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Introduction 

La souris, le xénope, le poulet et le poisson zèbre représentent les quatre grands modèles 

animaux pour l'étude des vertébrés. La souris constitue un modèle de choix pour l'étude des 

maladies humaines, en particulier des cancers. Les trois dernières décennies ont été marquées 

par le développement rapide de très nombreux modèles murins de ces affections, que ces 

derniers soient radios induits, obtenus par transgénèse ou par greffe de tumeurs humaines 

chez l'animal athymique. Les analyses phénotypiques immunohistochimiques dans cette 

espèce sont très souvent gênées par le développement de colorations non souhaitées provenant 

de l'interaction des systèmes de révélation avec certains constituants des coupes tissulaires. 

Ces signaux sont particulièrement marqués lors de l'utilisation d'anticorps monoclonaux de 

souris comme réactif primaire car l'anticorps secondaire utilisé reconnaîtra également les 

immunoglobulines endogènes murines. Notre travail a consisté à faire un relevé des 

colorations « artéfactuelles » observées lors de l'emploi des techniques 

immunohistochimiques de routine et selon plusieurs modes de fixation, puis à tester différents 

procédés pour les éviter ou, tout au moins, en limiter l'intensité 

L'appréciation des paramètres de prolifération et de mort cellulaire constitue une étape 

fondamentale de la compréhension de nombreux phénomènes biologiques. En cancérologie 

clinique, les paramètres de prolifération sont très utilisés pour l'établissement du diagnostic 

(tumeurs musculaires lisses utérines ou gastro intestinales) et du pronostic de nombreux types 

tumoraux (méningiome, adénocarcinome canalaire du sein etc.). En cancérologie 

expérimentale, ces paramètres sont également indispensables à la compréhension de la 

croissance tumorale spontanée ou sous l'effet des traitements. Ces dernières décennies, de 

nombreuses méthodes ont été mises au point et utilisées pour mesurer ces paramètres. En 

expérimentation animale, la mesure de l'indice et du compte mitotiques et celle des indices de 

prolifération après administration à l'animal d'un nucléoside radioactif ou d'un analogue 

nucléosidique halogéné (BrdU ou IdU) détectable par méthode immunohistologique, ont été, 

pendant longtemps, les plus utilisées. Cette dernière méthode, souvent considérée comme 

constituant la référence, présente les deux inconvénients principaux suivants : 1) 

l'impossibilité de réaliser des travaux rétrospectifs, 2) la difficulté de standardiser la dose de 

nucléoside administrée à l'animal en fonction du poids de ce dernier et du volume tumoral. Ce 

dernier paramètre n'est, le plus souvent, pas pris en compte en expérimentation. Les indices 

de prolifération peuvent également être appréciés par la mesure de la fraction des cellules 
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tumorales parcourant le cycle cellulaire après mise en évidence de protéines spécifiquement 

exprimées par les cellules en division tels que PCNA, la protéine Ki-67, etc. Compte tenu de 

la maîtrise du « bruit de fond » et notamment de l'obtention de préparations 

immunohistochimiques sans artéfact nucléaire résultant de la première partie de notre travail, 

nous avons poursuivi nos recherches en déterminant la technique d'étude de la cinétique de 

cellulaire la mieux adaptée à l'analyse des modèles animaux de tumeur utilisés au laboratoire, 

en l'occurrence, des glioblastomes humains greffées chez des souris athymiques. Dans notre 

travail, nous avons comparé les résultats de la mesure classique de l'indice mitotique à ceux 

obtenus après mise en évidence des protéines : 1) Ki-67, 2) ICBP 90 ( inverted CCAAT box 

binding protein), et 3) histone H3 phosphorylée. Enfin, profitant des manipulations 

immunohistochimiques nécessaires à l'analyse comparative de ces différents indices, nous 

avons évalué la sensibilité de ces marqueurs au délai de fixation et donc à l'ischémie. 
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Première partie : ruppels 

1. L'immunohistochimie, les problèmes chez la souris, les solutions 

1.1 La teclznique immunolzistocltimique en trois couclzes faisant appel au couple 

streptavidine-biotine/mticorps secondaire 

En pratique courante comme en recherche, la technique immunohistochimique la plus 

pratiquée sur les coupes de tissus fixés au formol et inclus dans de la paraffine est une 

technique en trois couches dont la première étape est constituée par une incubation dans une 

solution de l'anticorps d'intérêt, appelé anticorps primaire. Après un lavage ayant pour but 

d'éliminer les anticorps adhérents à la coupe du fait d'interactions non spécifiques, sont 

déposées successivement les différentes couches d'un système de révélation constitué le plus 

souvent d'un antisérum biotinylé dirigé contre les immunoglobulines de l'espèce ayant fourni 

l'anticorps primaire puis une streptavidine (ou une avidine) conjuguée à une enzyme telle que 

la peroxydase ou la phosphatase alcaline. La liaison entre l'anticorps secondaire et la 

streptavidine résulte de la très grande affinité de cette dernière pour la biotine. Les activités 

peroxydasique ou phosphatasique sont ensuite mises en évidence par incubation dans une 

solution de révélation donnant lieu à un produit coloré insoluble. 

(schénza Nol). 

En immunohistochimie, les signaux colorés peuvent correspondre à un marquage 

spécifique mais aussi résulter de réactions parasites de mécanismes variés : 

* réactions immunologiques spécifiques développées entre les anticorps primaire ou 

secondaire et un déterminant antigénique n'appartenant pas à la molécule cible (réactions 

croisées), 

* interactions non spécifiques développées entre l'une des protéines du montage 

(anticorps primaire, secondaire, streptavidine, peroxydase ou phosphatase) et des constituants 

de la coupe, 

* activité enzymatique endogène identique à celle utilisée comme traceur 

(peroxydases granulocytaires par exemple). L'oxydation du substrat de la peroxydase peut 

également être catalysé par des ions métalliques, notamment par le couple redox Fe3+/ Fe2+ 

présent dans les globules rouges et l'hémosidérine. Il est classique, en anatomie pathologique, 

d'appeler cette catalyse non enzymatique « pseudoactivité peroxydasique)). La biotine est liée 

de façon covalente à différentes protéines, principalement mitochondriales, ce qui explique 

l'aspect granulaire ou en bâtonnets des artéfacts qui résultent de son interaction avec la 
2 7 
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streptavidine et l'intensité des colorations artéfactuelles secondaires à l'interaction de la 

streptavidine avec la biotine endogène au niveau des cellules riches en mitochondries telles 

que l'hépatocyte, le sébocyte ou la cellule du tube contourné proximal rénal. La covalence de 

la liaison biotinelprotéine, quant à elle, rend compte du fait que la biotine, une vitamine 

hydrosoluble de petite taille, n'est pas perdue lors de la fixation et de l'inclusion et résiste au 

démasquage thermique. Un moyen pour ne pas détecter la biotine endogène, utilisé dans notre 

travail, consiste à utiliser un anticorps secondaire lié à un micropolymère de peroxydase. 

(schéma n03) (Voir ci-dessous). 

1.2 Les problèmes sur les tissus de souris 

Les réactions parasite décrites ci-dessus ne sont pas spécifique d'espèce. Elles peuvent 

s'observer tant dans les tissus humains que murins. L'utilisation d'anticorps monoclonaux 

fabriqués chez la souris sur des tissus de la même espèce est, en revanche, à l'origine de 

difficultés spécifiques liées à la présence des immunoglobulines circulantes et extra 

vasculaires. En effet, si des adaptations ne sont pas apportées à la technique de base, le 

système de révélation dont la première étape est un sérum anti immunoglobulines de souris, 

réagit non seulement avec l'anticorps primaire fixé dans la coupe, mais également avec les 

immunoglobulines de l'animal, générant ainsi un marquage parasite très gênant. (schéma 

n02). Ces immunoglobulines sont présentes en quantité variable selon les organes et selon le 

type d'immunoglobuline. Cinq classes d'immunoglobulines existent chez le mammifères : 

IgG, IgA, IgM, IgD et IgE. Leur structure de base comporte quatre chaînes polypeptidiques, 

deux chaînes légères identiques et deux chaînes lourdes identiques, reliées entre-elles par des 

ponts di sulfures. Il existe deux types de chaînes légères, K et h, communes à toutes les 

immunoglobulines, identiques chez l'homme et chez la souris. Les chaînes lourdes sont de 

plusieurs types, a, E, 6, p., y déterminant l'iso type de I'immunoglobuline respectivement IgA, 

IgE, IgD, IgM et IgG (tableau nOl). L'IgG est le type d'immunoglobuline majoritaire. Il est 

divisé en plusieurs sous-types IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4 lesquels diffèrent par leurs chaînes 

lourdes. Les IgG sont réparties dans les secteurs extravasculaires et intravasculaires. Les IgM 

sont essentiellement intra vasculaires. Les IgA sont retrouvées dans les sécrétions des 

muqueuses tels que les sécrétions trachéo-bronchiques, digestives et uro-génitales. Les IgD 

sont peu abondantes dans le liquide plasmatique mais sont présentes en surface des 

lymphocytes B. Les IgE sont présentes en surface des basophiles et des mastocytes. 
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Tableau no 1 Structure des immunoglobulines et classification 



Schéma no 1 Technique immunohistochimique classique en trois couches faisant appel 
au couple Streptavidine-biotinel anticorps secondaire biotinylé. 

Antigène recherché 

A immunoglobulines 
Tissulaires murines 

A Anticorps primaire 
Monoclonal anti IgG de souris 
spécifique 

A Anticorps secondaire anti Ig de souris 
Anti IgG(H+L) 

Biotine 

Avidine marquée 

1) l'anticorps primaire 
spécifique anti souris reconnalt 
l'antieène tissulaire recherché 

Avidine 
+ marqué 

2) I'anticorps secondaire anti IgG 
(H+L) de souris marqué à la biotine 
reconnaît l'anticorps primaire de souris 

'O 1 (les segments de chaînes lourde et 
légère) 

3) La streptavidine couplée à la 
peroxydase se fixe à la biotine 

Schéma n02 : reconnaissance des immunoglobulines endogènes des tissus murins. 
I 

Lors de la deuxième étape, I'anticorps 
secondaire anti IgG de souris reconnaît 
I'anticorps primaire et les immunoglobulines 
tissulaires Présence d'immunoglobulines 

tissulaires endogènes 

La révélation peroxydasique donne des 
signaux correspondant ii la détection de 
l'AC primaire et aux Ig endogènes 



Enzyme 

Anticorps secondaire 

Antigène 

Schéma n03 : anticorps secondaire couplé à un micropolymère de 
peroxydase (ImmPRESS). Il n'existe pas de détection de la 

biotine endogène. 
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1.3 Les solutions proposées pour diminuer ces signaux 

1.3.1 Pré incubation des lames avec des fragments Fe et Fab d'Ig anti souris 

Schéma no 4 : La digestion d'une immunoglobuline par la papaïne aboutit à la formation de deux 

fragments Fab et d'un fragment Fc ; la digestion avec la pepsine donne un fragment F(ab9), et un fragment 

Fc. 

Une méthode décrite par Lu (24) consiste à tenter de masquer les sites d'interaction 

des sérums anti IgG (H+L) avec les immunoglobulines tissulaires à l'aide de fragments Fab 

de l'antisérum, obtenus par protéolyse enzymatique à la papaïne d'immunoglobulines anti 

IgG (H+L) de lapin. 

