium (PS-
IP). Cette technique combine l’utilisation 
d’agents éclaircissants, d’un colorant fluo-
rescent spécifique de la paroi (PS-IP) et de 
la microscopie confocale.

MATERIEL ET METHODES
Plantules, racines, feuilles :
 Découper les différents organes de la 
plante à l’aide d’une lame de rasoir. Placer 
les échantillons dans le fixateur : méthanol 
50% - acide acétique 10%, 12h à 4 °. A ce 
stade les échantillons peuvent être conser-
vés pendant un mois. Après fixation, les 
échantillons sont perméabilisés, par chauf-
fage à 60°C dans une étuve avec une solu-
tion d’éthanol 80%. Cette étape est omise 
pour les racines.
Pour éviter d’abîmer les échantillons, il 
est préférable d’utiliser un tamis cellulai-
re (panier à filtre) qui est successivement 
déplacé de solution en solution dans une 
plaque de culture cellulaire, six puits. La 
stabilisation des échantillons fragilisés par 
l’étape chauffage/alcool est obtenue par 
une seconde fixation dans un mélange mé-
thanol 50% - acide acétique 10%, 1 heure 
à température ambiante. La coloration des 
polysaccharides de la paroi cellulaire est 
ensuite réalisée en trois étapes : (i) Trai-
tement à l’acide périodique 1% (40 min 
à température ambiante), (ii) Rinçage à 
l’eau (3x10 min) et (iii) Incubation dans le 
PS-IP (100mM métabisulphite de sodium, 
0,15N HCl, Iodure de propidium 100 µg/
ml). Une fois les tissus colorés en rouge 
(minimum 1h), l’excédant de colorant est 
éliminé à l’aide d’une solution de chloral 
hydrate (4g d’hydrate de chloral, 1ml gly-
cérol, 2ml eau). Les tissus peuvent ensuite 
être montés entre lame et lamelle avec la 
solution de chloral hydrate et observés au 
microscope confocal (Iodure de Propi-
dium : longueur d’onde d’excitation maxi-
male 535 nm, longueur d’onde d’émission 
maximale 617 nm) (3).
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Embryons et siliques :
 Pour faciliter la pénétration des diffé-
rentes solutions, les siliques sont coupées 
aux deux extrémités. Après l’étape de fixa-
tion (méthanol 50% - acide acétique 10%) 
les échantillons sont incubés durant une 
nuit dans une solution NaOH 0,2N - 1%. 
Le protocole est ensuite identique à celui 
des plantules et feuilles (voir ci-dessus).
Pour extraire les embryons, la silique est 
collée sur une lame à l’aide d’un ruban 
adhésif double face et ouverte sur toute sa 
longueur. Une fois les deux valves sépa-
rées, les graines en formation sont raclées 
avec une aiguille et déposées dans le fixa-
teur. Les graines sont ensuite dilacérées 
avec deux aiguilles. Le broyat obtenu, 
contenant les embryons, est aspiré et dé-
posé sur un tamis cellulaire (taille 40µm). 
Les embryons sont traités avec les solu-
tions décrites précédemment.

RESULTATS 
Organisation tissulaire d’une feuille
d’Arabidopsis thaliana : iodure
de propidium vs bleu de toluidine
 Le bleu de toluidine est un colorant 
non spécifique qui met en évidence les 
noyaux, la paroi pectocellulosique et les 
chloroplastes. Il agit aussi bien sur le tissu 
frais que sur le tissu fixé. Non fluorescent, 
il ne peut pas être visualisé par microsco-
pie confocale. La Figure 1A représente une 
coupe transversale de 10 µm d’une feuille 
d’Arabidopsis thaliana, colorée au bleu 
de toluidine et observée par microscopie à 
fond clair. 
 Pour la méthode de coloration au PS-
IP, c’est le positionnement de l’échan-
tillon entre lame et lamelle qui préjugera 
de l’orientation des coupes optiques ob-
tenues par microscopie confocale. Les 
différents tissus de la feuille sont imagés 
à l’aide d’un microscope LSM 700 Zeiss. 

Figures 1 : Analyse structurale d’une feuille d’Arabidopsis thaliana après coloration au bleu de toluidine (A) et au 
pseudo-Schiff-iodure de propidium (B-F). Barre d‘échelle 100 µm.
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Le marqueur PS-IP est excité à 555 nm, et 
le signal d’émission est filtré à l’aide d’un 
LP 566 nm. L’épaisseur de la section op-
tique de 2 µm permet de voir individuel-
lement l’épiderme supérieur (Figure 1B), 
le parenchyme palissadique (Figure 1C), le 
parenchyme lacuneux (Figure 1D) et l’épi-
derme inférieur avec un signal bruité dû à 
l’épaisseur de l’objet (Figure 1E). Le volu-
me de la feuille (Figure 1F) est reconstitué 
à partir des 43 images acquises sur toute 
l’épaisseur.

Construction d’une image en 3D
à partir d’une série de coupes opti-
ques :
exemple d’une pointe racinaire.
 Les racines sont obtenues à partir de 
plantules issues de graines semées sur 
milieu gélosé. L’absence de chlorophylle 
et la présence d’une zone méristématique 
font de la racine un matériel végétal facile 
à étudier. Les racines traitées et colorées au 
PS-IP sont placées entre lame et lamelle et 
observées à l’aide d’un microscope confo-
cal. L’acquisition de 35 images dans l’axe 

Z permet d’étudier la répartition cellulaire 
de la pointe racinaire sur toute son épais-
seur (Figure 2A). La reconstruction dans 
les 3 dimensions a été réalisée à l’aide du 
logiciel ImageJ (Figure 2B). On distingue 
la coiffe suivie de la zone méristématique 
formée de cellules régulières et enfin, la 
zone d’élongation avec des cellules allon-
gées. 

Mise en évidence d’un pattern d’expres-
sion d’un gène dans la racine.
 La présence d’agents dénaturants (fixa-
teur, agents éclaircissants) dans le protoco-
le de coloration PS-IP n’est pas compatible 
avec la évidence des marqueurs fluores-
cents de type Green Fluorescent Protein 
(GFP). Si toutefois l’on souhaite visuali-
ser simultanément le pattern d’expression 
d’un gène fusionné à la GFP et le pourtour 
des cellules, il est possible de colorer, avec 
une efficacité moindre, la paroi pectocellu-
losique avec de l’iodure de propidium. 
Pour ne pas être gêné par l’autofluores-
cence de la chlorophylle, il sera préférable 
de travailler sur les pointes de racines. Les 

Figures 2 : Reconstruction d’une pointe de racine (B) à partir d’une collection de coupes optiques (A).
Barre d‘échelle 200 µm.
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figures 3A et 3B illustrent la combinaison 
iodure de propidium – GFP avec la mise 
en évidence des cellules de la stèle (Figure 
3A), ou de la stèle, de l’endoderme et des 
cellules quiescentes (Figure 3B). 

CONCLUSION
 La technique de coloration à l’iodure 
de propidium est une coloration rapide et 
facile à mettre en œuvre. Elle est applica-
ble à tous les organes de plante. L’analyse 
structurale des tissus nécessite l’utilisation 
d’un microscope confocal. Les limites de 
la technique sont donc liées à l’épaisseur 
(environ 300 µm) et à la bonne qualité de 
la préparation de l’échantillon. Grâce aux 
images 2D collectées le long de l’axe Z il 

est facile de cibler la zone d’intérêt dans un 
échantillon et d’en étudier sa structure. Ces 
différentes sections optiques peuvent éga-
lement servir à la reconstruction de l’orga-
ne dans ses 3 dimensions. Cette technique 
simplifie grandement l’analyse structurale 
d’un échantillon qui était jusqu’à présent 
liée à l’obtention de coupes sériées au mi-
crotome. Enfin, il est possible d’ajouter, à 
l’information structurale fournie par la co-
loration PS-IP, une information de locali-
sation de gène d’intérêt fusionné à la GFP 
ou au marqueur ß-glucuronidase (GUS) 
(4). Pour toutes ces raisons, cette technique 
est devenue une technique incontournable 
pour l’analyse structurale d’un échantillon 
végétal.

Figures 3 : Racine colorée à l’iodure de propidium gène d’intérêt fusionné à la GFP : promoteur PIN FORMED: 
PIN FORMED-GFP (A), promoteur SHORT ROOT: SHORT ROOT-GFP (B). Barre d‘échelle 100 µm.
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RÉSUMÉ
 Une grande partie de la beauté et de 
la complexité du monde qui nous entoure 
échappent à notre perception. L’air, l’eau, 
le sol, notre propre organisme et les objets 
de la vie quotidienne abritent une infinité 
de formes et d’êtres vivants. La Micros-
copie Electronique (ME) nous révèle cet 
univers invisible à l’œil, au travers d’ima-
ges surprenantes. Tous les mondes peuvent 
être explorés : l’animal, le végétal, le corps 
humain, les cellules, les micro-organismes, 
le minéral, le monde industriel… Derrière 
l’approche technologique de la ME,  il y 
a un travail considérable, long et délicat 
qu’est la préparation des échantillons bio-
logiques, nécessitant un matériel lourd et 
coûteux et un personnel qualifié.
Nous présentons ici le principe général de 
la ME avec les étapes de préparation né-
cessaires à l’obtention d’images interpré-
tables et les différents artefacts qu’il est 
possible de rencontrer.