Les coupes sont mises en présence de la solution de fragments Fab avant l'incubation 

de l'anticorps primaire. Lu suggère, de plus, d'enrichir la solution de blocage en fragments Fc 

pour masquer les récepteurs de ces derniers présents à la surface des macrophages. 
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1.3.2 La pré incubation en tube 

Cette technique est basée sur le principe de formation d'un complexe anticorps 

primaire /anticorps secondaire, in vitro, avant application sur les coupes histologiques (1 1) 

(17). Elle consiste à utiliser des complexes solubles formés in vitro entre l'anticorps primaire 

monoclonal de souris d'intérêt et un anticorps secondaire biotinylé. Ce dernier peut être un 

anti IgG (H+L) ou un anti IgG1. Les fragments Fab, purifiés par affinité biotinylé d'un 

antisérum dirigé contre l'extrémité Fc des IgG1, peuvent également être utilisés. Cette 

dernière solution est théoriquement la meilleure du fait de la monovalence du réactif. Dans le 

cas où la quantité d'anticorps anti immunoglobulines utilisée serait supérieure à celle 

nécessaire à la formation des complexes, les molécules d'anticorps secondaires excédentaires 

peuvent être inhibées par ajout, dans la solution d'immunoglobulines, de souris non 

spécifiques de l'antigène recherché. Des kits basés sur ces procédés sont commercialisés par 

Dakocytomation (Kit ARK : Animal Research Kit) et Molecular Probes (Zenon). 

(schéma no 5) 

1.3.3 Utilisation d'un anticorps secondaire anti-IgG1 

Une autre méthode consiste à tirer partie du fait qu'une grande majorité des anticorps 

monoclonaux fabriqués chez la souris sont des IgGl et que cet isotype ne constitue qu'une 

fraction minoritaire des immunoglobulines circulantes dans cette espèce. Ce fait est 

particulièrement marqué chez la souris athymique (nu/nu). Les concentrations des différentes 

classes d'immunoglobulines circulantes chez les souris normale et athymique, immunisées ou 

non, sont rapportées dans le tableau suivant. 

Concentration en immunoglobulines dans le sérum des souris normales e t  nude (a) 

1 Non immunisées (bl 1 Immunisées . , 

Etud Clin Biol (972; 17:880-2 
- 

b : valeurs exprimées en mglm1 
c : NS : non significatif; X : p < 0,05 ; p < 0,01 

Immunoglobu 1 nu/nu 

+/- 0,260 

+/ ? 

a : em~runté  à Salomon JC, Bazin H. Low levels of some serum immuno~lobulin classes in nude mice. Rev Eur 
0,260 

nu/nu 1 +/ ? 

0,364 



1 Schéma no 5 Pré incubation en tube 1 

Formation des complexes 
Anticorps Fragments Fab d'AC AC primaire1 fragments 
primaire secondaire AC secondaires biotinylés 

spécifique biotinylés 

Neutralisation des fragments Fab biotinylés en excès par ajout d'immunoglobulines 
Non spécifique de souris 

a Incubation des complexes formés sur la coupe 

Schéma n06 Utilisation d'un anticorps secondaire anti 
chaîne lourde d'IgG1 de souris 

*Anticorps primaire de type IgGl (chaîne lourde en bleu, 
chaîne légère en vert) 

"Anticorps secondaire anti chaîne lourde IgGl biotinylé 
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Dans cette méthode, le choix de la spécificité de 17antisérum a toute son importance. 

Beaucoup d'anticorps secondaires sont, en effet, préparés contre des IgG complètes. Ils 

réagissent donc à la fois avec les chaînes légères et les chaînes lourdes et, par là même, avec 

tous les isotypes puisque les chaînes légères sont communes à toutes les classes 

d'immunoglobulines. C'est tout l'intérêt d'utiliser des anticorps secondaires complémentaires 

de l'extrémité Fc de la chaîne y 1 (schéma n06) 

2. Application : détection de marqueurs du cycle cellulaire sur des 

tumeurs humaines greffées chez la souris ayant subit un retard de fixation et 

comparaison avec l'indice mitotique 

Différentes méthodes morphologiques peuvent être utilisées pour apprécier la fraction 

cellulaire qui prolifère dans une tumeur. Une première consiste à compter les cellules en 

caryocinèse, la division nucléaire se présentant sous la forme des classiques « figures » de 

mitose. Une deuxième repose sur la mise en évidence de la population des cellules tumorales 

ayant dupliqué tout ou partie de leur ADN. Dans la dernière méthode, sont comptées les 

cellules exprimant une protéine connue pour être synthétisée de façon synchrone d'une 

période plus ou moins étendue du cycle cellulaire mais non exprimée par les cellules hors 

cycle. Cette dernière méthode suppose l'absence d'anomalies d'expression de la protéine par 

les cellules cancéreuses. 

2.1 Le compte mitotique 

L'indice mitotique est un indice pronostique et diagnostique fréquemment utilisé en 

anatomo-pathologie. Ce compte a une valeur déterminante dans le diagnostic et le pronostic de 

nombreuses tumeurs comme dans les tumeurs des tissus mous, dans le grade SBR des 

adénocarcinomes mammaires ou dans les méningiomes. 

Cependant, l'identification correcte des figures de division cellulaire est variable en 

fonction des phases de la mitose : aisée pendant les phases centrales où la condensation 

chromatinienne est maximale, elle est plus délicate pour les prophases débutantes, caractérisées 



Première partie : rappels 

par la condensation progressive du matériel nucléaire et pour les télophases tardives où se 

déroule le procédé inverse. 

Des critères cytologiques des cellules en mitose sont proposés par Baak (1)(2) et par le 

groupe d'Amsterdam : la membrane nucléaire doit être absente ; les chromosomes doivent être 

condensés, soit en début de condensation (début de métaphase), soit au centre (métaphase, 

anaphase), soit en cours de séparation (télophase). Les noyaux hyper chromatiques et 

apoptotiques sont ignorés. 

Critères de sélection des figures de mitoses (résumé d'après Baak et al) 

Absence d'enveloppe nucléaire 

Extensions chevelues du matériel nucléaire 

Cytoplasme pourpre ou bleuté de dimensions supérieures à celles du cytoplasme 

d'une cellule interphasique. 

De plus, la reproductibilité du compte mitotique (8)(9) nécessite des conditions de 

comptage identique : cela dépend de l'épaisseur de la coupe, de la zone sélectionnée, du nombre 

de champs étudiés et du champ de vision de chaque microscope. 

Ainsi, les variations des surfaces analysées sont considérables en fonction des 

caractéristiques optiques des microscopes. L'aire d'un champ au grossissement 400 varie aux 

extrêmes de 0,0071 à 0,414 mm2 soit une variation possible de 600 % (schéma n07). 

Une autre source de variabilité est celle de densité cellulaire d'une tumeur à une autre. 

Entre une tumeur très densément cellulaire et une tumeur lâche, 10 champs optiques ne 

permettent pas d'observer le même nombre de cellules (schéma n08). Un moyen fastidieux, 

mais scientifiquement plus exact, consiste à apprécier le nombre de mitoses pour un nombre 

donné de cellules. Cependant, cette méthode est longue et fastidieuse et par conséquent, non 

applicable en routine. 



Schéma n07 
Deux tumeurs différentes sont examinées avec le même microscope. 

La densité cellulaire de la tumeur influence l'indice mitotique pour un nombre de 
champ donné 

Schéma nOS 
Un même territoire tumoral est examiné avec deux microscopes différents, à 

grossissement 400. Les aires des champs microscopiques ne sont pas identiques. Il en va 
de même du nombre des mitoses comptées avec chaque microscope. 
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Dans le cas où les cellules en division sont réparties de façon homogène dans les 

tumeurs, ce qui n'est pas le cas dans notre travail du fait du caractère nécrosé des tumeurs, il est 

possible d'effectuer les comptes dans des territoires choisis au hasard. (22). La périphérie de la 

tumeur, souvent mieux oxygénée, sera souvent plus active que la zone centrale, moins bien 

vascularisée, plus souvent nécrosée où siège de remaniements fibreux. 

2.2 Délai avant fixation et ses conséquences sur le compte mitotique et 
sur les indices de prolifération en immunohistoch imie 

Des données contradictoires existent sur le compte mitotique et l'influence du délai 

avant fixation ; certaines équipes observent une nette diminution du compte mitotique en cas de 

délais avant fixation tandis que d'autres non. En 1990,une étude de Cross et al (9) retrouve une 

diminution de 30 % de l'indice mitotique dans un tissu colique normal pour un retard de 

fixation de 2 heures et une baisse de 50 % au-delà de 6 heures. 

De même, une étude de Start et Flynn en 1991(37) réalisée au niveau 

d'adénocarcinomes du sein, a mis en évidence une diminution de l'indice mitotique de 53 % 

entre une tumeur fixée immédiatement et une tumeur fixée après un délai de 6 heures. En 

revanche, le degré de différenciation et le pléomorphisme cellulaire (réalisés pour le grade 

SBR) ne changent qu'au-delà de 6 heures de délai avant fixation. Les hypothèses concernant la 

diminution des mitoses secondaire à un retard de fixation seraient l'achèvement des mitoses en 

cours, sans entrée en cycle de nouvelle cellule, et l'autolyse débutante gênant leur 

reconnaissance. 

Dans l'étude de Graem et al (15)' les conséquences d'un retard de fixation ont été 

étudiées sur des ostéosarcomes greffés chez la souris nude. Une baisse du compte mitotique est 

retrouvée mais également une modification dans la répartition des différentes phases de mitoses 

avec plus de phases tardives (anaphase et la télophase) que de phases précoces (prophase et la 

métaphase). Ces résultats ne sont pas unanimement acceptés (3) (4). 

Existe-t-il véritablement une diminution des mitoses ou bien n'est-ce qu'un problème de 

lisibilité et de difficulté d'interprétation, les mitoses devenant moins visibles ? 

Une proposition d'explication de ces données contradictoires a été proposée par 

Donhuijsen (10) qui a observé une diminution de l'indice mitotique en technique histologique, 

tandis que l'indice restait stable en cytométrie de flux. Il concluait qu'un retard a la fixation 

avait pour conséquence des difficultés d'interprétation de certaines images évocatrices de 

cellule pycnotique mais sans véritable diminution de l'indice mitotique. 
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Si les mitoses sont sensibles à un retard de fixation, qu'en est-il des épitopes recherchés 

par les indices de prolifération en immunohistochimie ? Certains marqueurs de prolifération 

comme le PCNA sont très sensibles à un retard de fixation et à une sur fixation formolée. 

D'autres anticorps ont, en revanche, un marquage plus stable malgré un retard à la fixation ou 

une ischémie des tissus. Pelstring et al (31) ont étudié la préservation antigénique sur du tissu 

lymphoïde infiltré par une tumeur épithéliale, laissé à température ambiante : une bonne 

stabilité des marqueurs leucocyte commun CD45 et d'une pankératine AEI était retrouvée alors 

que l'analyse morphologique devenait très difficile. 

2.3 Les marqueurs de prolifération 

Tout d'abord, il est nécessaire de préciser les critères d'un indice de prolifération. Il 

s'agit d'une protéine ou d'un marqueur présent dans une cellule non quiescente donc qui n'est 

pas en phase GO. Deux critères majeurs pour ces indices ont été définis par van Dierendonck et 

al (39). Le premier est que l'antigène étudié doit être présent durant tout le cycle cellulaire 

« actif » c'est-à-dire durant les phases G1, S, G2 et M. Le second est la disparition complète de 

cet antigène pendant la période non proliférative de la cellule. 

Donc, les marqueurs de prolifération étudient le plus souvent les cellules en cycle ou 

celles qui vont rentrer en phase de mitoses et non les cellules en mitose. En effet, une cellule en 

cycle peut, pendant la phase G1, soit continuer vers la division soit redevenir quiescente. Ces 

marqueurs de prolifération mettent donc en évidence des cellules potentiellement en mitose 

dans un avenir proche. En d'autres termes, ils nous renseignent sur un état de croissance et non 

sur un taux de croissance contrairement au comptage strict des figures de mitose. 

La détection de la protéine Ki-67 avec l'anticorps Mib-1 est fréquemment utilisée sur 

tissu humain ; mais il ne reconnaît pas les tissus murins à la différence du Ki-67 monoclonal de 

lapin. Chez la souris, d'autres indices de prolifération sont utilisés (5). Le BrdU, jusqu'ici 

fréquemment utilisé est un marqueur qui nécessite une pré injection plusieurs heures avant le 

sacrifice de l'animal ; la molécule est ensuite intégrée dans l'ADN pendant la phase S. 

Cependant, elle est également incorporée en cas de réparation de l'ADN. Elle est aussi un 

mutagène et n'est pas convenable pour les ktudes toxicologiques (41). De plus, ce marqueur, 

une fois intégré dans le génome, peut persister même dans une cellule auparavant en cycle puis 
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repassée en phase GO. Enfin, cette méthode empêche toute étude rétrospective, le produit devant 

être injecté in vivo. 

Le PCNA a été longtemps utilisé. Il s'agit d'une protéine annexe de polymérases 

nécessaire à la synthèse de l'ADN. Sa détection augmente pendant la phase G1, avec un pic en 

phase S pour décliner pendant les phases G2 et M. Il existe donc des difficultés d'interprétation, 

liées à la variabilité d'expression selon les phases du cycle, à la variabilité d'expression selon 

les cellules tumorales ou non, selon la durée de fixation et la restauration antigénique employée. 

De plus, il semble ne pas être corrélé strictement aux marquages du BrdU ou du Ki-67. Dans 

une étude comparative sur les indices de prolifération sur des tissus humains (36) et chez le rat 

(26)' il a été démontré que des anticorps recherchant l'antigène Ki-67 et l'hybridation in situ à 

la recherche d'ARNm d'histone étaient des techniques aussi fiable que celle utilisant le BrdU. 

2.3.1 Les anticorps dirigés contre la protéine Ki-67 

La protéine Ki-67 a été découverte en 1983 (7)(34)(35) et porte le nom de sa ville de 

découverte, Kiel. Il s'agit d'une protéine exprimée durant les phases G1, S et G2 ainsi que 

pendant la phase M. Longtemps inconnue, cette protéine correspond à une molécule de 345 à 

395 kdA, donc beaucoup plus lourde que les autres protéines du cycle cellulaires telles que les 

cyclines ou la P53 (12). Elle contient des séries de nucléotides répétées qui correspondent 

vraisemblablement à l'épitope reconnu ensuite par l'anticorps Ki-67(13). 

Hendricks (16) a démontré une grande stabilité de cet antigène à un retard de fixation 

par des méthodes d'analyse d'image : le signal à l'aide d'un anticorps Ki-67 utilisé chez la 

souris (Mib-a) est stable malgré des retards allant de 2 à 8 heures, avec une faible diminution 

après 24 heures de retard. Il s'agit donc d'un marqueur du cycle cellulaire dont la recherche 

immunohistochimique renseigne sur l'état prolifératif ou non d'un tissu. 

L'anticorps Ki-67 clone Mib-1 (Molecular Immunology Borstel) est un anticorps 

monoclonal de souris dirigé contre la protéine humaine Ki-67, synthétisée pendant les phases 

du cycle cellulaire Gl ,  S, G2, et M et localisée dans le noyau. Cet anticorps ne reconnaît pas les 

cellules murines en cycle contrairement à l'anticorps Ki-67 monoclonal de lapin, non spécifique 

d'espèce. 
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2.3.2 L 'ICBP 90 : nouveau marqueur du cycle cellulaire 

L'anti-ICBP90 (inverted CCAAT box Binding Protein of 90 kDa) (clone 1RC 1 C- 1 O, 

protéogenix) est un anticorps monoclonal IgG de souris. Il reconnaît une protéine humaine de 

90kDa impliquée dans la régulation de l'expression du gène topoisomérase II alpha (19) (20) 

(21) (25). Cette protéine est présente dans les noyaux des cellules en cycle cellulaire et absente 

dans les tissus quiescents. Son expression est anormalement élevée dans certains carcinomes 

(sein, prostate et colon). 

2.3.3 L 'anticorps anti-phosphohistone H3 

Les histones, protéines essentielles associées à la chromatine, sont divisées en deux 

groupes : les histones sont organisées en octamères, associant deux dimères d'histones appelées 

H2A et H2B et un tétramère d'histones H3 et H4. 

La phosphorylation de l'histone H3 est intimement liée à la condensation 

chromatinienne survenant à la phase initiale de la mitose (33). Cette phosphorylation survient 

sur la serine 10 et sur la serine 28 de la chaîne N terminale (28) (29). 

Des analyses de cette histone ont montré le début de sa phosphorylation en prophase 

avec un pic en métaphase. Cette phosphorylation serait nécessaire à la condensation initiale de 

la chromatine chez les mammifères (23). 

Dans certaines études (14) (18) (6) ,  il a été montré une haute spécificité de ce 

marqueur pour la phase M en l'absence totale de marquage de l'interphase. Ce marqueur est 

considéré par certains auteurs comme supérieur au compte mitotique pour l'appréciation de la 

fraction de prolifération. En effet, d'une part la protéine peut être détectée dès la prophase, 

étape de la mitose toujours difficile à reconnaître sur les coupes histologiques et, d'autre part, 
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l'immunohistochimie permet aisément la différenciation des télophases des cellules en 

pycnose. 



DEUXIEME PARTIE : 
MATERIEL ET METHODES 



Deuxième partie : matériel et méthodes 

1. Les animaux 

Toutes les interventions sont réalisées chez l'animal conformément à la législation 

européenne en vigueur (Directive no 86/609/CEE, Décrets n087-848 et no 2001-131). En 

particulier, les greffes de tumeurs humaines sont réalisées sous une anesthésie générale obtenue 

par injection intra péritonéale d'un mélange de Kétamine (KétalarB, PARKE-DAVIS, 

Courbevoie, France) et de Xylazine (RompunB, BAYER, Puteaux, France) à la dose de 10 pL 

pour 10 g de poids corporel. La solution est préparée de la façon suivante : à 15 mL d'une 

solution à 10 mgImL de KetalarB sont ajoutés 10 mL d'une solution de RompunB à 2% (vlv) 

dans du sérum physiologique. Quand cela est nécessaire, les animaux sont euthanasiés par 

administration intra péritonéale d'une dose létale de cette même solution anesthésique. 

2. Les greffes 

L'étude des signaux indésirables au niveau des tumeurs ainsi que celle des effets du 

délai de fixation sur les indices de prolifération cellulaire sont réalisées à l'aide d'un modèle 

hétérotopique de gliome malin humain chez la souris athymique Swiss nulnu (Charles River 

Laboratories, L'Arbresle France), maintenu au laboratoire d'Histopathologie Expérimentale et 

Moléculaire sous une forme respirante. Les greffons tumoraux, millimétriques, sont implantés 

au contact de chacun des pédicules vasculaires iliaques externes. Après l'implantation, la peau 

est suturée. Les tumeurs sont prélevées lorsque leur plus grand diamètre approche 2 cm. Des 

prélèvements sont alors réalisés pour étude histologique et d'autres pour greffe sur d'autres 

souris. Pour la mise en évidence des territoires tumoraux hypoxiques, du pimonidazole 

(Hydroxyprobe Chernicon International, commercialisé par Eurogenex Strasbourg, France) 

est injecté aux animaux porte-greffe, une heure avant le sacrifice, à la dose de 60 mglkg (voir 

ci-dessous). 

3. Les prélèvements 

3.1 Pour l'étude des signaux immunohistocl~imiques indésirables 

3.1.1 Echantillons de tissus murins 
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L'étude des signaux immunohistochimiques indésirables est réalisée à partir 

d'échantillons de peau, de rein, de foie, de poumon, d'intestin, de coeur, d'encéphale, de vessie, 

de testicule, de vésicules séminales, d'utérus, de glandes salivaires et de muscle squelettique 

congelés ou inclus en paraffine prélevés chez des souris CBA-CA (don du Pr A Le Faou, 

Service de Virologie, CHU de Nancy). 

Pour la congélation, les échantillons, placés individuellement dans un cryotube, sont 

simplement déposés dans un congélateur à -80" C. Des coupes de chacun de ces prélèvements, 

épaisses de 5 pm, réalisées au cryostat, sont montées sur des lames ordinaires. Les sections 

subissent alors l'un des traitements suivants : 1) un séchage de 20 minutes à température du 

laboratoire suivi d'une fixation dans une solution de formol à 10 % (vlv) dans un tampon 

phosphate O , lM pH 7,4 pendant 5 minutes puis d'un bref rinçage dans un tampon PBS, 2) une 

fixation sans séchage préalable de 5 minutes dans la solution formolique précédemment décrite 

suivie d'un bref rinçage dans un tampon PBS, 3) enfin, un séchage de 20 minutes, les coupes 

étant ensuite fixées par du formaldéhyde sous forme de vapeur. Pour ce faire, les lames sont 

placées dans un bocal de conserve en verre, contenant un bécher de 6 g de paraformaldéhyde. 

Le degré d'humidité de l'atmosphère du bocal est standardisé par ajout dans ce dernier de 

lOOmL d'une solution aqueuse à 30 % (vlv), dYH2SO4. Les bocaux, préparés la veille de leur 

utilisation, sont conservés jusqu'à l'emploi dans une étuve à 37" C. La fixation elle-même se 

déroule à la température du laboratoire pendant 20 minutes. Elle est suivie d'un rinçage au PBS. 

Pour les échantillons fixés, les tissus sont immergés dans du formol tamponné pH 7,4 à 

10 %, dans environ 20 fois leur volume, pendant 16 heures à la température du laboratoire. Les 

prélèvements sont ensuite inclus dans de la paraffine à l'aide d'un automate v.l.pTM (Sakura, 

Paris, France). Des coupes de 5 pm sont réalisées et étalées à l'eau distillée sur des lames pré 

traitées à la polysineTM (MENZEL-GLASER@). 