INTRODUCTION 
 Le terme « microscope » dérive du grec 
signifiant observer le petit  (mickos = pe-
tit et skopein = observer, examiner). Jadis, 
grâce à notre expérience sensorielle quo-
tidienne, nous avons appris à connaître le 
monde qui nous entoure. Notre vision joue 
un rôle important, voire primordial, dans 
l’exploitation de notre environnement. 
Mais si riche soit elle, cette perception vi-
suelle n’offre qu’un champ limité d’explo-
ration et depuis longtemps l’homme s’est 
ingénié à réaliser des outils permettant de 
dépasser ces limites et d’explorer l’inconnu 
au niveau de l’infiniment petit. Le premier 
outil développé est la loupe pour agrandir 
un objet, puis le microscope photonique 
qui permet de grossir 100 fois les détails 
les plus petits et les plus fins visibles à 
l’œil nu. En 1931, Ruska et Knoll construi-
sent le premier prototype de Microscope 
Electronique à Transmission (MET). Bien 
que pour ce premier instrument, le grossis-
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sement maximal des objets était de quatre 
cent fois, il a montré les caractéristiques 
d'un microscope électronique. Deux ans 
plus tard, Ruska construisait un micros-
cope électronique qui dépassait la résolu-
tion possible d'un microscope optique (500 
Angströms). (1, 2) Ce premier microscope 
électronique à transmission permettait de 
focaliser, sous vide, un faisceau d’élec-
trons par un électro-aimant sous une ten-
sion comprise entre 50 et 120kV (3). C’est 
en 1939 que Siemens lance la commercia-
lisation des MET avec son 'Siemens Super 
Microscope'. (1, 2) En revanche, il a fallu 
près de vingt ans pour découvrir, à l’aide 
de cette technique, l’aspect tri lamellaire 
des membranes biologiques phospholipi-
diques (4). 
Les Microscopes électroniques sont des 
appareils de taille importante, coûteux, 
dont l’installation et l’entretien demandent 
les plus grands soins. Ils sont installés dans 
des pièces spécialement conçues avec arri-
vée d’eau, d’azote, systèmes plus au moins 
complexes de pompage, de ventilation, 
de climatisation et nécessite un personnel 
qualifié pour leur manipulation. 
Les applications de la ME couvrent un 
très vaste domaine, allant de l’observation 
d’échantillons biologiques (végétal, ani-
mal ou humain) à l’analyse d’échantillons 
industriels dans la métallurgie ou l’indus-
trie des semi-conducteurs. 
Il existe trois grands types de microscopes 
électroniques : le microscope électronique 
à force atomique, le microscope électroni-
que à Transmission (MET, Figure 1 et 3) 
et le microscope électronique à Balayage 
(MEB, Figure 2), auxquels on peut ajouter 
le microscope à Balayage en Transmission 

Figure 1: MET (Morgagni 268D) avec un schéma 
montrant les différentes parties de la colonne du ME.

Figure 2 : MEB XL 20 avec un schéma explicatif des 
principaux composants.

Figure 3 : Résumé des principales étapes pour réali-
ser une observation au MET.
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(STEM). Nous ne citerons ici que des pré-
parations destinées à la microscopie élec-
tronique à transmission conventionnelle et 
à la microscopie électronique à balayage.

MATERIELS ET METHODES
A- Le Microscope Electronique à Trans-
mission (MET)

La microscopie électronique à transmis-
sion permet l’étude ultra-structurale des 
échantillons. Un faisceau d’électrons est 
focalisé sur la préparation à observer par 
l’intermédiaire de lentilles électromagné-
tiques. Les interactions entre les électrons 
incidents et l’échantillon sont de différen-
tes sortes. On peut observer des rayons X 
utilisés en microanalyse, des électrons se-
condaires et rétrodiffusés en microscopie 
électronique à balayage. Dans le cas de la 
microscopie électronique à transmission, 
seuls les électrons traversant la préparation 
sont analysés. A la sortie de l’échantillon 
plusieurs types d’électrons peuvent être 
distingués : des électrons transmis et des 
électrons diffusés. La distinction entre les 
électrons transmis et les électrons diffusés 
permet de créer le contraste des images en 
MET.

Trois règles impératives sont à prendre en 
compte pour l’observation des échantillons 
biologiques :
-La qualité de la fixation : Les tissus biolo-
giques sont fragiles et doivent être protégés 
de l’environnement hostile interne du mi-
croscope électronique, qui inclut un vide 
poussé et un bombardement par un faisceau 
d’électrons. La protection de ces tissus se 
fait par différents traitements des échan-

tillons. La première étape correspond à la 
fixation et a pour but de stabiliser les tissus 
de sorte qu’ils auront un aspect aussi pro-
che que possible de leur état vivant. Cette 
fixation devra préserver les structures des 
composés cellulaires avec un minimum de 
modification du volume, de la morpholo-
gie et des relations intercellulaires. Il est 
nécessaire de recourir à des techniques de 
fixation rigoureuses, tenant compte notam-
ment de la pression osmotique du liquide 
de fixation et de son pH. (5-6-7)
-La finesse de l’échantillon : la taille et 
l’épaisseur des coupes doivent être beau-
coup plus fines que pour la microsco-
pie photonique, le faisceau électronique 
étant arrêté par une coupe de matière trop 
épaisse. Il est nécessaire, pour obtenir une 
image de bonne qualité de disposer de cou-
pes de l’ordre de 50 nm d’épaisseur. Pour 
la même raison, le milieu d’enrobage doit 
être transparent aux électrons. Enfin, il est 
important de réduire le support des coupes 
ultrafines. La lame de verre utilisée en mi-
croscopie optique sera remplacée par une 
grille métallique : l’objet ne pouvant être 
observé que dans les « trous » correspon-
dant aux espaces libres de la grille. Des 
supports très fins comme des films de 
carbone, transparents aux électrons et en 
même temps très résistants aux électrons, 
peuvent également être utilisés sur des 
grilles à fentes ou à grillage.
-Le contraste de l’image électronique : les 
diverses techniques de coloration en mi-
croscopie photonique jouent sur le prin-
cipe que les colorants spécifiques de telle 
ou telle structure servent de filtres sélectifs 
ne laissant passer que certaines longueurs 
d’onde du spectre photonique. Ce qui per-
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met de colorer des images qui autrement 
resteraient grisâtres. Le faisceau électro-
nique n’offre pas les mêmes possibilités. 
Cependant, il est possible de contraster les 
images en liant des métaux lourds à certai-
nes structures biologiques : le plomb aux 
lipoprotéines, l’uranium aux acides nucléi-
ques, pour ne citer que les agents contras-
tants les plus communément utilisés. (8)
Les différentes étapes en microscopie élec-
tronique sont résumées dans la Figure3.

Le prélèvement de l’échantillon : 
 La qualité des prélèvements conditionne 
le succès de l’étude morphologique en MET. 

La fixation chimique : 
 Il n’y a pas de fixation chimique uni-
verselle. Chaque tissu, organe ou cellule 
a une fixation spécifique adaptée. Le fixa-
teur fige l’édifice labile d’un tissu ou d’une 
cellule vivante. Cette action est irréversi-
ble et doit être limitée dans le temps car le 
fixateur n’est pas un conservateur. La pé-
nétration du fixateur doit pouvoir se faire 
jusqu’au centre du tissu et de la cellule en 
un temps court. Nous présenterons ici les 
deux techniques généralement utilisées 
dans la plupart des laboratoires.

 - La fixation par perfusion intracardia-
que est rapide et homogène. Les cellules 
gardent une forme présumée proche de 
celle qu’elles avaient « in vivo » (9). Elle 
est favorable à une bonne préservation 
du matériel biologique pour les études en 
MET (10), particulièrement pour le cer-
veau, les poumons, les reins, les testicules, 
le foie. Ce sont des techniques délicates 
qui doivent être adaptées à l’organe étu-

dié en choisissant le fixateur et/ou le mode 
opératoire (voie de perfusion, nature du 
fixateur, pression et débit de perfusion), 
(11-12). Toutefois cette technique n’est 
pas toujours réalisable car elle consomme 
de grandes quantités de fixateur, nécessite 
un certain temps et est utilisable sur des 
petits mammifères. Il est parfois préférable 
d’utiliser une approche plus rapide comme 
la technique d’immersion. 
 - La fixation par immersion dans des 
aldéhydes notamment le glutaraldéhyde 
(GLUT) est particulièrement bénéfique pour 
la conservation de la morphologie des tissus 
biologiques. Le GLUT peut être combiné au 
paraformaldéhyde (PFA). Les tissus biolo-
giques sont découpés en petits cubes d’un 
millimètre, afin d’optimiser la diffusion du 
fixateur. Le tissu prélevé est immédiatement 
immergé dans le fixateur pendant plusieurs 
heures à 4°C. La fixation par immersion est 
également utilisée pour la fixation des cultu-
res cellulaires, sur des lamelles de verre ou 
sur des lames type lap tek. (5-6)
 Quelles que soient les modalités de 
fixation, les fixateurs ne sont pas des 
conservateurs. Les échantillons sont en-
suite transférés dans un tampon qui peut 
être à base de phosphate ou de cacodylate 
0,1M pH 7,4. (7)

Post-fixation et déshydratation :
 La fixation est suivie d’une post-fixation 
au tétroxyde d’osmium (OsO4) qui agit par 
une réaction d’oxydation. Cette molécule 
interagit fortement avec les phospholipides 
membranaires, préserve les membranes di-
tes osmiophiles et contraste les structures 
cellulaires. Les prélèvements biologiques 
seront ensuite déshydratés (remplacement 
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de l’eau intracellulaire par un solvant) par 
de l’éthanol ou à l’acétone de plus en plus 
concentrés puis par de l’oxyde de propy-
lène. (5-6-7).

Inclusion dans une résine:
 Vient ensuite une pré-imprégnation 
dans un mélange de résine avec de l’oxyde 
de propylène, une imprégnation dans une 
résine pure pendant plusieurs heures puis 
l’inclusion dans un moule (figure 4A) des 
pièces biologiques avec la résine et enfin 
polymérisation dans une étuve à des tem-
pératures différentes selon les résines em-
ployées.
Brièvement, les résines sont de deux ty-
pes : les résines hydrophyles (LRW, Lowi-
cryl…) qui préservent mieux les sites an-
tigéniques, mais conservent moins bien la 
morphologie et les résines epoxy (Araldi-
te, Epon 812) qui conservent très correcte-
ment la morphologie cellulaire des tissus 
biologiques. Le choix de la résine dépend 
de l’application envisagée. (13) 

Réalisation des coupes:
  Des coupes ultrafines, d’une épais-
seur variant de 30 à 100nm sont réalisées 
à l’aide d’un ultra-microtome. (Figure 4A 
Son fonctionnement est similaire au micro-
tome, utilisé en histologie, l’avance méca-
nique peut être remplacée par une avance 
thermique réglée par un dispositif électro-
nique, le couteau d’acier est remplacé par 
un couteau de verre ou de diamant. Le fil 
de ces couteaux est de l’ordre de 2mm. Ils 
sont montés sur une petite cuvette que l’on 
remplit d’eau très propre, dont le niveau 
affleure le fil du couteau, ainsi la coupe 
s’étale à la surface de l’eau au moment où 

elle est réalisée. Toutes ces opérations se 
font à l’aide d’une loupe binoculaire, ce 
qui permet d’identifier l’épaisseur de la 
coupe par sa couleur, qui est la résultante 
de la réfringence à la surface de l’eau. (14) 
(Figures 4B et 4C). 