Pour l'étude des signaux non désirés observés sur les tissus murins, un prélèvement 

autopsique d'un poumon de rat est également étudié. Il s'agit d'un fragment de tissu pulmonaire 

prélevé chez un rat décédé d'un adénocarcinome peu différencié chimioinduit avec des 

métastases pulmonaires. Sur le prélèvement de poumon, fixé dans du formol à 10 % puis inclus 

en paraffine, des coupes de 5 pm sont -réalisées puis étalées à l'eau distillée sur des lames 

traitées à la polysineTM. 
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3.1.2 Greffons de tumeurs gliales 

Deux greffons de glioblastomes humains, mesurant au moins 1 cm dans leur plus grand 

axe sont prélevés chez des souris euthanasiées ou anesthésiées. Chaque tumeur est 

immédiatement découpée en 2 fragments ne mesurant pas plus de 3 mm d'épaisseur. Une 

moitié est congelée et conservée à -SO°C tandis que l'autre est fixée au formol à 10 % (vlv) 

dans un tampon phosphate pH 7,4. Après une fixation de 24 heures, les échantillons sont inclus 

dans de la paraffine en suivant les procédés habituels. 

Pour les prélèvements en paraffine, des coupes de 5 pm sont étalées à l'eau distillée sur 

lames pré traitées à la polysineTM ; pour les prélèvements congelés, des coupes de 5 pm sont 

étalées sur lames ordinaires et sont soit immédiatement fixées dans du formol à 10 % (vlv), soit 

séchées pendant 20 minutes à la température du laboratoire puis fixées dans du formol à 10 % 

(vlv) . 

3.2 Pour I'étcrde des effets du clélrni de fixation scrr les indices de proliférrntiotz 

cellcilaire 

Sept greffons de glioblastomes humains, mesurant au moins 1 cm dans leur plus grand 

axe sont prélevés chez des souris euthanasiées ou anesthésiées. Chaque tumeur est 

immédiatement découpée en 12 fragments ne mesurant pas plus de 3 mm d'épaisseur. Ces 

fragments sont séparés en deux lots. Le premier sert à étudier les effets du délai de fixation dans 

le cas où les tissus sont conservés à 4" C avant leur fixation par voie chimique, Les échantillons 

constituant le deuxième lot sont, quant à eux, conservés à température du laboratoire, 

humidifiés dans du sérum physiologique pour limiter leur dessèchement. Dans chaque série, un 

échantillon est immédiatement fixé au formol à 10 % (vlv) dans un tampon phosphate pH 7,4. 

Les autres échantillons sont fixés avec des délais respectivement de 1 heure, 3 heures, 6 heures, 

12 heures et 24 heures dans le même fixateur. Après une fixation de 24 heures, les échantillons 

sont inclus dans de la paraffine en suivant les procédés habituels. 
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4. Les techniques immunohistochimiques 

4.1 Pour la détermination des conditions optimales de limitation (les signaux non 

soult aités 

4.1.1 Mise en évidence des signaux gênant l'analyse des résultats techniques 

immunohistochimiques de routine lors de leur application à des tissus murins 

Les techniques immunohistochimiques sont le plus souvent réalisées en deux étapes 

principales successives. La première correspond à l'incubation des coupes dans une solution 

d'un anticorps primaire spécifique de l'antigène recherché. Après un rinçage ayant pour but 

d'éliminer les molécules d'anticorps non complexées à leurs cibles spécifiques, cette étape est 

suivie de l'application d'un système de révélation des anticorps primaires plus ou moins 

complexe. Ce dernier peut lui même générer des signaux n'ayant pas de rapport avec l'antigène 

recherché. Pour reconnaître l'existence de ces colorations parasites, il suffit de réaliser des 

techniques en omettant l'anticorps primaire. Le système de révélation le plus utilisé en routine 

diagnostique fait appel à un anticorps secondaire dirigé contre les IgG (H+L) de souris, 

biotinylé, puis à une incubation dans une solution de streptavidine peroxydase, l'activité 

peroxydasique étant, elle-même, mise en évidence à l'aide d'un milieu d'incubation conduisant 

à la production d'un produit coloré insoluble. Cet anticorps secondaire réagit avec les 

différentes classes de chaînes lourdes et légères des immunoglobulines de souris. Il reconnaît 

donc à la fois les segments Fc et F(ab')2 des IgG et réagit avec les autres classes 

d'immunoglobulines puisque ces dernières partagent les mêmes chaînes légères. Dans notre 

travail, la recherche de ces colorations non voulues est réalisée tant sur des coupes de tissus 

congelés, post fixées ou non, au formol en milieu liquide ou gazeux, tel que décrit ci-dessus, 

ainsi que sur des sections de tissus fixés au formol et inclus dans de la paraffine. 

Les coupes de tissus congelés sont réhydratées par immersion dans un tampon PBS et 

les images sont cerclées à l'aide d'un crayon hydrophobe (Dako pen). Elles sont ensuite 

incubées dans une solution d'un antisérum de chèvre anti IgG (H+L) de souris, biotinylé, (E 

433, Dakocytomation, Trappes, France) dans un tampon PBS tween, utilisé aux dilutions 

suivantes (11200"~ ; 11400~"'~ , 1 / 8 0 0 ~ ~ ~ ,  1 1 1 6 0 0 ~ ~ ~ )  pendant 1 heure en chambre humide à 

température du laboratoire. Après deux brefs rinçages à la pissette, les lames sont incubées 

pendant une heure à température ambiante, en chambre humide, dans une solution de 
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streptavidine peroxydase (P 397, Dako) au 1/200"~ dans un tampon PBS tween. Après deux 

brefs rinçages réalisés à la pissette avec du tampon PBS tween, l'activité peroxydasique est 

révélée pendant 5 minutes à l'abri de la lumière à l'aide du milieu prêt à l'emploi NovaredTM 

(Vector laboratories, commercialisé par les laboratoires AbCys, Paris, France). Les coupes sont 

ensuite rincées à l'eau osmosée puis contre colorées pendant 10 secondes à l'hématoxyline de 

Harris, rincées à l'eau osmosée et bleuies par un bref passage dans un tampon Tris-HCL 0,lM 

pH 8. Après déshydratation dans l'éthanol et passage dans le toluène, elles sont recouvertes 

d'une lamelle montée à lYEukitt8. 

Les techniques utilisées pour les prélèvements en paraffine sont superposables à 

quelques différences près. Les coupes sont tout d'abord déparaffinées par immersion sous 

agitation dans un bain de toluène pendant 10 minutes. Elles sont ensuite réhydratées par passage 

dans des bains d'éthanol de concentration décroissante (alcool absolu puis alcool à 95") pendant 

10 minutes pour finir immergées pendant 10 minutes au moins dans de l'eau distillée. Une 

inversion des conséquences de la fixation formolique est ensuite réalisé. L'hydrolyse des 

produits d'addition du formaldéhyde aux macromolécules tissulaires est pratiquée à 

l'autocuiseur, en tampon citrate 0,lM pH 6, en suivant les indications du fabricant (2100, 

Retriever, Protéogenix, Strasbourg, France). En pratique, les lames immergées dans le tampon 

sont dans un premier temps portées à la température de 120" C sous haute pression pendant 1 O 

minutes ; la température décroît ensuite progressivement pendant deux heures. Les activités 

peroxydasiques et pseudoperoxydasiques endogènes sont bloquées après l'incubation dans la 

solution d'anticorps secondaire par une immersion des coupes de 15 minutes à la température 

du laboratoire dans une solution de peroxyde d'hydrogène à 6 % (v IV) dans de l'eau distillée. 

La signification des signaux observés sur les préparations ainsi réalisées est variable. 

Ces derniers peuvent, en effet, correspondre 1) à des immunoglobulines de souris en position 

cytoplasmique, membranaire ou interstielle, 2) à de la biotine endogène du fait de l'utilisation 

d'un montage faisant appel à la streptavidine, 3) à une activité peroxydasique ou pseudo 

peroxydasique, présente au sein des coupes, sans relation avec le système de détection de 

l'anticorps primaire, 4) enfin, à des antigènes sans relation avec des immunoglobulines de 

souris (réactions croisées). Pour distinguer ces différents signaux, nous avons réalisé sur des 

coupes adjacentes aux précédentes la mise en évidence de l'activité peroxydasique ou 

pseudoperoxydasique endogène par une incubation dans la solution de révélation NovaredTM 

précédemment citée. Par ailleurs, nous avons comparé les signaux obtenus avec le montage 
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utilisant l'anticorps anti IgG (H+L) de souris précédemment décrit d'une part et un autre ne 

comportant, après le blocage de l'activité peroxydasique et pseudoperoxydasique endogène, 

qu'une étape d'incubation dans une solution d'un anticorps secondaire de lapin anti Ig G (H+L) 

de souris sur lequel est greffé un micropolymère de peroxydase I ' I ~ P R E S S ~ ~  (MP-7401, 

Vector Laboratories, commercialisé par AbCys, Paris, France)(voir schéma n05) Ce dernier 

montage ne fait pas appel au couple streptavidine biotine et permet ainsi, par comparaison avec 

les signaux obtenus avec la technique précédente, de reconnaître les colorations liées à la 

présence de biotine endogène. Enfin, pour vérifier que certains signaux n'étaient pas 

secondaires à l'utilisation de l'anticorps de lapin anti IgG (H+L) de souris à des concentrations 

trop élevées, nous avons comparé les résultats obtenus avec cet anticorps à ceux observés, dans 

les mêmes conditions de concentrations, avec des tissus humains congelés ou fixés au formol. 

Les immunoglobulines présentes dans l'espace interstitiel peuvent diffuser à travers les 

membranes plasmiques des cellules mortes ou en souffrance donnant lieu à des colorations 

cytoplasmiques plus rarement nucléaires trompeuses. Par ailleurs, les territoires hypoxiques des 

greffons tumoraux peuvent être mis en évidence par détection immunohistochimique des 

adduits formés par l'interaction du pimonidazole avec les macromolécules tissulaires dans les 

conditions hypoxiques. Ces territoires correspondent non seulement aux zones de nécrose de 

coagulation constituée, mais également à des plages plus ou moins étendues de cellules en 

souffrance situées entre la nécrose elle même et un manchon immédiatement péri vasculaire de 

cellules bien oxygénées. Nous avons cherché à savoir si l'augmentation de la perméabilité 

membranaire aux protéines était concomitante du développement d'une hypoxie en comparant 

sur des coupes de glioblastome immédiatement adjacentes, la distribution des territoires 

hypoxiques et celles des immunoglobulines intracellulaires. Cette recherche est réalisée sur les 

coupes à congélation de trois greffons différents. Les immunoglobulines extravasculaires sont 

mises en évidence comme décrit ci-dessus. Les adduits du pimonidazole, quant à eux, sont 

détectés à l'aide d'une technique faisant appel tout d'abord à un anticorps monoclonal de souris 

détectant spécifiquement les adduits du pimonodazole (anticorps MAB-1, Chemicon 

International, Eurogenex, Strasbourg, France), dilué au 1 /100"~~  dans le diluant des anticorps 

primaires, puis un anticorps secondaire de lapin dirigé contre les IgGi de souris, dont 

l'utilisation permet de limiter fortement le bruit de fond lié aux immunoglobulines 

extravasculaires (voir ci-dessous). 



Deuxième partie : matériel et méthodes 

La quantification de l'intensité des signaux observés est réalisée de façon semi 

quantitative en utilisant un système en trois classes d'intensité croissante. 