Récupération et contraste des coupes :
 Les coupes flottent à la surface de l’eau 
et sont récupérées sur une grille (disque 
de 2.5mm de diamètre, multi perforé ou 
à fente) maintenue par une pince fine. Les 
coupes sont séchées et soumis aux agents 
contrastants. Le contraste de l’OsO4 est 
renforcé par l’acétate d’uranyle et le citrate 
de plomb. L’acétate d’uranyle se lie en par-
ticulier aux acides nucléiques, le citrate de 
plomb se lie à l’osmium et renforce ainsi le 
contraste des membranes. (8) Ces « colora-
tions » sont réalisées en faisant flotter dans 
un premier temps, les grilles sur une goutte 
d’une solution de sel d’uranium à l’abri de 
la lumière, suivi d’un rinçage avec de l’eau 
bi-distillée, puis dans un deuxième temps, 
sur une goutte d’une solution de citrate de 

Figures 4 : A : Appareil destiné à confectionner des 
coupes semi-fines ou ultrafines, à gauche de l’appa-
reil 3 moules à inclusion (flèches). B : un fort gros-
sissement de la loupe et du couteau de diamant. C : le 
couteau de diamant et des coupes ultrafines flottant 
sur l’eau.
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plomb et rincer. Là encore, il s’agit d’un 
travail qui exige beaucoup de soin. Après 
séchage, la coupe est prête à être examinée 
au MET.

Réception, traitement et observation de 
l’image:
 L’observation de « l’image électroni-
que » peut être réalisée sur différents sup-
ports : 

- par l’observation sur l’écran fluorescent : 
celui-ci renvoie en chaque point des pho-
tons en quantité proportionnelle aux élec-
trons incidents ; les zones sombres cor-
respondent aux régions de l’objet qui ont 
dévié le plus d’électrons, donc les zones 
dans lesquelles sont concentrés les atomes 
lourds. L’émission lumineuse est observée 
à travers des hublots du MET. La résolu-
tion de l’image, et par conséquent de la 
mise au point, est limitée par le calibre des 
grains de sulfure de zinc fluorescent.

- par l’observation des micrographies pri-
ses en substituant l’écran par une émulsion 
photographique sensible aux électrons. Il 
existe alors sous l’écran une caméra équi-
pée d’un chargeur de plans films. Ce sys-
tème est complexe au point de vue mainte-
nance et coûteux; il permet à tout moment, 
de retirer du MET tous les clichés déjà 
pris. La photographie est complémentaire 
à l’observation directe, mais avec une 
meilleure résolution et la possibilité d’ana-
lyse à postériori. 

- par digitalisation de l’image, moins coû-
teuse avec un encombrement négligeable 
et une grande souplesse d’utilisation : 

certains appareils sont dotés de systèmes 
informatiques et de traitement d’images, 
qui permettent de stocker sur disques, de 
nombreuses données iconographiques.

B- La Microscopie Electronique à Balayage :

 L’application principale de la micros-
copie électronique à balayage est l’étude 
morphologique des surfaces par l’obser-
vation tridimensionnelle de l’échantillon 
avec une profondeur de champ très impor-
tante.
Le MEB est un appareil qui balaie l'échan-
tillon d'un faisceau d'électrons. Ces élec-
trons percutent l'échantillon qui émet à son 
tour des électrons secondaires dont le nom-
bre dépend de la nature de la surface étu-
diée. Ce sont ces électrons qui sont collec-
tés et détectés. L’exploitation des électrons 
secondaires, servie par une technologie 
bien au point, est certainement le domaine 
qui a été le plus largement développé et a 
contribué à donner au MEB ses lettres de 
noblesse. La richesse et la diversité des in-
formations produites par cette technique 
révèle le monde biologique de l’infiniment 
petit sous un angle complètement différent 
du MET avec ses aspects parfois surpre-
nants où l’esthétique n’est jamais exclue.
Toutefois, il est à noter que le grossisse-
ment obtenu par le MEB est nettement in-
férieur à celui du MET (X100000).
Le principe de fonctionnement de cet ap-
pareil est décrit en détail dans le livre de 
Delhi Guillaumin (15). Signalons que la 
colonne est plus simple que celle du MET ; 
elle présente moins de lentilles, se prolon-
ge par une vaste chambre porte-objet per-
mettant d’introduire des échantillons de 
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plusieurs centimètres de diamètre que l’on 
peut faire tourner dans les trois plans de 
l’espace. On précisera ici uniquement les 
techniques de préparation d’échantillons 
biologiques les plus employées. Cette pré-
paration est primordiale et doit permettre 
aux échantillons de supporter le vide du 
microscope et l’impact du faisceau d’élec-
trons, tout en conservant une forme fidèle à 
la réalité. Cette préparation se déroule gé-
néralement en plusieurs étapes : fixation, 
déshydratation, dessiccation ou séchage au 
point critique et métallisation des échan-
tillons.

Fixation, déshydratation, dessiccation ou 
séchage par la technique au point criti-
que : 
 La fixation de l’objet présente les mê-
mes exigences et requiert les mêmes tech-
niques que la microscopie électronique à 
transmission, à ceci près, que les échan-
tillons sont plus volumineux. L’intégrité 
des formes est fondamentale pour cette 
analyse. La nature, la pression osmotique, 
la concentration ionique et le pH du fixa-
teur doivent être rigoureusement ajustés. 
En pratique, la fixation est réalisée dans le 
glutaraldéhyde, suivie d’une post-fixation 
dans l’acide osmique. La déshydratation a 
pour but de remplacer l’eau intracellulaire 
par un solvant (éthanol ou acétone). (16) 
Les solvants utilisés dans la déshydrata-
tion devront être miscibles avec le fluide 
de transition utilisé pour la dessiccation. 
La dessiccation est une étape qui consiste 
à vider l’échantillon de tout liquide qu’il 
peut contenir. Un échantillon biologique 
contient beaucoup d'eau. Pendant l’ana-
lyse au MEB, le vide du microscope va 

évaporer cette eau violemment et la struc-
ture de l'objet sera déformée. Pour éviter 
cette déformation, les échantillons hydra-
tés doivent subir une étape de dessiccation. 
La dessiccation au point critique peut être 
expliquée simplement. La tension superfi-
cielle fait que si l'on supprime l'eau d'une 
structure molle hydratée (cellules par 
exemple), la structure est déformée. Dans 
certaines conditions de température et de 
pression qui dépendent de la nature du li-
quide, cette tension est nulle et correspond 
au point critique. Le fluide utilisé se trouve 
dans un état instable, ni liquide, ni gazeux, 
où il ne présente plus de tension de surfa-
ce. On pourra alors éliminer tout le liquide 
d’une structure sans la déformer. En prati-
que, le point critique de l’eau est difficile à 
obtenir au laboratoire (217.7 atmosphères 
à 374 °C). On lui préférera le CO2 dont 
le point critique est de 72.9 atmosphères 
à 31°C. Le CO2 liquide a longtemps été 
utilisé, mais demande un équipement par-
ticulier permettant de contrôler la tempé-
rature et la pression. (7) Une alternative à 
cette technique est l’utilisation de produits 
dont le point critique est plus proche de 
la température ambiante comme l’Héxa-
methyl-disilazane mais plus toxique. (17) 
(Figure 5).

Collage, protection et métallisation :
 Les prélèvements biologiques ne sont 
pas conducteurs. Ils doivent être métalli-
sés pour éviter les phénomènes de charge, 
limiter l’échauffement produit par le fais-
ceau d’électrons au niveau de l’échantillon 
et produire des images.
Au préalable, l’échantillon est fixé sur un 
support avec une colle conductrice (colle 
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à l’argent ou au carbone). Il est néces-
saire d’utiliser un support perméable aux 
électrons, évitant ainsi l’accumulation de 
charges électriques sur l’échantillon. La 
richesse en eau du matériel biologique 
rend les échantillons séchés au point cri-
tique, particulièrement fragiles. Il faut par 
conséquent, les manipuler avec beaucoup 
de précautions. L’évaporation d’un fin film 
de carbone à la surface de l’échantillon, le 
rendra plus résistant et sera bon conducteur 
d’électrons. Enfin, une métallisation sous 
vide, à partir d’une cathode en or ou en 
palladium, permettra de déposer une fine 
couche de métal (10 à 25 nm) qui épousera 
parfaitement la surface de l’échantillon et 
représente une importante source d’élec-
trons secondaires potentiels. (7-16)

L’obtention de l’image :
 Le signal électronique secondaire émis 
par chaque point balayé par le faisceau 
d’électrons doit être collecté, amplifié puis 
transmis sur un écran TV. Le balayage peut 
être si rapide qu’il est possible de suivre 
le déplacement mécanique de l’objet en 
temps réel, toutefois dans ces conditions, 

la netteté de l’image est très insuffisante. 
En ralentissant le passage du faisceau ou 
en multipliant les passages dans un secteur 
donné, la qualité de l’image sera considé-
rablement améliorée. L’image pourra alors 
être captée par une caméra CCD (Charge-
Coupled Device) ou une prise de vue sur 
film argentique pourra être effectuée (cas 
des anciens MEB).

LES DIFFERENTS TYPES
D’ARTEFACTS RENCONTRES
EN MET ET EN MEB :
Des résultats de bonne qualité seront ob-
tenus avec des images interprétables, si 
les différentes étapes de préparation sont 
respectées et si les caractéristiques phy-
sico-chimiques des solutions (la concen-
tration molaire, ionique et le pH) sont pris 
en considération lors de la préparation des 
échantillons. En microscopie électronique 
à transmission, les images obtenues per-
mettent d’identifier les différents compo-
sés cellulaires. (peau murine (Figures 6A 
et 6B). Elles permettent également l’ana-
lyse d’anomalies ultra-structurales lors de 
pathologie, muscle normal (Figures 6C et 
6D), muscle anormal (Figures 6E et 6F)). 
La microscopie électronique à balayage, 
nous permet d’observer les surfaces d’un 
objet à différents grossissements, comme 
cette tique sur les Figures 7A, 7B, 7C et 
7D.

Citons ici quelques exemples d’artefacts 
rencontrés au moment de l’analyse :

a- Artefacts de fixation en MET : 
 Ils se traduisent généralement par une 
dégradation de l’ultrastructure du matériel 

Figure 5 : Résumé de la technique pour le MEB 
conventionnel avec les étapes à suivre.
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biologique (extraction, perte de continuité 
des membranes, gonflements, rétractions 
des cellules ou des organites cellulaires, 
conduisant à des structures cellulaires 
d’aspect éclairci ou anormalement sombre, 
voire trous dans le matériel…).
Par exemple, un muscle squelettique d’un 
embryon de poisson zèbre de 48 heures 
bien fixé par immersion (Figure 8A), qui est 
opposé à un autre embryon du même âge, 
mais mal fixé (Figure 8B). Foie de souris 
correctement fixé par perfusion, où l’on ob-
serve une partie du cytoplasme d’un hépa-
tocyte (Figure 8C). Cette image est opposée 
à la Figure 8D, qui provient d’un foie de 
souris fixé par immersion, la seule structure 
identifiable est une gouttelette lipidique, le 
reste de l’image n’est pas interprétable.

Figures 6 : Peau de souris montrant l’épiderme, la 
couche basale (B), la couche spineuse (S), la couche 
granuleuse (G), la couche cornée (C) et une partie de 
derme (A), (X4000). B est un fort grossissement de 
la couche granuleuse (G), avec les grains de kérato-
haline et la couche cornée (C X10000). C (X4000) et 
D (X10.000) montrent le muscle squelettique de sou-
ris avec les sarcomères, les mitochondries (M) et les 
gouttelettes lipidiques (L). E et F montrent des ano-
malies observées à l’intérieur de la fibre musculaire. 
Notez les agrégats des membranes à la périphérie de 
la membrane sarcoplasmique E (flèche, X10.000), F 
(X4000) présente des malformations de sarcomères, 
une hypertrophie des mitochondries, avec accumula-
tion de fer (flèche).

Figures 7 : Tique observée en MEB. A : ses 4 paires 
de pattes, ses pièces buccales et son corps gorgé de 
sang. (X36), B : pièces buccales (X300), C : la der-
nière partie de la patte, les griffes avec le coussinet 
(flèche X1000), D : le rostre avec le siphon (flèche 
X1000). 

Figures 8 : Différence entre une fixation par immer-
sion de bonne et une mauvaise qualité. A et B mon-
trent le muscle squelettique d’un embryon de poisson 
zébra de 24h ; notez l’organisation des sarcomères, 
des mitochondries (M) et du réticulum sarcoplas-
mique (SR). C et D illustrent la différence entre une 
fixation par perfusion et par immersion, d’un foie de 
souris; C : hépatocyte où l’on note tous les détails 
(gouttelettes lipidiques (L), réticulum endoplasmique 
rugueux (RER) et mitochondries (M). A l’inverse, 
l’image D ne montre que la gouttelette lipidique (L) 
après fixation par immersion. (X10.000).
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b- Artefacts d’inclusion pour la MET : 
 Les coupes semi-fines de 2µm d’épaisseur 
révèlent que l’échantillon n’a pas été déshy-
draté correctement et présente une mauvaise 
pénétration de la résine (Figures 9B, C et D), 
comparé au témoin (Figure 9A).

c- Artefact de coupe au MET : 
 Les vibrations de l’appareil de coupe, 
le bloc lui-même (mauvaise inclinaison, 
tramage,…etc.) ou l’instabilité du cou-
teau peuvent donner des coupes ultrafines 
de mauvaise qualité avec des plis (Figure 
10A), trous (Figure 10B) ou des stries 
plus ou moins importantes (Figures 10C et 
10D). Ces images sont bien entendu inex-
ploitables.

Artefact de la technique de contraste en 
MET : 
 Un contraste de mauvaise qualité ne 
permet pas l’analyse de la structure de 
l’échantillon. Des saletés, non visibles à 

l’œil, prennent des dimensions importantes 
au MET (Figures 11C et D). La présence 
d’impuretés dans l’eau utilisée dans le bac 
de diamant lors de la récupération des grilles 
peut donner des tâches grises sur toutes les 
coupes (Figure 11B). Il faut être très minu-
tieux au moment du contraste des grilles. 
Une bonne approche consiste à réaliser la 
coloration à l’acétate d’uranyle, bien rincer 
puis à laisser sécher les coupes ultrafines 
dans leur boîte à l’abri de la poussière et 
de la lumière, toute une nuit à température 
ambiante et enfin effectuer le contraste au 
plomb le lendemain. Cette technique mise 
au point au laboratoire évite la formation 
de précipités sur les coupes (Figure 11A).
Artefact de séchage ou problème de déshy-
dratation au MEB :
 Observé surtout pour les petits échan-
tillons comme les œufs de poisson, ce qui 
aboutit à un objet rétracté (Figure 12B) par 
rapport au témoin (Figure 12A)

Figures 10 : Cette planche illustre les différents arte-
facts de coupe. A présente des replis (flèches) et des 
vibrations de la coupe. (X2000), B montre des grands 
trous au niveau de la coupe (astérisques, X2000), C 
(X2000) et D (X4000) illustrent les vibrations. En 
raison de la mauvaise qualité de la coupe, les détails 
ne sont pas visibles même après agrandissement de 
l’image.Figures 9 : A (X400) présente une préparation de 

bonne qualité, notez les fibres musculaires (flèches) 
avec un capillaire rempli de globules rouges (tête de 
flèche), B (X400), C (X800) et D (X200) illustrent 
une mauvaise pénétration du fixateur à l’intérieur de 
l’échantillon. Notez la masse noire avec les trous (flè-
che). 
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Artefact de préparation et de métallisation 
pour le MEB : 
 Lorsqu’un échantillon n’est pas bien 
métallisé, c’est à dire une mauvaise pulvé-
risation de l’or ou du palladium sur toute 
la surface de l’échantillon, des problèmes 
peuvent être rencontrés lors de l’acquisi-
tion des images (phénomène de charges 
des électrons, Figure12C). De même, 
lorsqu’un objet est déposé sur son support 
juste après le séchage au point critique. Il 
devient très fragile et sa manipulation de-
mande beaucoup de soin pour ne pas per-
dre des informations comme le montre cet-
te image d’œil de drosophile (Figure12D) 
où la moitié des cils a disparu au niveau 
des ommatidies.

CONCLUSION
Les champs d’application de la microsco-
pie électronique sont nombreux et l’intérêt 
de ces techniques réside essentiellement en 
une meilleure résolution des images et une 
possibilité de grossissement beaucoup plus 
grande que le microscope photonique. Ces 
qualités ont permis l’observation de détails 
jamais accessibles aux chercheurs aupara-
vant. Il est essentiel pour exploiter ces pos-
sibilités d’utiliser des préparations adaptées 
aux buts recherchés. Il convient donc de ne 
pas négliger la préparation de l’échantillon 
biologique pour permettre une optimisation 
maximale des performances exploratrices 
du MEB et du MET. Aujourd’hui la ME ne 
se réduit plus à son rôle descriptif initial, 
mais s’intègre dans un environnement de 
travail, de mesure, d’analyse dans lequel 
on pourra exercer sur l’échantillon des 
contraintes et des sollicitations diverses.

Figures 11 : A présente une coupe de rein de bonne 
qualité, avec des mitochondries (M), des citernes de 
RER et l’invagination de la membrane plasmique du 
tube rénal murin. (X20.000), B et C (X4000) et D 
(X10.000) montrent des précipités survenus lors du 
contraste.

Figures 12 : Illustration de certains artefacts observés 
au moment de l’acquisition de l’image en MEB. A : 
un œuf normal de poisson. (X46), B : un œuf rétracté 
par la mauvaise déshydratation (X100), C : une tête 
d’embryon de souris mal formée avec un phénomène 
de charge, notez la brillance au niveau du cerveau 
(flèche, X50), D : œil de drosophile, disparition des 
cils au niveau des ommatidies lors de la manipula-
tion de l’échantillon après séchage au point critique 
(X100). 
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RESUME
 Les données résultant de certaines ex-
périences scientifiques ne peuvent être 
enregistrées que sous forme d’images. 
L’Histologie est une discipline qui peut 
être génératrice d’un grand nombre de ces 
données, aussi est-il important de préser-
ver les images générées par des systèmes 
d’acquisition en constante évolution, allant 
des systèmes d’imagerie associés aux mi-
croscopes jusqu’aux plus récents scanners 
de lames. Le présent article traitera des 
caractéristiques des images numériques 
matricielles qui correspondent au support 
le plus utilisé. Ces caractéristiques sont 
la matrice, déterminant les dimensions de 
l’image ; la définition, donnée par le nom-
bre d’éléments la composant ; la résolution, 
représentant le degré de détail de l’image ; 
l’échantillonnage ; le codage informatique, 
défini par le format d’acquisition de l’ima-
ge et les couleurs. La connaissance de ces 
caractéristiques facilite l’intervention sur 
l’image et en permet une utilisation opti-
misée.

 INTRODUCTION
L'image, du latin imago (représentation, 
portrait, fantôme, copie), est une catégorie 
de signes qu'on a coutume de distinguer 
des indices et des symboles. L'image est 
étroitement liée à la notion de ressem-
blance. Depuis le dessin rupestre de nos 
ancêtres jusqu’aux images numériques 
d’aujourd’hui, l’histoire de la représenta-
tion par l'image est longue et ses usages 
multiples. « Une image vaut mille mots » 
mais encore faut-il qu’elle soit le reflet 
strict de la situation réelle. Par le passé, 
la génération et les interventions sur les 
images photographiques ou cinématogra-
phiques étaient possibles mais difficiles et 
réservées à des spécialistes. Aujourd’hui, 
l’acquisition d’une image numérique, leur 
stockage sous forme informatique ainsi 
que le traitement de leur contenu sont ac-
cessibles à tous. Cependant, il est néces-
saire de connaître les caractéristiques de 
ces images numériques afin d’éviter leur 
déformation ou transformation qui modi-
fient l’interprétation de ces dernières.
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LES CARACTERISTIQUES
DE L’IMAGE NUMERIQUE
La matrice
Les images numériques « en carte de 
point » (bitmap) ou matricielles sont 
constituées d’un tableau ou matrice d’en-
tiers, dont chaque élément correspond à un 
point de l’image (Figure 1). Chaque point 
est défini par des dimensions spatiales 
(hauteur, largeur, profondeur), temporelles 
(durée) et autres (comme par exemple, un 
niveau de résolution).

Dans le cas des images spatiales à deux 
dimensions (2D) qui sont les plus cou-
ramment utilisées en histologie, les points 
sont appelés pixels (pour picture element) 
et ils adoptent deux dimensions spatiales 
définies par les coordonnées x, y. L’apport 
d’une dimension temporelle sur une image 
2D crée une image 3D définie par x, y, t. 
Une image spatiale à trois dimensions (3D) 
a pour élément de base le voxel (pour vo-
lume element) qui adoptent les dimensions 
x, y, z. Il existe aussi des images à quatre 
dimensions (4D) alliant 3 dimensions spa-

tiales à une dimension temporelle, et repré-
sentées par les coordonnées x, y, z, t. Les 
images à cinq dimensions (5D) reprennent 
les coordonnées de l’image 4D auxquelles 
peut se rajouter une dimension de compo-
sante couleur.