Pour compléter les résultats obtenus sur le tissus murins, nous avons également étudié 

des fragments de tissu pulmonaire de rat siège de métastases parenchymateuses et d'emboles 

tumoraux endo vasculaires. Sur ces prélèvements, une étude immunohistochimique est réalisée 

sur des coupes adjacentes avec les anticorps secondaires suivants : 1) un anticorps de chèvre 

anti IgG (H+L) de souris biotinylé dilué au 11200"~ ; 2) un anticorps dirigé contre la chaîne 

lourde y1 des IgG de souris dilué au 1/1000"~ comme décrit ci-dessous. Après incubation de 

ces anticorps secondaires une heure à la température du laboratoire, les lames sont rincées avec 

du tampon PBS, puis incubées pendant une heure avec une solution de streptavidine diluée au 

11200""' à température ambiante puis révélées avec une solution prête à l'emploi de ~ o v a r e d ~ ~ .  

Les résultats obtenus sont comparés à ceux observés après mise en évidence de l'activité 

peroxydasique endogène et de la biotine endogène. 

4.1.2 Mise en évidence des colorations indésirables après détection de l'anticorps 

primaire murin par un anticorps secondaire de lapin anti IgGl de souris, biotinylé, suivi d'une 

incubation dans une solution de streptavidine peroxydase 

Cette technique fait appel à un anticorps secondaire de lapin, purifié par affinité, 

biotinylé, complémentaire de la chaîne lourde gamma 1 des IgG.. La réactivité croisée avec les 

autres chaînes lourdes des immunoglobulines est faible (1 %) et l'anticorps ne reconnaît pas les 

chaînes légères kappa et lambda. Il ne présente donc pas de réaction croisée avec les IgG autres 

que les IgG1, les IgM et les IgA. Le principe de la technique repose alors sur le fait que les 

anticorps monoclonaux de souris les plus souvent utilisés sont des IgGl et sur la faible 

concentration relative de cette sous-classe parmi les immunoglobulines sériques ou localisées à 

la surface des lymphocytes B. Ce point est particulièrement marqué chez la souris nude. 

L'anticorps anti IgGl de souris fabriqué chez le lapin (610-4640, Rockland, commercialisé par 

Tebu-Bio, Le Perray-en-Yvelines, France) est utilisé à la concentration de 1 1 1 0 0 ~ ~ ~ .  

L'incubation est d'une heure. Elle est réalisée à la température du laboratoire. Les étapes 

ultérieures de la technique sont identiques à celles utilisées avec l'anticorps de chèvre anti IgG 

(H+L) de souris décrite ci-dessus. 
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4.1.3 Analyse des signaux non souhaités après pré incubation des coupes dans une 

solution de fvagments résultant de la digestion complète de l'anticorps de lapin dirigé contre 

les IgG (H+L) de souris 

La digestion par la papaïne des immunoglobulines en présence de L-cystéine conduit, 

quand elle est complète, à la formation de deux fragments Fab et d'un fragment Fc. Dans notre 

travail, nous avons utilisé, pour préparer les fragments Fab, des fractions purifiées 

d9immunoglobulines de lapin anti immunoglobulines de souris, qui réagissent avec les sous 

classes IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 des IgG de souris, les IgA et les IgM (Dako, Z 0259). Pour la 

digestion, à 1mL de la solution d'immunoglobulines à 3,2 mg/mL sont ajoutés 20 pL d'une 

solution de L-cystéine 1M (20mM), 2 pL d'EDTA trisodique 0.5M (ImM) pH 7,4 et 12,5 pL 

d'une solution de papaïne à 11OUImL (11UImg) (soit 5 % mlm des immunoglobulines). 

L'incubation est réalisée à 37' C pendant 16 heures au bain marie. L'hydrolyse est arrêtée par 

ajout de 10 pL d'une solution 1M d'acide iodo-acétique dilué dans de l'eau distillée. La 

solution est conservée à température ambiante pendant 30 min. Après digestion, la solution 

d'immunoglobulines est conservée à 4O C dans des tubes hermétiques jusqu'à l'emploi. 

La qualité de la digestion est vérifiée par immuno empreinte après séparation 

électrophorétique des fragments sur un gel de polyacrylamide à 10 % (mlv) en présence d'un 

témoin de masse moléculaire (LWM 17-0446-01, LMW calibration kit for SDS 

Electrophoresis9 Amersham Biosciences, commercialisé par Parc Technologique, Orsay, 

France). La migration est réalisée à 100 volts pendant 1 heure 30 dans un tampon 

d'électrophorèse. Les protéines sont transférées du gel de polyacrylamide sur des membranes de 

Poly Vinylidene Di ~lùor ide  (PDVF transfert, PERKIN ELMER, Courtaboeuf, France) par 

application d'un champ électrique (15 volts pendant 30 minutes). Le succès du transfert est 

vérifié par une coloration des protéines au Rouge Ponceau. Les membranes sont rincées dans un 

tampon de transfert pendant 10 minutes, dans un tampon TBS pendant 10 minutes, puis 

immergées dans une solution de saturation. Les fragments de digestion sont détectés à l'aide 

d'une technique immunohistochimique indirecte en chémiluminescence (kit chémiluminescence 

western blotting mouselrabbit, Roche, Meylan, France). 
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La solution est testée à plusieurs dilutions, à l'aide du diluant pour anticorps. 

L'incubation se fait pendant 1, 2 ou 3 heures, à température ambiante, en chambre humide, à 

l'abri de la lumière. L'incubation de la solution d'immunoglobulines hydrolysées avant dépose 

de l'anticorps primaire et l'incubation de solution d'immunoglobulines digérées après 

incubation sur la nuit avec l'anticorps primaire sont comparées. Les lames sont soit rincées au 

tampon PBS tween, soit juste égouttées. 

Cette méthode est étudiée pour la détection de la protéine Ki-67 à l'aide de l'anticorps 

monoclonal MIB-1 sur des glioblastomes greffés chez la souris nude en congélation et en 

paraffine. 

4.1.4 Analyse des signaux non souhaités par utilisation, comme réactifs primaires, de 

complexes anticorps primaire/anticorps secondaire formés in vitro. 

Pour limiter le bruit de fond résultant de l'interaction de l'anticorps secondaire anti 

immunoglobulines de souris avec les immunoglobulines extravasculaires, il est possible de faire 

réagir ces deux réactifs in vitro avant de les appliquer sur les coupes histologiques. L'activité 

anti Ig de souris résiduelle éventuelle de la solution est neutralisée par une incubation avec une 

petite quantité de sérum normal ou d'IgG non spécifiques de souris. Dans notre travail, nous 

avons utilisé : 

1) le Kit Zenon (zénonTM Biotin-XX mouse IgGl, Z 25052, Molecular Probes, 

cominercialisé par Interchim, Montluçon, France) en suivant les recommandations du fabricant. 

Dans ce kit, l'anticorps secondaire apparaît sous la forme de fragments Fab biotinylé, purifiés 

par affinité, d'un antisérum de lapin dirigé contre l'extrémité Fc des IgGl de souris. 

En pratique, ce kit a été testé sur des coupes d'un glioblastome greffé chez une souris 

nude avec l'anticorps Ki-67 clone MIB-1 (M 7240, Dako). 

Les lames ont été déparaffinées puis réhydratées et le démasquage réalisé en autocuiseur 

pendant 7 minutes dans du tampon citrate à pH 6. La formation des complexes est réalisée en 

mélangeant 1 pg d'anticorps soit 10 PL d'anticorps Ki-67 MIB-1 avec 5 pL de solution A du 

kit Zénon pendant 5 minutes à la température du laboratoire. La solution de blocage B est 

ajoutée, contenant des immunoglobulines IgG de souris, destinées à neutraliser les fragments 

Fab biotinylés de la solution A présents en excès. Un délai de 5 minutes est nécessaire avant 
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l'incubation des lames par les complexes formés. Des temps d'incubation différents ont été 

réalisés : sur 16 heures à 4" C ou sur une heure à température ambiante en chambre humide et à 

l'abri de la lumière. 

La suite des techniques est identique à celle décrite précédemment, avec successivement 

des rinçages au tampon PBS-Tween, une inhibition de l'activité peroxydase endogène avec 

l'eau oxygénée puis une incubation avec la streptavidine pendant 1 heure et enfin une révélation 

de l'activité peroxydasique avec une solution prête à l'emploi, le ~ o v a r e d ~ ~ .  

2) Nous avons également réalisé une pré incubation en tube avec le même anticorps 

primaire et un anticorps secondaire IgG (H+L) biotinylé de souris, non fragmenté (E 433, 

Dakocytomation, Trappes, France). A 100 pL d'anticorps primaire (d'une solution au l/lOOè'"e) 

sont ajoutés 100 pL d'anticorps secondaire (d'une solution au 1/250"~"). Après une incubation 

de 5 minutes, 100 pL de la solution de Zenon sont ajoutés. L'application du complexe réalisé 

sur les lames est effectué de la même manière que ci-dessus. 

4.2 Etude des e f f s  (lu délai de fixation sur l'appréciation de wférents inclices (le 

prolife'ration cellulaire 

4.2.1 Mesure de 1 'indice mitotique 

Les indices mitotiques sont appréciés sur des coupes de tissus, épaisses de 5pm, 

colorées à 1'Hématoxyline-Eosine-Safran. Après coloration, ces dernières sont observées en 

immersion, au grossissement 1000, en faisant varier la mise au point afin d'apprécier les 

cellules dans l'épaisseur de la coupe. Les mitoses sont comptées sur des champs contigus, à 

distance des zones de s.ouffrance ischémique et de nécrose tumorale. Une attention particulière 

est portée à distinguer les cellules en mitose de celles dont les noyaux sont en pycnose ou en 

caryorrhexie. Il n'est pas tenté de reconnaître les prophases débutantes. Le comptage est réalisé 

deux fois, la valeur retenue étant la moyenne des résultats des deux comptes précédents. 

L'indice mitotique est exprimé en nombre de cellules en mitose pour 1000 cellules tumorales. 

Une attention particulière est portée à ne pas compter les cellules murines en cycle ou mitose du 

stroma. 
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4.2.2 Appréciation des cellules en division par mise en évidence 

immunohistochimique de protéines dont l'expression est synchrone du cycle cellulaire 

Les techniques immunohistochimiques sont réalisées sur des coupes de 5 pm étalées à 

l'eau distillée sur des lames pré traitées à la polysine. Elles sont séchées une heure sur une 

platine à 40" C, puis séchées à l'étuve à 37" C durant une nuit. Après déparaffinage, 

réhydratation et inversion des conséquences de la fixation formolique, une méthode 

d'immunohistochimie classique en trois couches, faisant appel au couple streptavidine 

peroxydaselanticorps secondaire biotinylé, est réalisée à l'aide des anticorps primaires 

suivant : 1) un anticorps monoclonal de lapin dirigé contre la protéine Ki-67 humaine (RM- 

91 06, NeoMarkers, commercialisé par Microm, Francheville, France) non spécifique d'espèce, 

dilué au 11300""' dans du diluant anticorps, 2) un anticorps monoclonal de souris dirigé contre 

la protéine Ki-67 humaine, spécifique d'espèce, clone MIB-1 (M 7240, Dako) dilué au 

11400"'~, 3) un anticorps monoclonal de souris dirigé contre 191CBP 90 (Inverted CCAAT box 

Binding protein) (clone 1 RC 1 C- 10, Proteogenix Strasbourg, France) dilué au 1150"~. 11 s'agit 

d'une protéine humaine de masse moléculaire 90 000, impliquée dans la régulation du gène 

codant la topoisomérase II alpha. Cette protéine est présente dans les noyaux des cellules en 

cycle et n'est pas présente dans les tissus quiescents, 4) un anticorps polyclonal de lapin dirigé 

contre l'histone H3 phosphorylée (06-570, Laboratoire Upstate ce11 signaling solution, 

commercialisé par Euromedex, Strasbourg, France) sur un résidu sérine en position 10, non 

spécifique d'espèce, dilué au 113000""'. 