La définition
La définition d’une image correspond au 
nombre de colonnes et de lignes de la ma-
trice, c’est-à-dire aux nombres de pixels 
qui restituent au mieux l’objet de départ.
Exemple : 1024 pixels par 1280 pixels, 
abrégé en « 1024×1280 ». (Figures 2).

La résolution d'une image
Elle est définie pour une image 2D par le 
nombre de pixels par unité de longueur de 
la structure numérisée. On parle de point 
par pouce (ppp) ou dot per inch (dpi); pixel 
par cm;… Elle représente le degré de dé-
tail de l’image. Pour une même surface 
d'image, plus le nombre de pixels compo-
sant l'image est grand, plus la résolution 
est élevée et meilleure sera la restitution de 
l’image. Ce paramètre est défini lors de la 
numérisation et dépend principalement des 
caractéristiques du matériel utilisé pour la 
numérisation. Cependant la résolution ne 
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Figure 1 : Matrice de points constituant une image à 
2 dimensions. Les chiffres dans les cases correspon-
dent à des valeurs de codage de pixels.
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Figure 2 : Définition d’une image qui correspond au 
nombre de colonnes et de lignes de la matrice caracté-
ristique de cette image. Ici on montre la même image 
avec une définition de 1024x1280 (A) ou une défini-
tion de 108x135 (B).
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peut pas être augmentée à l’infini. Il existe 
une limite de résolution définissant la li-
mite de séparation entre deux points (ou 
critère de Rayleigh), elle-même liée à la 
nature ondulatoire de la lumière et au phé-
nomène de diffraction qui y est associé. La 
figure de diffraction générée est appelée 
tâche d'Airy ou disque de Airy (Figures 
3). En se basant sur la formule élaborée 
par Abbe en 1874, on peut calculer la ré-
solution latérale d’un microscope optique, 
c'est-à-dire la plus petite distance en des-
sous de laquelle deux points voisins ne sont 
plus distingués, comme égale à 0,61 /NA. 
Dans ce calcul,  est la longueur d'onde de 
la lumière observée et NA est l'ouverture 
numérique du système optique, en liaison 
aussi avec l’indice de réfraction du milieu 
d’observation. Plus l’ouverture numérique 
sera grande, meilleure sera la résolution 
latérale (Figures 4). On peut ainsi calculer 
la taille optimale qu’un pixel peut adopter 
pour pouvoir résoudre deux points, corres-
pondant à la moitié de la résolution latérale 
(Tableau I). L’échantillonnage

L’échantillonnage est le procédé par lequel 
un signal original (dit analogique) repré-
senté par l’objet biologique est transformé 
en un signal numérique composé de pixels. 
Le théorème de Nyquist Shannon stipule 
que pour une acquisition correcte, la fré-
quence d'échantillonnage d'un signal doit 
être le double de la fréquence du signal 
analogique. Dans le cas de la microscopie 
photonique, la fréquence du signal ana-
logique est donnée par la résolution laté-
rale du système optique, soit la distance 
minimale entre deux objets pour pouvoir 
les distinguer au travers du microscope. 
Ainsi la définition de l’image acquise sera 
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Figure 3 : Les tâches d’Airy sont définies par la dif-
fraction de la lumière associée aux interférences. Dis-
que d’Airy correspondant à l’image d’un point (A), à 
l’image de deux points en limite de résolution (B), ou 
à l’image de deux points non résolus (C).

Figures  4  

  
  

Figures  5  

  

Figure 4 : Les tâches d’Airy sont fonction de l’ouver-
ture numérique NA : plus NA est importante, plus la 
tâche d’Airy est étroite et meilleure est la résolution. 
Exemples donnés pour NA = 0,7 (A), NA = 1,25 (B) 
et NA = 1,4 (C).
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choisie pour que la taille du pixel acquis 
soit la plus proche possible de la taille op-
timale du pixel calculée ci-dessus. Si la 
fréquence d'échantillonnage est plus petite, 
le signal est alors dit sous-échantillonné et 
de l'information risque d'être perdue. Si la 

fréquence est supérieure, le signal est dit 
sur-échantillonné et l’information surnu-
méraire devient redondante, ce qui génère 
des fichiers informatiques de taille plus 
importante (Tableau II).

Tableau  I  
   Caractéristiques  des  objectifs   Résolution  en  Fond  clair  

Objectif  

Distance  de  

travail  (WD)  

(mm)  

Ouverture  

numérique  

(NA)  

Résolution  latérale  

(nm)  

Taille  optimale  du  

pixel  (nm)  

4x   30   0,10   2135   3050   3965   1067   1525   1982  

Plan  10x   10,5   0,25   854   1220   1586   427   610   793  

Plan  Fluor  

40x  
0,66   0,75   285   407   529   142   203   264  

Plan  Fluor  

100x  (OIL)  
0,2   1,30   164   235   305   82   117   152  

  

Tableau  II  

Microscope  optique  
Taille  du  pixel  donnée  par  la  caméra  (nm)  en  

fonction  du  choix  de  la  définition  de  l’image  

Objectif  
Résolution  

latérale  (nm)  

Taille  

optimale  du  

pixel  (nm)  

640px  par  

512px  

1280px  par  

1024px  

2560px  par  

2048px  

4x   3050   1525   3220   1610   540  

10x   1220   610   1290   650   220  

40x   407   203   320   160   50  

100x   235   117   130   65   20  

  

Tableau  III  

R   V   B   Couleur  associée  
0   0   0   noir  
255   0   0   rouge  
0   255   0   vert  
0   0   255   bleu  
128   128   128   gris  
255   255   255   blanc  

Tableau I : La résolution latérale est définie par le microscope utilisé et est directement liée à la longueur d’ondes 
de la lumière observée ( ) et à l’ouverture numérique des objectifs (NA) selon la formule 0,61 /NA. Elle est ex-
primée en nanomètre (nm). La taille optimale du pixel correspond à la résolution latérale divisée par 2 et est aussi 
exprimée en nanomètre (nm). Le tableau rassemble des exemples de calculs pour une  égale à 350nm (bleu), à 
500 nm (noir) ou à 650 nm (rouge).
WD = working distance = distance de travail entre l’objectif et l’objet observé.
NA = numerical aperture = ouverture numérique des objectifs.

Tableau  I  
   Caractéristiques  des  objectifs   Résolution  en  Fond  clair  

Objectif  

Distance  de  

travail  (WD)  

(mm)  

Ouverture  

numérique  

(NA)  

Résolution  latérale  

(nm)  

Taille  optimale  du  

pixel  (nm)  

4x   30   0,10   2135   3050   3965   1067   1525   1982  

Plan  10x   10,5   0,25   854   1220   1586   427   610   793  

Plan  Fluor  

40x  
0,66   0,75   285   407   529   142   203   264  

Plan  Fluor  

100x  (OIL)  
0,2   1,30   164   235   305   82   117   152  

  

Tableau  II  

Microscope  optique  
Taille  du  pixel  donnée  par  la  caméra  (nm)  en  

fonction  du  choix  de  la  définition  de  l’image  

Objectif  
Résolution  

latérale  (nm)  

Taille  

optimale  du  

pixel  (nm)  

640px  par  

512px  

1280px  par  

1024px  

2560px  par  

2048px  

4x   3050   1525   3220   1610   540  

10x   1220   610   1290   650   220  

40x   407   203   320   160   50  

100x   235   117   130   65   20  

  

Tableau  III  

R   V   B   Couleur  associée  
0   0   0   noir  
255   0   0   rouge  
0   255   0   vert  
0   0   255   bleu  
128   128   128   gris  
255   255   255   blanc  

Tableau II : Ce tableau donne l’exemple des définitions optimales de la caméra (cellules grisées) choisies en fonc-
tion de la taille optimale du pixel calculée pour une  égale à 500nm. Aux objectifs 4x et 10x, la définition optimale 
de la caméra est 1280x1024. A l’objectif 40x, on peut choisir les définitions 1280x1024 ou 640x512. A l’objectif 
100x, on peut adopter la définition de la caméra à 640x512 sans perte d’information. Pour ce dernier cas, une défi-
nition de 1280x1024 entraînera un suréchantillonage et n’apportera pas d’information supplémentaire. 
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Le codage informatique
Le codage informatique est défini par le 
format d’acquisition de l’image. L’échel-
le de codage des pixels est définie par le 
nombre de bits utilisés (n). Un codage sur 
n bits permet de coder 2n valeurs. Un pixel 
codé par un seul bit, ne peut prendre que 
21 valeurs soit 2 valeurs possibles : 0 (noir) 
ou 1 (blanc). On parle d’image binaire. Le 
plus souvent, les images sont codées en 8 
bits (1 octet) soit 28 valeurs, c’est-à-dire 
256 valeurs (soit comprise entre 0 et 255) 
pouvant être adoptées par chaque pixel. On 
voit maintenant apparaître des images co-
dées en 16 bits, voire au-delà, codage qui 
n’est pas toujours compatible avec certains 
logiciels de traitement d’image.
Pour une image couleur, le codage infor-
matique est réalisé pour chaque compo-
sante couleur. Pour chaque composante, 
chaque pixel est donc codé sur 8 bits. Pour 
3 composantes couleurs, on obtient donc 
un codage final sur 3x8 bits soit 24 bits. 
Il est possible d’ajouter une autre compo-
sante comme la transparence, chaque pixel 
est alors codé sur 32 bits.

Les couleurs
Les couleurs peuvent être codées selon dif-
férents modes. Le plus couramment utilisé 
est le codage Rouge Vert Bleu (RVB) ou 
Red Green Blue (RGB). Ce mode de repré-
sentation des couleurs, appelé espace colo-
rimétrique, est basé sur une synthèse addi-
tive des couleurs, à savoir que le mélange 
des trois composantes à leur valeur maxi-
male donnera le blanc. Il existe d’autres 
modes de représentation des couleurs com-
me Cyan, Magenta, Jaune, Noir ou Cyan 
Magenta Yellow blacK (CMYK) utilisé 

principalement pour l'impression, et basé 
sur une synthèse soustractive des couleurs. 
Un autre espace colorimétrique dénommé 
Teinte, Saturation, Luminance ou Hue Sa-
turation Brightness (HSB) peut aussi être 
utilisé (Figures 5). Les images matricielles 
en couleurs peuvent être représentées soit 
par une image dans laquelle la valeur du 
pixel est une combinaison des valeurs des 
trois composantes couleurs, soit par trois 
images représentant chacune une compo-
sante couleur. Dans le premier cas, selon 
le nombre de bits alloués pour le stockage 
d'une couleur de pixel, on distingue géné-
ralement différents types d'images.

Images en couleurs indexées
ou images à palettes
Etant donné le volume informatique néces-
saire pour le stockage d’images, on peut 
associer à chaque couleur vraie une valeur 
par l’intermédiaire d’une table de conver-
sion (appelée aussi Look-Up-Table LUT). 
Ainsi la nouvelle valeur du pixel aussi ap-
pelée index, ne correspond plus à sa cou-
leur effective mais renvoie à la case corres-
pondant à cette couleur dans la table, case 
dans laquelle on retrouve la représentation 
complète de la couleur considérée. La ta-
ble d’index étant limitée à 256 valeurs, 

Figures  4  

  
  

Figures  5  

  

Figure 5 : Exemples de trois espaces colorimétriques 
de codage des couleurs. 
Rouge Vert Bleu ou Red Green Blue (A), codage le 
plus couramment utilisé; Cyan Magenta Jaune Noir 
ou Cyan Magenta Yellow blacK (B); Teinte Satura-
tion Luminance ou Hue Saturation Brightness (C).



-168-

ceci réduit considérablement le volume de 
stockage de l’image (Figures 6).

Images 24 bits ou en « couleurs vraies »
Il s'agit d'une appellation trompeuse car 
le monde numérique est fini et limité et 
ne peut pas rendre compte intégralement 
d’une réalité infinie. Le codage de la cou-
leur est réalisé sur trois octets, chaque oc-
tet représentant la valeur d'une composante 
couleur. Une image couleur RVB sur 24 
bits où R <0-255> + V <0-255> + B <0-
255> reproduit à l’écran une grande partie 
du spectre visible. Le nombre de couleurs 
différentes pouvant être ainsi représenté est 
de 256 x 256 x 256 possibilités, soit près 
de 16 millions de couleurs pouvant être at-
tribuées à un pixel (Tableau III). Comme la 
différence de nuance entre deux couleurs 

très proches mais différentes dans ce mode 
de représentation est quasiment impercep-
tible pour l'œil humain, on considère com-
modément que ce système permet une res-
titution exacte des couleurs, c'est pourquoi 
on parle de « couleurs vraies ».

Images en niveaux de gris
Dans ce cas, il n’y a que l’intensité lumi-
neuse de chaque composante de l’espace 
colorimétrique qui est acquise, habituelle-
ment sur un seul octet puisque R = V = B.

Conversion du codage des couleurs
Chaque type d’images peut être converti 
dans un autre type mais la conversion peut 
être irréversible, notamment dans le cas où 
elle n’est pas linéaire. Dans ce cas, la table 
de conversion est réduite à un nombre de 
cases très restreint, regroupant un grand 
nombre de pixels et donc de couleurs dans 
une même case. Un diagramme de conver-
sion est représenté Figure 7.

Le stockage informatique des images :
le format
Un format d'image est une représentation 
informatique de l'image, associée à des 
informations sur la façon dont l'image est 
codée et fournissant des indications sur la 

Figures  6  

  
  

Figure  7  

  

Figure 6 : L’image (A) est codée sur 8 bits et contient 
donc 256 valeurs de pixel résumées dans le tableau 
(B). On utilise une table de conversion dans laquelle 
les valeurs de pixel sont regroupées sur 4 index (C). 
On obtient alors une nouvelle image codée sur 4 va-
leurs de pixel (D).

Tableau  I  
   Caractéristiques  des  objectifs   Résolution  en  Fond  clair  

Objectif  

Distance  de  

travail  (WD)  

(mm)  

Ouverture  

numérique  

(NA)  

Résolution  latérale  

(nm)  

Taille  optimale  du  

pixel  (nm)  

4x   30   0,10   2135   3050   3965   1067   1525   1982  

Plan  10x   10,5   0,25   854   1220   1586   427   610   793  

Plan  Fluor  

40x  
0,66   0,75   285   407   529   142   203   264  

Plan  Fluor  

100x  (OIL)  
0,2   1,30   164   235   305   82   117   152  

  

Tableau  II  

Microscope  optique  
Taille  du  pixel  donnée  par  la  caméra  (nm)  en  

fonction  du  choix  de  la  définition  de  l’image  

Objectif  
Résolution  

latérale  (nm)  

Taille  

optimale  du  

pixel  (nm)  

640px  par  

512px  

1280px  par  

1024px  

2560px  par  

2048px  

4x   3050   1525   3220   1610   540  

10x   1220   610   1290   650   220  

40x   407   203   320   160   50  

100x   235   117   130   65   20  

  

Tableau  III  

R   V   B   Couleur  associée  
0   0   0   noir  
255   0   0   rouge  
0   255   0   vert  
0   0   255   bleu  
128   128   128   gris  
255   255   255   blanc  

Tableau III : Exemples de valeurs de pixel d’une 
image couleur données selon le codage RVB en cou-
leurs vraies.
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manière de la décoder et de la manipuler. 
Le format d’image est défini au moment 
de l’acquisition et est lié au logiciel qui 
commande la caméra. La plupart des for-
mats actuels intègrent un en-tête contenant 
des attributs (dimensions de l'image, type 
de codage, LUT, etc.), suivi des données 
(l'image proprement dite). La structuration 
des attributs et des données diffère pour 
chaque format d'image. D’autres données 
comme la date, l'heure et le lieu de la prise 
de vue, ainsi que les caractéristiques phy-
siques de la photographie (sensibilité ISO, 
vitesse d'obturation, usage du flash…) 
peuvent aussi apparaître dans ces fichiers. 
Le Tableau IV résume les formats les plus 
couramment utilisés pour le stockage des 
images numériques matricielles. Parmi ces 
formats, il existe des formats dits « pro-
priétaires » comme le format TIFF dont 
le brevet est contrôlé par la firme Aldus 
qui a fusionné avec Adobe en 1994. Le 
format GIF était soumis au brevet Unisys, 
contrôlé par la société CompuServe mais 
les brevets d'Unisys sont arrivés à expira-
tion et ce format est donc devenu libre de 
droits. L’utilisation des images stockées 
nécessite le décodage et la manipulation 

par des logiciels (comme par exemple 
Photoshop). Dans le cas des images stoc-
kées avec ces formats « propriétaires », le 
résultat obtenu peut être différent selon le 
logiciel utilisé et générer des aberrations 
par rapport à l’image initiale. De plus, la 
pérennité des logiciels de décodage de ces 
formats « propriétaires » n’est pas garantie 
et la réalisation de nouveaux programmes 
pour pouvoir les lire peut s’avérer difficile. 
Il faut aussi prêter attention aux différentes 
versions que peut recouvrir un format parti-
culier. Notamment, le format TIFF varie se-
lon les versions et certaines d’entre elles ne 
sont pas reconnues par certains logiciels.

Les manipulations d’une image
numérique
Par le passé les interventions sur les images 
photographiques ou cinématographiques 
étaient possibles mais difficiles et donc ré-
servées à des spécialistes. Aujourd'hui la 
numérisation de l'image et les nouvelles 
possibilités de transformation de l'image par 
des outils numériques rendent plus facile les 
interventions sur son contenu. Cependant, 
des pièges existent et la perte d’information 
peut être irréversible. Dans le cas de l’His-
tologie, les images générées doivent rendre 
compte des couleurs et contrastes obtenus 
après les colorations spéciales, l’immuno-
histochimie ou l’hybridation in situ que la 
révélation soit chromogénique ou fluores-
cente, le but étant la représentation exacte 
des données observées.
La réduction du nombre de pixels diminue le 
volume informatique de stockage associé et 
rend l’image plus facilement manipulable. 
Elle peut d’abord être réalisée par réduction 
de la définition originale, c’est-à-dire du 

Figures  6  

  
  

Figure  7  

  
Figure 7 : Diagramme de conversion entre les diffé-
rentes formes de codage des images couleurs. Les flè-
ches unidirectionnelles mentionnent des conversions 
irréversibles alors que les flèches bidirectionnelles 
font référence à des conversions réversibles sans 
perte d’information sur l’image initiale.
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nombre de colonnes et de lignes de la matri-
ce constituant l’image. Cette opération est 
possible après l’acquisition en couplant les 
pixels deux par deux (on parle de binning), 
voire plus et en moyennant leurs valeurs. Il 
est aussi possible de diminuer sur la réso-
lution en fonction de l’utilisation ultérieure 
de l’image (document projeté ou document 
imprimé). La résolution d’une image doit 
être compatible avec la résolution du sys-
tème de projection ou de l’imprimante afin 
d’éviter les phénomènes de pixellisation. 
L'affichage sur écran informatique d’une 
image de 96 ppp est parfaitement toléré 
puisque la résolution d’un écran informa-
tique est généralement comprise entre 72 
et 96 ppp. En revanche, cette résolution est 
peu adaptée pour l'impression, car la réso-
lution atteinte par les imprimantes est en 
moyenne de 300 ppp. L'image imprimée 
sera plus ou moins floue ou laissera appa-
raître des pixels carrés visibles. Cependant, 
augmenter la résolution peut entraîner des 
temps de visualisation et d'impression plus 
longs, et conduire à un volume de stockage 
informatique très important. Il est aussi 
possible de réduire les couleurs. Comme 
nous l’avons dit précédemment, il est pos-
sible de passer en couleurs indexées à 256 
couleurs. L’information couleur est alors 

codée sur 1 octet et la taille du fichier image 
est alors divisée par 3. Une autre possibilité 
pour réduire la taille des fichiers est d’uti-
liser des opérations de compression. On 
distingue 2 catégories de compression. La 
compression non destructive qui conserve 
la totalité des informations numériques. 
Elle est employée, par exemple, pour les fi-
chiers programmes « zippés ». Elle restitue 
tous les bits sans aucune perte. Les taux de 
compression sont généralement faibles (de 
1 à 4). Elle n’est proposée que pour certains 
formats de stockage (Tableau IV). La com-
pression destructive tient compte des carac-
téristiques des équipements et de l'oeil. On 
ne conserve pas les signaux qui sont peu ou 
pas perçus. On peut alors obtenir des taux 
de compression qui s'échelonnent de 10 à 
1000 ou plus. Les logiciels qui permettent 
de comprimer (puis de décomprimer) sont 
généralement appelés des codecs (pour 
COmpression DECompression). 
L’image numérique est une entité manipu-
lable mais le fait de connaître ses carac-
téristiques permet d’acquérir des images 
d’excellente qualité et d’éviter la perte 
irréversible de données essentielles pour 
la compréhension et l’interprétation de 
résultats scientifiques, tout en limitant le 
volume informatique de stockage.

Tableau IV : Formats informatiques les plus couramment utilisés pour le stockage d’images numériques matriciel-
les. CSP (CAP) : compression sans (avec) perte d’informations; PCP : pas de compression possible.