Le système de révélation des anticorps monoclonaux de souris Ki-67 clone MIB-I et 

ICBP90, choisi en fonction des résultats des techniques précédemment décrites, est un montage 

faisant appel à l'anticorps polyclonal de chèvre anti IgGl biotinylé (800-656-7625 Rockland) à 

la concentration de l/lOOOème. L'anticorps monoclonal de lapin dirigé contre la protéine Ki-67 

tout comme 19antisérum de lapin anti Histone H3 sont détectés à l'aide d'un anticorps anti lapin 

biotinylé de chèvre (E432, Dakocytomation, Trappes, France), dilué au 11200"~~ dans le tampon 

PBS-Tween. L'incubation de l'anticorps secondaire est suivie d'un blocage des activités 

peroxidasique et pseudoperoxydasique endogènes par une incubation de 15 minutes dans une 

solution de peroxyde d'hydrogène à 6 % (vlv) dans l'eau, la biotine est ensuite détectée dans les 

conditions décrites précédemment à savoir tout d'abord une incubation dans une solution de 

streptavidine peroxydase (P397, Dakocytomation, Trappes, France) diluée au 1/200"'"" dans du 
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tampon PBS-Tween, suivie par la mise en évidence des activités peroxydasiques à l'aide de la 

solution ~ o v a r e d ~ ~ .  L'incubation dans cette dernière solution est de 4 minutes. Les coupes sont 

ensuite rincées à l'eau osmosée puis contre-colorées pendant 10 secondes à l'hématéine de 

Harris, puis rincées à l'eau courante et bleuies dans du tampon Tris-HC1 0,1M, pH8. Après 

déshydratation et passage dans un bain de toluène, les coupes sont recouvertes d'une lamelle 

montée à l'Eukitt8. 

Les indices de prolifération sont mesurés de la même manière que l'indice mitotique. 

Dans la mesure où aucun bruit de fond n'est observé, tous les signaux nucléaires, même faibles, 

sont considérés comme témoignant de l'entrée de la cellule en cycle. 
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1. Les signaux immunohistochimiques indésirables. 

1.1 mise en évidence des signaux gênant l'analyse des résultats (les teclzniques 

immunohistoclzimiques de roiitine lors de leur application ri des tissus murins 

1.1.1 Introduction 

Dans un premier temps, notre travail a consisté à réaliser un relevé des différentes 

variétés de signaux non souhaités, pouvant gêner l'interprétation des résultats des techniques 

immunohistochimiques lorsque ces dernières sont réalisées sur des tissus de souris, après 

utilisation d'anticorps monoclonaux de souris et de systèmes de révélation faisant appel à des 

sérums dirigés contre les IgG (H+L) de la même espèce. Cette recherche est réalisée sur des 

tissus de souris inclus dans de la paraffine après fixation formolique ou sur coupes à congélation 

de tissus post fixées selon les techniques décrites dans le chapitre matériel et méthodes. Ces 

techniques sont réalisées sur de multiples échantillons issus de trois animaux auxquels sont 

ajoutés des échantillons de poumons prélevés chez un rat porteur d'un adénocarcinome 

métastatique chimio induit. 

Les signaux suivants sont recherchés : 

1) des colorations cytoplasmiques, granulaires ou en bâtonnets, observées sur les 

coupes colorées à l'aide d'un système de révélation faisant appel au couple streptavidinelbiotine, 

non observées après utilisation d'un anticorps secondaire modifié par greffage covalent d'un 

« micropolymère » de peroxydase ou après mise en évidence des activités peroxydasique ou 

pseudoperoxydasique endogènes. Ces signaux résultent de la détection de la biotine endogène. 

2) des colorations granulaires, plus grossières du cytoplasme des polynucléaires et 

des macrophages, associées à une coloration diffuse avec renforcement membranaire des 

globules rouges. Ces colorations, également observées sur des coupes contrôle après mise en 

évidence des activités peroxydasique et pseudoperoxydasique, correspondent à ces activités 

quand ces dernières ne sont pas préalablement inhibées. 

3) des colorations cytoplasmiques diffuses, homogènes intenses, du cytoplasme des 

plasmocytes 
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4) des colorations des membranes plasmiques des lymphocytes B correspondant à 

des immunoglobulines de membrane 

5 )  enfin, des colorations plus diffuses, intra vasculaires, interstitielles ou 

cytoplasmiques ne correspondant à aucune des catégories précédentes. 

La présence de ces colorations non souhaitées dans les différents tissus de souris est 

résumée dans les tableaux ci-dessous en précisant leur localisation. 

L'intensité de ce signal est exprimée de manière semi quantitative : 

+ : Signal peu intense 

++ : Signal modérément intense 

+++ : Signal très intense. 
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MODE DE FIXATION 
1 Fixé dans le formol puis 1 Congelé 

ORGANES inclus en paraffine 
1 Non séchée puis fixée ]séchée puis fixée formol I~échée  puis fixée vapeur 

POUMONS 

b vaisseaux /+ vaisseaux b+ vaisseaux 
INTESTINS b vaisseaux b+ chorion b chorion b axes conjonctifs 

COEUR 

+ lymphocytes B et + vaisseaux 
lasmocytes intra-muqueux 
ans axes conjonctifs et 
ous muqueuse i I 

++ vaisseaux 
+ en surface des alvéoles et 

I 
vaisseaux 

de l'épithélium bronchique 
+ vaisseaux 

+ vaisseaux 
+ granulations 

formol 
++ vaisseaux 
+ mucosécrétion 

++ entre les fibres 
myocardiques 

++ vaisseaux 
+ interstitium 

FOIE 

/+ vaisseaux 

formol 
++ vaisseaux 
+ interstitium 

++ entre les fibres 
myocardiques 

lintrahépatocytaire 

lymphocytes B t: lymphocytes B signal 
embranaire signal t embranaire vaisseaux 
embranaire vaisseaux 

++ entre les fibres 
myocardiques 

++ vaisseaux et capillaires 
sinusoïdes 
+ biotine endogène 

RATE b++ plasmocytes et b++ plasmocytes et b+ plasmocytes 

bontournés proximaux F+ vaisseaux F+ vaisseaux Ide protéines coagulées 
VESSIE b vaisseaux b+ entre les fibres b+ entre les fibres b+ entre les fibres 

++ vaisseaux 
+ capillaires sinusoïdes 

PEAU 

MUSCLE STRIE 
REINS 

b vaisseaux b vaisseaux b vaisseaux 
UTERUS vaisseaux l ~ o n  réalisé l ~ o n  réalisé b o n  réalisé 

++ vaisseaux 
+ capillaires sinusoïdes 

+ vaisseaux 
+ biotine des glandes 
sébacées 
+ vaisseaux 
+ vaisseaux et dans les 
capillaires glomérulaires 
+ biotine dans les tubes 

1 éminales 

++ vaisseaux 
+ capillaires sinusoïdes 

1 CERVEAU 

TESTICULES 

contenu des vésicules 
vaisseaux 

+ vaisseaux 
+++ derme 

++ interstitium 
++ interstitium 
++ capillaires 
glomérulaires 

acrosome I 

+ vaisseaux intra cérébraux, 
intra hypophysaire et 
vaisseaux des plexus 
choroïdes 

+ vaisseaux 
+ secrétions des vésicules 

+ vaisseaux 
+++ derme 

++ interstitium 
++ interstitiuin 
++ cellules mésangiales 
glomérulaires 

Non réalisé 

++ interstitium 
+ capillaires 
glomérulaires 
+ interstitiel sous forme 

+ +vaisseaux intra 
cérébraux, intra 
hypophysaire et 
vaisseaux des plexus 
choroïdes2 
++interstitium entre les 
tubes séminifères 

GLANDES 
SALIVAIRES 

t + vaisseaux intra 
cérébraux, intra 
hypophysaire et 
vaisseaux des plexus 
choroïdes 
++ interstitium entre les 
tubes séminifères 

+ vaisseaux 

+ + vaisseaux intra 
cérébraux, intra 
hypophysaire et 
vaisseaux des plexus 
choroïdes 
++ intestitium et dans la 
lumière des vaisseaux 

+ vaisseaux 
+ interstitium 
+ vaisseaux 

+ interstitium 
+ vaisseaux 

+ vaisseaux 
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1.1.2 Les signaux non souhaités dans le cas de tissus fixés cru formol et inclus dans de la 

paraffine 

Dans ce cas, les constatations suivantes peuvent être faites : 

1) il n'est pas observé d'activités peroxydasiques ou pseudoperoxydasiques, y compris 

dans les polynucléaires neutrophiles ou éosinophiles et les macrophages lorsque les techniques 

utilisées comportent une étape de blocage enzymatique à l'eau oxygénée. 

2) Les signaux liés à la biotine endogène sont observés au niveau des tissus riches en 

mitochondries, à savoir les hépatocytes, les cellules tubulaires des tubes contournés proximaux 

du rein, les sébocytes et les adipocytes multi vacuolaires du tissu adipeux brun. Des colorations 

granulaires sont également observées au pôle apical des cellules séreuses des glandes 

salivaires. L'intensité du signal est particulièrement élevée au niveau des glandes sébacées et 

du tissu adipeux brun et après démasquage thermique des conséquences de la fixation 

formolique. Les signaux hépatocytaires et rénaux sont nettement moins intenses que ceux 

correspondants observés chez l'homme. 

3) Des plasmocytes sont détectés dans le chorion des muqueuses bronchique, intestinale, 

utérine, dans celui des glandes salivaires, la rate et les structures lymphoïdes périphériques 

observées au hasard des coupes. 

4) En plus des localisations décrites ci dessus, les immunoglobulines sont observées : 

a) Dans la lumière des vaisseaux et ceci quelque soit l'organe étudié. A ce niveau, elles se 

présentent sous la forme de plages finement granuleuses et homogènes dans la lumière des gros 

vaisseaux ou de liserés denses, plus ou moins épais à la surface des cellules endothéliales. Ces 

signaux sont plus intenses au niveau de la microcirculation que des vaisseaux de plus grand 

calibre, dans les artérioles que dans les veinules. Le niveau de résolution rendu possible par 

l'emploi de coupes à la paraffine ne permet pas de reconnaître une localisation au sein même 

des cellules endothéliales. L'adsorption des immunoglobulines à la surface des globules rouges 

peut être à l'origine d'une coloration, apparemment diffuse avec renforcement membranaire de 
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ces derniers, ressemblant de très près à une activité pseudoperoxydasique. La négativité des 

contrôles correspondant permet de redresser l'erreur d'interprétation. 

b) Dans l'interstitium sur les coupes de tissus normaux inclus dans de la paraffine, il n'est 

pas détecté de signaux interstitiels. En revanche, le poumon du rat, qui est parsemé de multiples 

métastases d'un adénocarcinome peu différencié, est le siège d'un œdème alvéolaire diffus, très 

fortement coloré. 

c) Au niveau du poumon métastatique, des signaux très intenses sont observés au niveau 

du cytoplasme des macrophages alvéolaires. Comme le montre l'absence de coloration sur les 

coupes témoins correspondantes, ces signaux ne proviennent pas de la présence de biotine ou 

d'une activité peroxydasique endogène. Ils correspondent donc à des immunoglobulines 

internalisées. Dans la mesure où l'intensité de la coloration est très supérieure à celle de 

l'œdème alvéolaire, l'internalisation résulte d'un phénomène actif 

En revanche, il n'est pas détecté d'immunoglobulines de membrane ou de signaux 

épithéliaux pouvant correspondre à des IgA. 