Tableau  IV  

Format   Nombre  de  bits  codant  un  pixel   Compression  
des  données  

   8,  24  ou  32   CAP  
   16   CAP  

   1,  8  ou  256  maxi  (palette)   CSP  
   8  ou  256  maxi  (palette)   CSP  
   1,  8  ou  24   PCP  
   1,  8,  16,  24  ou  32   CSP  
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INTRODUCTION
 L’utilisation d’un nombre important 
d’anticorps appliqués à des thématiques 
très diverses nous a imposé de mettre en 
place dans notre laboratoire d’histologie 
un système efficace pour les répertorier, 
les classer et les ranger tout en gardant la 
flexibilité à l’implémentation des nouvelles 
acquisitions. Nous décrirons ici la métho-
dologie que nous avons adoptée pour éta-
blir un système simple, compréhensible, 
complet et utilisé quotidiennement dans 
notre laboratoire.

METHODOLOGIE
Etape 1 : Attribution d’un code interne 
anticorps
Un numéro et un code couleur sont attri-
bués à chaque anticorps.

contre les antigènes murins et les contrô-

les isotypiques associés,
-

gés contre les antigènes humains et les 
contrôles isotypiques associés,

systèmes d’amplification.
Le numéro sera précédé de la lettre « A » 
pour les anticorps primaires et la lettre 
« S » pour les anticorps secondaires et 
kits d’amplification. Le numéro est implé-
menté de manière indépendante entre les 
catégories « A » et « S » :
 Réception d’un anticorps primaire di-
rigé contre un antigène murin, attribution 
du code interne A25 - vert.
 Puis réception d’un anticorps primaire 
dirigé contre un antigène humain, attribu-
tion du code interne A26 rouge.
 Puis A27 - jaune, A28 – vert, etc…

METHODOLOGIE ETABLIE POUR LE RANGEMENT
DES ANTICORPS DANS LE LABORATOIRE D’HISTOLOGIE
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Etape 2 : Analyse de la fiche technique (Figure 1)
Les éléments importants, cités ci-dessous, sont relevés sur la fiche technique associée aux 
différents produits.

Figure 1 Analyse de la fiche technique : Le nom de l’anticorps, son isotype, sa concentration, le fournisseur et la 
référence-fournisseur, le mode de stockage et le code interne sont relevés sur la fiche technique.

FIGURES 
 

 
 

Figure 1 : Analyse de la fiche technique 
 

Les tubes commerciaux recevront le nu-
méro inscrit sur une pastille de couleur 
correspondant au code, qui identifiera les 
aliquotes et les fiches techniques des an-
ticorps. L’intérêt et l’utilisation du « code 
interne anticorps » permettent une identifi-

cation et un repérage rapide des anticorps 
provenant de fournisseurs différents, évi-
tant de confondre particulièrement les anti-
corps qui reconnaissent le même antigène. 
Un code est unique pour chaque produit.
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Etape 3 : Etablissement du listing général (Figure 2)
Le listing est établi sous forme de tableau sur le logiciel EXCEL dans lequel tous les élé-
ments relevés sur la fiche technique sont rapportés (voir Etape 2). Un lien hypertexte entre 
ce listing et la fiche technique de l’anticorps est établi.

Etape 4 : Scan de la fiche technique
Le scan de la fiche technique est enregistré dans un dossier informatique et un lien hy-
pertexte est créé entre le fichier EXCEL et la fiche technique correspondant à l’anticorps. 
L’accès direct à la fiche technique se fait par un simple clic dans la case correspondant à 
l’anticorps.

Etape 5 : Intégration des informations complémentaires (Figure 3)
Les mises au point effectuées avec l’anticorps répertorié ainsi que les résultats associés sont 
signalés dans cette rubrique. Toute autre information pertinente peut y être intégrée et être 
partagée par les utilisateurs.

Figure 2 Etablissement 
du listing général : Les 
éléments relevés sur la 
fiche technique sont ras-
semblés dans un listing 
général.

 
 

Figure 2 : Etablissement du listing général 

Figure 3 Intégration 
des informations com-
plémentaires : Toutes 
les informations complé-
mentaires sont intégrées 
dans le listing général. 
Elles incluent les mises 
au point effectuées avec 
un anticorps, les résul-
tats associés ou tout autre 
commentaire.

 
 

Figure 3 : Intégration des informations complémentaires 
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Etape 6 : Intégration des codes internes anticorps aux protocoles d’immunohistochi-
mie associés (Figure 4)
Chaque protocole mentionne la référence de l’anticorps primaire utilisé. Cette référence 
commence par : 

Ces lettres sont ensuite associées au code interne de l’anticorps primaire.
Figure 4 Intégration des 
codes internes anticorps 
aux protocoles d’immu-
nohistochimie associés : 
Les protocoles font ré-
férence à l’anticorps pri-
maire utilisé par l’asso-
ciation des lettres C, TZ 
ou P et du code interne de 
l’anticorps.

 
 

Figure 4 : Intégration des codes internes anticorps  
aux  protocoles  d’immunohistochimie associés 

 

Etape 7 : Stockage
Les anticorps sont stockés à +4°Cdans un 
module de 4 tiroirs aménagés pour les dif-
férents conditionnements d’anticorps (Fi-
gure 5a), ou dans des boîtes NUNC de 81 
compartiments, pour les aliquotes ou les 
catégories particulières d’anticorps (code 
jaune). Ces boîtes supportent les basses 
températures (de -20°C à -80°C).
Pour les anticorps aliquotés, des tubes en ver-
re de la marque Agilent (Flacon verre 2mL - 
5183-2067) ; (Manchon conique verre 100µL 
- 5183-2085) ; (Bouchon - 5185-5820)] sont 
utilisés et stockés dans les boîtes NUNC. 
On attribue un numéro (boîte 1, boîte 2, etc) 
pour les boîtes stockées à +4°C ou (boîte 

3.01, boîte 3.02, etc) pour les boîtes stoc-
kées en -20°C. Dans ce cas, le chiffre avant 
le point correspond au numéro du tiroir du 
congélateur dans lequel la boîte se trouve 
et les chiffres derrière le point correspon-
dent au numéro de la boîte proprement dite 
(Figure 5b). Une cartographie des boîtes a 
été établie afin de localiser rapidement les 
anticorps (Figure 6). Le lieu de stockage 
(+4°C ou -20°C) et le numéro de la boîte 
dans laquelle l’anticorps est rangé sont 
mentionnés dans le listing général (voir 
Etape 3) et placé sur un support mural dans 
le laboratoire (Figure 7a) ou sur le congé-
lateur (Figure 7b) pour une plus grande ac-
cessibilité aux collaborateurs.
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Figures 5 Stockage :
Les anticorps sont le 
plus souvent stockés à 
+4°C dans des tiroirs 
spécialement conçus 
(a) ou à -20°C. Les 
boîtes utilisées et leur 
identification sont il-
lustrées ici (b).

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 

Figures 5 : Stockage 
Figure 6. Cartogra-
phie des boîtes :
Les emplacements et 
les lieux de stockage 
des anticorps sont dé-
taillés dans un docu-
ment.

 
 

 
 

Figure 6 : Cartographie 
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Figures 7. Affichage de la cartographie des boîtes : Il est proposé dans le laboratoire (a) ou directement sur les 
lieux de stockage des anticorps (b).

 

 
 

Figures 7 : Affichage 
 

CONCLUSION
Ce système de rangement d’anticorps 
permet une centralisation des différents 
produits utilisés, évitant un stockage en 
double exemplaire, facilitant la consulta-
tion et la visualisation rapides des fichiers. 
Il garantit la qualité des expérimentations 
en évitant toute confusion entre deux an-
ticorps. Toutefois, pour être totalement 

efficace, ce procédé demande l’intégration 
de nombreuses données et des mises à jour 
régulières, par un système informatique 
approprié, identifié et accessible aux uti-
lisateurs. Si possible, toutes ces données 
sont déposées sur l’intranet, ce qui permet 
une consultation rapide par les ayant-droits 
de la société.
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 On pensait il y a quelques années que 
les premières boissons fermentées, pro-
duites par les égyptiens étaient élaborées 
à partir de fruits (dattes, figues…) et que 
le raisin était intervenu plus tardivement, 
vers 2000 ans avant notre ère. Des données 
archéologiques récentes montrent que la 
production du vin à partir de la vigne est 
beaucoup plus ancienne. Les études ont 
montré que des amphores datant de -5400 
ans (Iran) et de -3150 ans (Egypte) conte-
naient des traces d’acide tartrique (1), un 
acide qui n’est trouvé dans le règne végétal 
que chez la vigne et les sorbes. L’origine 
de la vigne, Vitis vinifera, à la base des 
vins actuels serait le Caucase, mais avec la 
participation de Vitis sylvestris trouvée en 
Espagne.
 La culture de la vigne est amenée en 
Alsace au premier siècle de notre ère par 
les légions romaines qui ont occupé l’Al-
sace jusqu’au Ve siècle. Le vignoble a en 
bonne partie été protégé par les barbares 
lors de leurs invasions. Le vignoble s’est 