1.1.3 Dans le cas de coupes à congélation immédiatement postjxées au formol 

Les recherches précédentes ont été répétées sur des coupes de tissus congelés, fixées au 

formol, sans étape de séchage intermédiaire. La technique pratiquée est identique à celle 

utilisée pour les tissus inclus à la paraffine à l'exception, cependant, de l'étape d'inhibition des 

activités peroxydasique ou pseudoperoxydasique, trop délétère pour les tissus. 

Dans ces conditions : 

Les différents signaux décrits dans le cas des tissus inclus dans de la paraffine sont 

observés dans les coupes de tissus congelés post fixées mais leur intensité est plus importante. 

En plus de ces signaux sont observées : 

* une coloration interstitielle diffuse, avec renforcement le long des fibres du tissu 

conjonctif, particulièrement marquée au niveau du derme et, à un moindre degré, de la lamina 

propria du tube digestif, et de l'interstitium rénal. Au niveau du foie, il est difficile de 

différencier les immunoglobulines intra vasculaires de celles éventuellement présentes au sein 

des espaces de Disse. 

* une coloration des épithéliums de revêtement des muqueuses, avec parfois 

renforcement apical (épithélium intestinal) correspondant selon toute probabilité à des IgA 
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* une coloration membranaire de certains lymphocytes au niveau des organes 

lymphoïdes périphériques. Au niveau de la rate, ces derniers signaux ne peuvent être 

différenciés de ceux résultant de l'adsorption sur la membrane des lymphocytes des 

immunoglobulines circulantes. 

* une coloration dense arciforme, juxtanucléaire, des spermatocytes et des 

spermatozoïdes, non observée sur les coupes préparées avec un anticorps modifié à l'aide d'un 

micro polymère peroxydasique et correspondant probablement à une réaction. 

Il convient de signaler l'existence de difficultés d'interprétation de signaux, diffus, 

interstitiels ou épithéliaux peu intenses, pouvant résulter d'un accrochage non spécifique lié à 

une concentration un peu élevée du système de révélation. Les signaux les moins intenses sont 

observés avec les dilutions les plus faibles de l'anticorps secondaire. A cette dernière 

concentration, aucune coloration n'est observée sur des tissus humains traités dans les mêmes 

conditions. 

1.1.4 Dans le cas de coupes à congélation séchées à l'air puis post fixées au formol 

Les signaux correspondant à la biotine endogène et à l'activité peroxydasique et 

pseudoperoxydasique sont similaires à ceux observés en l'absence de séchage. Le séchage des 

lames induit une modification dans la morphologie des tissus. Ceux-ci sont moins rétractés, les 

cellules sont étalées sur la lame. Il en découle moins de désunion au sein des tissus et donc moins 

de piégeage des anticorps sur le bord des tissus. Le signal obtenu est, par conséquent, moins 

linéaire, plus diffus et finement granulaire mais globalement d'intensité similaire. 

Dans les vaisseaux, le contenu est mieux préservé, les immunoglobulines sériques sont 

détectées par une coloration du revêtement endothélial et du contenu vasculaire. De même, dans 

I'interstitium, les protéines semblent coagulées dans le milieu extracellulaire sous la forme 

d'agrégats, lesquels se colorent avec l'anticorps anti Ig. Dans les capillaires glomérulaires, 

l'endothélium n'est plus signalé sous la forme d'un marquage linéaire. En revanche, il existe une 

coloration des cellules mésangiales. 

1.1.5 Dans le cas de coupes à congélation séchées à l'air post fixées aux vapeurs de 

formol 

De façon générale, les tissus fixés en vapeur de formol ont un signal moins prononcé. 

Comme pour les tissus fixés par immersion après séchage, les protéines extracellulaires et intra 
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vasculaires sont mieux préservées et agglutinées en amas soit dans la lumière, soit dans 

l'interstitium. Le marquage obtenu est granulaire ou laqué dans les vaisseaux et non linéaire. 

Pour quel motif le marquage obtenu est inférieur à celui des tissus fixés par 

immersion alors que les protéines extracellulaires semblent aussi bien préservées ? Il est probable 

que la fixation formolique est supérieure et donc que les épitopes recherchés sont masqués. 

Dans les intestins, le marquage obtenu dans les villosités intestinales est granulaire tandis 

que les cellules inflammatoires précédemment colorées ne le sont plus ou peu. 

1.2 glioblnstome greffé chez In souris 

Les glioblastomes sont des tumeurs comportant souvent de larges plages de nécrose mais 

également riches en vaisseaux. Dans les prélèvements de tumeur gliale fixée dans le formol et 

incluse en paraffine, plusieurs types de signaux sont observés. Au sein des vaisseaux est retrouvé 

le même aspect que celui précédemment décrit avec des dépôts endoluminaux 

d'immunoglobulines et en surface de l'endothélium. Par ailleurs, il existe un accrochage non 

spécifique de tous les anticorps utilisés sur la nécrose, dont l'intensité est fonction de la qualité 

des rinçages. 

En congélation, que les tissus soit fixés immédiatement dans le formol ou séchés puis fixés 

en formol ou en vapeur de formol, des signaux intenses sont retrouvés. En périphérie des plages 

de nécrose, des cellules tumorales dont le cytoplasme est rétracté sont marquées par l'anticorps 

anti immunoglobulines de souris (H+L) sous forme d'un marquage intra cytoplasmique intense. 

Ces cellules sont probablement des cellules ischémiques en voie de nécrose. A distance et en 

périphérie des vaisseaux, les cellules tumorales sont de plus grande taille, sans rétraction du 

cytoplasme. Elles ne sont pas marquées par l'anticorps anti- immunoglobuline. L'anticorps 

MAB-1 met en évidence les zones tissulaires ischémiques par un marquage intra cytoplasmique 

des cellules tumorales, lesquelles sont situées à distance des vaisseaux. Bien que la quantité de 

cellules ischémiques détectées à l'aide de l'anticorps MAB 1 soit supérieure au nombre de 

cellules marquées avec l'anticorps anti immunoglobulines, il existe une corrélation entre ces 

deux marquages. En conclusion, les cellules ischémiques en voie de nécrose contiennent des 

immunoglobulines intra cytoplasmiques. 
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2. Comparaison de méthodes de limitation de bruit de fond 

Plusieurs méthodes de réduction du bruit de fond ont été testées. Dans la mesure où les 

signaux non souhaités les plus intenses sont observés au niveau des coupes congelées, post fixées 

au formol liquide, c'est sur des tissus sains ou tumoraux pré traités de cette manière que ces 

essais ont été réalisés dans un premier temps, puis sur tissus tumoraux inclus en paraffine. 

2.1 Pré iizcubation des lames par une solution bloquante 

Dans un premier temps, nous avons testé un blocage immunologique des épitopes des 

immunoglobulines (et dans le même temps des récepteurs des fragments Fc) par incubation des 

coupes dans une solution d'immunoglobulines de lapin complètement digérées par la papaïne, 

réalisé en tout début de technique. La complétude de la digestion des immunoglobulines est, dans 

un premier temps, vérifiée par immuno empreinte. Plusieurs concentrations de la solution de 

blocage sont testées. Les blocages les meilleurs sont observés avec les concentrations au % et au 

%. L'inhibition des signaux liés aux immunoglobulines n'est cependant que très partielle et 

l'intensité des signaux spécifiques plus faible que celle obtenue avec la technique de référence. 

Bien entendu, les signaux liés à la biotine endogène et aux activités peroxydasique et 

pseudoperoxydasique ne sont pas modifiés. 

2.2 Modification du système de révélation pnr l'anticorps secontlnire 

2.2.1 Utilisation d'un anticorps secondaire anti IgGl de souris biotinylé, fabriqué chez 

le lapin 

Pour tous les tissus murins ayant fait l'objet de l'étude immunohistochimique à l'aide de 

l'anticorps de chèvre anti souris (H+L) biotinylé, la comparaison avec l'anticorps IgGl a montré 

une diminution très nette du signal lié aux immunoglobulines que ce soit en paraffine ou en 

congélation. Cet anticorps ne reconnaît que la chaîne lourde des IgG1, lesquelles sont peu 

abondantes dans le milieu extravasculaire. Sur l'ensemble des prélèvements fixés en paraffine, 

les signaux présents dans les lumières vasculaires ont diminué ou disparu. Pour les prélèvements 

en congélation, une diminution du signal a été observée aussi bien dans les vaisseaux que dans le 
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tissu interstitiel. Très importante pour les tissus musculaires lisses et striés, les testicules, la rate, 

cette diminution a été moins prononcée dans le rein, le derme et le poumon. 

Au final, l'utilisation de l'anticorps secondaire anti IgGl est une méthode satisfaisante, qui 

diminue le signal lié aux immunoglobulines circulantes et situées en surface de l'endothélium. 

Elle permet également de diminuer de façon plus modérée les signaux liés aux 

immunoglobulines extravasculaires. Il s'agit d'une méthode simple d'utilisation et reproductible, 

améliorant nettement la qualité des études immunohistochimiques. 

2.2.2 Udilisation de complexes anticorps primaire /anticorps secondaire biotinylé formés in 

vitro 

La méthode de pré incubation en tube réalisée à l'aide du kit Zénon de Molecular probes 

donne des résultats satisfaisants dans leur ensemble. 

La détection de cellules en cycle repérées à l'aide de l'anticorps Ki-67 clone MIB-1 donne 

un signal net des cellules, sans que la nécrose, les cellules ischémiques ou les immunoglobulines 

intravasculaires ne soient marquées. 

De la même façon, la pré incubation réalisée avec un anticorps secondaire biotinylé non 

fragmenté, a donné des résultats satisfaisants, dépourvus de bruit de fond, avec un signal 

légèrement moins marqué. 

Toutefois, à plusieurs reprises, certaines séries immunohistochimiques n'ont pas fonctionné 

sans que le motif ne soit retrouvé. Ces aléas ont été observés bien que les recommandations du 

kit du Fournisseur (Molecular Probes) aient été suivies. Cette technique est, par conséquent, 

intéressante pour la diminution parfois complète des signaux liés aux immunoglobulines, mais 

nécessite un calibrage de départ pour chaque anticorps primaire, une préparation des complexes 

au dernier moment. 



Planche nO1 

Photo nO1 : technique immunohistochimique classique en trois couches sur une peau de 
souris fixé dans le formol et inclus dans de la paraffine (~400).  

Détection de la biotine endogène dans les glandes sébacées sous forme d'un marquage 
finement granulaire intra cytoplasmique. 

Photo n02 : tissu ganglionnaire de souris fixé dans le formol et inclus dans de la 
paraffine. Etude immunohistochimique avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris (~400) .  

Détection des immunoglobulines intra cytoplasmiques et membranaires des 
plasmocytes. 

Photo n03 : glioblastome humain greffé chez une souris nude ; tissu congelé, fixé 5 
minutes en formol. Etude immunohistochimique avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris 
(~200) .  