développé sous les Mérovingiens et les 
Carolingiens qui font grande consomma-
tion de ce vin « tonique et qui rend gai » 
(www.vinalsace.com).  Avant la fin du pre-
mier millénaire, 160 localités alsaciennes 
cultivent la vigne et, au Moyen Age, les 
vins d’Alsace comptent déjà parmi les plus 
prestigieux d’Europe. La viticulture alsa-
cienne atteint son apogée au cours du XVIe 
siècle. Il faut citer ici la part importante 
jouée par les monastères. Ainsi l’Eglise 
joue un rôle important jusqu’à la révolu-
tion, les princes-évêques de Strasbourg et 
de Bâle étant les plus gros propriétaires 
viticoles (www.alsace-accueil.fr). 
Cette période de prospérité est brutale-
ment interrompue par la guerre de 30 ans 
qui laisse la région livrée aux pillages, 
aux fléaux, au déclin démographique et 
dépourvue de toutes les activités marchan-
des. C’est un vignoble exsangue, comme 
l’Alsace, qui sera rattaché à la France en 
1648. Le vignoble renaît difficilement au 
XVIIIe siècle. Avec la vente des biens de 
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l’Eglise par la révolution de 1789, le vi-
gnoble est morcelé et c’est pourquoi les 
parcelles sont encore restreintes à l’heure 
actuelle, un peu plus de 2 ha en moyenne. 
Lorsqu’en 1871 l’Alsace devient alleman-
de, la production alsacienne augmente et 
les vins deviennent médiocres, car ils sont 
destinés au coupage avec des vins alle-
mands pour augmenter leur degré alcooli-
que. Comme tous les vignobles, l’Alsace 
n’échappe pas au phylloxéra (puceron) qui 
apparaît vers 1876. Pour l’obtention de vi-
gnes résistantes deux méthodes sont en dé-
bat, soit l’utilisation de plants hybrides issus 
de croisements avec les vignes américaines 
résistantes au phylloxéra, soit l’utilisation 
de plants greffés sur porte-greffe de vigne 
américaine. Les deux techniques sont utili-
sées, mais quoiqu’il en soit, la qualité des 
vins est au plus bas lors du rattachement de 
l’Alsace à la France en 1918. 
A partir de cette période les professionnels 
décidèrent de la production de vins mo-
nocépages et de qualité. Dès 1945, cette 
politique est prolongée par la délimitation  
des aires du vignoble et la fixation de règles 
strictes de production et de vinification. La 
qualité s’est fortement accrue à partir du 
label «  AOC Alsace  » en 1962, puis «  Al-
sace Grand Cru » en 1975 et «  Crémant 
d’Alsace  » en 1976 (www.CIVA.fr). 
A l’heure actuelle, le vignoble s’étend sur 
toute l’Alsace, entre Thann au Sud et Wis-
sembourg au Nord. La surface de production 
est de 15000  hectares répartis sur 119 com-
munes. Long d’une centaine de kilomètres, et 
pratiquement sans discontinuité, le vignoble 
a une largeur allant de 1,5 à 3  kilomètres. 
Le vignoble alsacien est représenté par des 
terroirs très différents selon les critères pé-

dologiques et climatiques ; les sols peuvent 
par exemple être calcaires, granitiques, 
gréseux, volcaniques. La délimitation stric-
te de ces terroirs a conduit à l’appellation 
Alsace Grand Cru. Ces vins sont produits 
avec en rendement limité, avec des règles 
spécifiques de conduite de la vigne, une 
richesse naturelle minimale et une dégusta-
tion d’agrément. Deux autres appellations, 
Vendanges Tardives (raisins en surmatu-
rité) et Sélection Grains Nobles (sélection 
de grains botrytisés) ont trait à des vins li-
quoreux élaborés avec un cahier de charges 
parmi les plus sévères des AOC françaises.
Aux sept cépages nobles des vins AOC le 
sylvaner, le riesling, le pinot blanc, le pinot 
noir, le pinot gris, le muscat et le gewurztra-
miner, s’ajoute le savagnin rose utilisé pour 
l’élaboration du Klevener de Heiligenstein. 
Les créments d’Alsace produits fréquem-
ment à partir de l’assemblage de plusieurs 
cépages ( pinot blanc, auxerrois, chardon-
nay, riesling, pinot noir et pinot gris), repré-
sentent 21% de la production alsacienne. 
La vigne, Vitis vinifera est représentée par 
plus de 6000 variétés ou cultivars, multi-
pliées par reproduction végétative et gref-
fées sur porte-greffe adéquat conférant la 
résistance au phylloxera. Les différents 
phénotypes que l’on observe chez la vi-
gne sont fréquemment la conséquence de 
mutations somatiques, ce qui exige ce type 
de multiplication. Ainsi, les généticiens de 
l’INRA de Colmar ont montré (2) que les 
différentes variétés de Pinot (pinot noir, 
pinot blanc, pinot gris, pinot moure, pinot 
meunier ) dérivent d’un seul zygote et que 
les différences (couleur des baies, ana-
tomie des feuilles, port de la vigne) sont 
liées à des mutations somatiques affectant 
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la couche L1 donnant naissance à la pel-
licule de la baie de raisin  (Figure 1); ces 
mutations ne sont donc pas transmissibles 
par reproduction sexuée.
La composition aromatique d’un vin résul-
te en premier lieu de la richesse du raisin en 
composés aromatiques et précurseurs. Les 
terpénols, par exemple, sont des molécules 
aromatiques essentielles, dont la nature et 
les taux présents dans les raisins consti-
tuent une sorte de «  signature  » des diffé-
rents cépages (3). Ce potentiel aromatique 
initial est cependant largement modifié lors 
de la vinification, sous l’effet conjugué de 
modifications physico-chimiques des mo-
lécules et de l’action des microorganismes, 

qui sont capables de modifier les molécu-
les présentes mais aussi d’en synthétiser de 
nouvelles (4). Concernant la nature les mi-
croorganismes, des informations importan-
tes ont été apportées grâce aux techniques 
de biologie moléculaire qui ont permis leur 
caractérisation et le typage intra-espèce. 
Pour le typage des levures Saccharomyces 
cerevisiae, la technique des microsatellites 
(5) est une des plus performantes. A l’aide 
de cette technique nous avons analysé 650 
levures d’origines géographique (Europe, 
Asie Amérique…) et technologique (vins, 
cidre, alcools…) différentes. L’arbre phé-
nétique basé sur le coefficient de Dice a 
révèlé que les souches sont principalement 

Figure 1 : Méristème caulinaire apical chez les végétaux
Les cellules L1 sont à la base des tissus épidermiques, les cellules L2 sont à la base les tissus reproducteurs, les 
cellules L3 donnent les tissus conducteurs. Chez la vigne les couches cellulaires L2 et L3 sont confondues
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groupées selon leur origine technologique 
(6).
L’analyse génomique a également permis 
de montrer que plusieurs levures indus-
trielles (œnologiques ou brassicoles) sont 
des hybrides inter-espèces (7),(8).
De nombreuses études ont permis de met-
tre en évidence le rôle des microorganis-
mes dans l’arôme final des vins, et la ca-
pacité des souches de levure à révéler ou 
produire des arômes, ce qui a été un critère 
important de sélection. Cependant, les mé-
canismes biochimiques à l’origine de cette 
capacité sont encore imparfaitement carac-
térisés. La compréhension de ces mécanis-
mes permettra d’identifier des voies méta-
boliques encore inconnues, et d’envisager 
des moyens technologiques de contrôle de 
ces voies en vue de mieux maîtriser l’équi-
libre aromatique des vins produits (9).
Louis Pasteur, pionnier dans l’analyse des 
microorganismes des vins et des moûts en 
fermentation, a montré l’importance de la 
levure et il s’est particulièrement préoc-
cupé de la conservation des vins, qui était 
un problème crucial à la fin du XIXe siècle. 
A l’heure actuelle l’utilisation des sulfites, 
composés antioxydants et antibactériens 
facilite grandement la vinification et la 
conservation des vins. L’utilisation des 
sulfites est parfaitement contrôlée à l’heure 
actuelle par les œnologues et des quantités 
minimales sont trouvées dans les vins; leur 
quantité est généralement inférieure à 10 
fois la dose légale tolérée pour la commer-
cialisation.
Dans une fermentation spontanée d’un 
moût, (la prolifération des bactéries lacti-
ques est limitée par l’addition de sulfites), 
la première étape de fermentation du glu-

cose et du fructose est effectuée par les 
levures apiculées (Klockera, Hansenias-
pora, Pichia, Candida…) qui sont abon-
dantes sur les baies de raisin (10). A partir 
de 3% d’alcool, la levure Saccaromyces 
cerevisiae (ou espèce apparentée) présen-
te en faible nombre prolifère et prend la 
suite, car elle est capable de résister à plus 
de 16% d’éthanol. Les fermentations spon-
tanées sont longues (>1an) et demandent 
beaucoup de soin et de savoir-faire de la 
part du viticulteur et du vinificateur. L’uti-
lisation de levains s’est imposée comme 
en boulangerie et à l’heure actuelle plus 
de 70% des vins sont élaborés à l’aide de 
levures sèches actives (LSA). L’addition 
de LSA aux moûts permet d’obtenir une 
fermentation complète en 3 semaines en-
viron, de pouvoir mettre le vin à l’abri et 
de libérer la cuverie, ce qui est un avantage 
considérable pour une cave coopérative. 
De plus, les levures œnologiques sont des 
levures sélectionnées pour leurs capacités 
fermentaires et œnologiques. En effet, la 
fermentation œnologique a des caracté-
ristiques particulières: pH bas, vers 3,25, 
forte pression osmotique (plus de 200g/l 
de sucres), peu d’azote et une carence en 
oxygène qui s’établit rapidement (Figure 
2). Ceci a donc exigé une sélection rigou-
reuse pour identifier des levures œnolo-
giques capables de réaliser d’une part la 
fermentation et d’autre part de conduire à 
des vins sans défauts organoleptiques. Ces 
levures ont été sélectionnées à partir de vi-
gnobles, de chais ou de moûts en cours de 
fermentation. Les critères retenus pour la 
sélection ont été en général, 1. la capacité 
fermentaire, 2. le faible niveau de mousse, 
3. la faible production d’acide acétique, 4. 
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la faible production de H2S et de SO2, 5. la 
qualité des vins obtenus après dégustation 
et en final 6. la capacité de la levure à la 
dessiccation. Ce dernier critère a éliminé 
toutes les levures de l’espèce S. uvarum 
qui pourtant a été isolée à partir de diffé-
rents vins d’excellente qualité gustative 
(11). A titre d’exemple, l’INRA de Colmar 
a sélectionné entre autres, Levuline ALS, 
Levuline D24, Levuline C19, Ceres C2C, 
CeresB201, qui sont commercialisées de-
puis plusieurs années dans le monde entier 
(www.oenofrance.fr). 
La question souvent débattue et sans ré-
ponse définitive à l’heure actuelle concerne 
la supériorité des fermentations spontanées 
par rapport aux fermentations ensemencées 

avec des LSA. En effet, les fermentations 
spontanées impliquant plusieurs espèces de 
levures ont une durée de fermentation lon-
gue et les vins pourraient gagner en qualité 
gustative et en typicité. Si ceci n’est pas 
prouvé, on sait en revanche suite à plusieurs 
études qu’il n’existe pas de levure spécifi-
que de terroirs ou de chais de manière dura-
ble. A l’heure actuelle, les études portent sur 
des cultures mixtes de levures sélectionnées 
(12) afin d’évaluer la qualité des vins ob-
tenus par rapport à l’utilisation d’une LSA 
spécifique. Ces études sont sous-tendues 
par les progrès réalisés dans la connaissan-
ce des activités enzymatiques et des gènes 
impliquées dans la synthèse ou le métabo-
lisme des composés aromatiques (13).

Figure 2 : Suivi de fermentation œnologique
La synthèse des stérols exige de l’oxygène moléculaire, la diminution de la teneur en ergostérol de levures est 
directement corrélée avec l’établissement de l’anaérobiose. 
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