Détection des immunoglobulines de souris dans les vaisseaux et dans les zones de 
nécrose 

Photo n04 : comparaison des zones ischémiques tumorales. 
4a : étude immunohistochimique avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris (~200). 

Marquage intra cytoplasmique granulaire des cellules situées en périphérie des plages de 
nécrose. 

4b : étude imrnunohistochimique avec l'anticorps MAB-1 suvi d'un anticorps 
secondaire dirigé contre la chaîne lourde des IgGl (~200).  

Marquage intra cytoplasmique granulaires des cellules situées en périphérie des plages 
de nécrose, quasi superposable à la précédente photo. 

Photo n05 : rein de souris fixé dans le formol et inclus dans de la paraffine. Etude 
irnmunohistochimique avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris (~400). 

Détection des immunoglobulines intra vasculaires, adsorbées en surface du revêtement 
endothélial. Inhibition totale de l'activité pseudo peroxydasique endogène des globules rouges 
avec l'eau oxygénée. 

Photo n06 : rein de souris congelé, fixé immédiatement. Etude imrnunohistochimique 
avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris (~200).  

Détection des immunoglobulines endogènes dans la lumière des vaisseaux, dans le tissu 
conjonctif péri vasculaires. Signal dans les tubes contournés et dans la graisse brune. 

Photo n07 : poumon de souris congelé, séché puis fixé en vapeur de formol. Etude 
immunohistochimique avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris (~200).  

Détection des immunoglobulines intra vasculaires coagulées dans l'interstitium, 
adsorbées en surface de l'endothélium et contenues dans le sérum. 

Photo no$ : rein de souris congelé, fixé immédiatement. Témoin négatif ne comportant 
que l'étape d'incubation avec la streptavidine suivi de la révélation de l'activité 
perox ydasique (~200). 

Signaux dans les tubes rénaux et dans la graisse brune correspondant à la biotine 
endogène. 
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Planche n02 

Photo n0la : poumon de souris fixé dans le formol et inclus dans de la paraffine. Etude 
immunohistochimique avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris. (x 100). Les Ig sont 
essentiellement intra vasculaires. 

Photo nOlb : poumon de souris séché et fixé dans le formol. Etude immunohistochimique avec 
l'anticorps anti IgG (H+L) de souris (~200). Les Ig sont localisées dans les vaisseaux, l'intestitium et 
les plasmocytes. 

Photo n02 : testicule de souris congelé, séché puis fixé dans le formol. 
2a : étude immunohistochimique avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris (x200) 
2b : étude irnmunohistochimique avec un anticorps anti IgGl (H) de souris (x200) 

Pour un même mode de fixation, la détection des Ig endogènes, localisées dans l'interstitiurn, 
est nettement diminuée avec l'anticorps anti IgG1. 

Photo n03a : rein de souris fixé dans le formol et inclus dans de la paraffine. Etude 
immunohistochimique avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris (x400) 

Les Ig endogènes sont localisées dans les vaisseaux, surtout de petits calibres. 
Photo no 3b : rein de souris congelé, fixé immédiatement du formol. Etude 

immunohistochimique avec ImmPRESS (anticorps anti IgG (H+L) de souris couplé à un 
micropolymère de peroxydase) (x 400) 

La biotine endogène n'est pas détectée. Les Ig sont localisées dans les vaisseaux et dans 
l'intestitium. 

Photo n04 : rein de souris congelé, séché puis fixé dans le formol. 
4a : étude avec ImmPRESS : localisation mésangiale des Ig (x 400) 
4b : étude IHC avec anticorps anti IgGl (H) (x 400) 

Diminution nette du signal lié aux Ig. 

Photo n05 : intestins de souris congelés ; étude avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris 
5a : coupe fixée immédiatement dans le formol (x400) 
5b : coupe séchée puis fixée dans le formol (x400) 

Le séchage des lames préserve mieux les Ig intestitielles qui sont coagulées. Détection des IgA 
en surface des entérocytes. 

Photo n06 : intestins de souris congelés. Coupes séchées puis fixées en vapeur de formol 
6a : étude IHC avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris (x200) 
6b : étude IHC avec un anticorps anti IgGl (H) (x200) 

Avec la vapeur de formol et dans les mêmes conditions, les Ig sont moins détectées. 
L'anticorps anti IgGl (H) détecte moins d'Ig. 

Photo n07 : foie de souris 
7a : tissu fixé dans le formol et inclus en paraffine. Etude avec un anticorps anti IgG 

(H+L) de souris (~200). La biotine endogène donne un marquage intracytoplamique granulaire. 
7b : tissu congelé, séché puis fixé. Etude avec ImrnPRESS (~200). Détection des Ig dans 

les capillaires sinusoïdes. 

Photo nos : foie de souris congelé, coupes séchées puis fixées en vapeur de formol. 
Sa : étude avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris (x200) 
Sb : étude avec l'anticorps anti IgGl (H) (x200) 



Planche n02 

Photos no la nOlb 
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Planche n03 

Photo nOl, 2 , 3 , 4  : poumon d'un rat avec un néoplasme métastatique. Tissu fixé dans le 
formol et inclus dans de la paraffine. 

Photo nO1 : témoin négatif. Montage IHC avec la streptavidine et la révélation 
peroxydasique. (400). Pas de détection de biotine endogène ou d'activités peroxydasique et 
pseudo peroxydasique résiduelles. 

Photo n02 : étude IHC avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris (400). Marquage 
intra cytoplasmique des macrophages. 

Photo n03 : étude IHC en trois couche avec une cytokératine 7 puis un anticorps 
secondaire anti IgG (H+L) de souris puis la streptavidine. (400). 

Photo n04 : étude IHC avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris(100). Marquage 
intra cytoplasmique des macrophages. Signal observé autours des emboles tumoraux 
vasculaires, l'inhibition de l'activité peroxydasique étant complète. 

Photo n05 : glandes salivaires de souris, fixées dans le formol puis incluses dans de la 
paraffine. 

5a : étude IHC avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris (400). Marquage intra 
cytoplasmique des cellules glandulaires et intra vasculaires 

5b : étude IHC avec ImmPRESS.(400) Disparition du marquage intra cytoplasmique 
correspondant à de la biotine endogène. 

Photo n06 : tubes séminifères de souris. Tissu congelé, coupes séchées puis fixées dans 
le fomiol. Etude IHC avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris (400). Réactioh croisée au 
niveau de l'acrosome. 

Photo n07 : muscle de souris. Tissu congelé, coupes séchées puis fixées dans le formol. 
Etude IHC avec un anticorps anti IgG (H+L) de souris (400). Signal interstitiel 

important. 
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Photo no 1 

Photo n03 

Photo n05a 

Photo n02 

Photo n04 

Photo n05b 

Photo n06 Photo n07 
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3. Compte mitotique, indice de prolifération et délai de fixation 

Tableau 2 : tumeur numéro 1, prélèvement mis à 4" C avant fixation dans le formol ; nombre de 
cellules marquées pour 1 O00 cellules observées au grossissement 1 O00 en immersion 

Tableau 3 : tumeur numéro 2, prélèvements mis à température ambiante avant fixation dans le 
formol ; nombre de cellules marquées pour 1000 cellules observées au grossissement 1000 en 
immersion 

Tableau 4 : tumeur numéro 3, prélèvements mis à température ambiante avant fixation dans le 
formol ; nombre de cellules marquées pour 1000 cellules observées au grossissement 1000 en 
immersion 

Technique utilisée 
HES : cellules en mitose 
Phosphohistone H3 

MIB- 1 
Ki-67 lapin 
ICBP90 

Délai avant fixation 
12 heures 
15 
16 
494 
489 
688 

6 heures 
16 
20 
497 
481 
667 

24 heures 
9 
18 
492 
497 
702 

3heures 
24 
29 
501 
498 
683 

5 minutes 
29 
3 5 

490 
50 1 
699 

1 heure 
2 8 
3 2 
5 02 
510 
710 
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Tableau 5 : tumeur numéro 3, prélèvements mis à 4" C avant fixation dans le formol ; nombre de 
cellules marquées pour 1000 cellules observées au grossissement 1 O00 en immersion 

Tableau 6: tumeur numéro 4, prélèvements mis à température ambiante avant fixation dans le 
formol ; nombre de cellules marquées pour 1000 cellules observées au grossissement 1000 en 
immersion 

Technique utilisée 
HES :cellules en mitose 
Pliosphohistone H3 
MIB- 1 
Ki-67 lapin 
ICBP90 

Tableau 7 : tumeur numéro 4, prélèvements mis à 4" C avant fixation dans le formol ; nombre de 
cellules marquées pour 1 O00 cellules observées au grossissement 1 O00 en immersion 

Délai avant fixation 

Technique utilisée 
HES cellules en mitose 
Phospliohistone H3 
ICBP90 
MIB- 1 
Ki-67 lapin 

24 heures 
7 
12 

499 
492 
770 

Délai avant fixation 

12 heures 
9 
11 

473 
5 02 
769 

6 heures 
15 
17 

482 
5 02 
778 

24 heures 
12 
14 

84 1 
522 
506 

3 heures 
16 
19 

475 
492 
799 

5 minutes 
2 1 
20 

49 1 
487 
783 

12 heures 
7 (nécrose) 

12 
839 
510 
503 

1 heiire 
22 
20 

489 
476 
784 

6 heures 
16 
17 

827 
502 
487 

3heures 
18 
22 
862 
512 
470 

5 minutes 
21 
20 

783 
49 1 
487 

1 heure 
19 
22 
82 1 
503 
490 
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Tableau 8 : tumeur numéro 5, prélèvements mis à température ambiante avant fixation dans le 
formol ; nombre de cellules marquées pour 1000 cellules observées au grossissement 1000 en 
immersion 

Technique utilisée 
HES : cellules en mitose 
Phosphohistone H3 
ICBP90 
MIB- 1 
Ki-67 lapiil 

Tableau 9 : tumeur numéro 5,  prélèvements mis à 4" C avant fixation dans le formol ; nombre de 
cellules marquées pour 1000 cellules observées au grossissement 1000 en immersion 

1 

Délai avant fixation 

Technique utilisée 
HES cellules en mitose 
Phospholiistoiie H3 
ICBP90 
MIB- 1 
Ki-67 lapin 

Tableau 10 : tumeur numéro 6 ,  prélèvements mis à température ambiante avant fixation dans le 
formol ; nombre de cellules marquées pour 1000 cellules observées au grossissement 1000 en 
immersion 

24 heures 
7 
9 

790 
507 
490 

Délai avant fixation 

Technique utilisée 
HES cellules en mitose 
Pliosplioliistone H3 
ICBP90 
MIB- 1 
Ki-67 lapin 

12 heures 
1 O 
5 

802 
45 1 
479 

6 heures 
13 
9 

819 
5 02 
493 

24 heures 
12 
14 

762 
499 
501 

Délai avant fixation 

3heures 
17 
15 

8 15 
499 
49 1 

5 minutes 
2 8 
2 5 
803 
5 12 
469 

12 heures 
16 
17 

76 1 
488 

, 473 

1 heure 
24 
2 7 
813 
5 04 
485 

6 heures 
17 
15 

777 
493 
480 

24 heures 
7 
3 

784 
484 
509 

3 heures 
19 
18 

78 1 
490 

, 475 

5 minutes 
2 8 
2 5 
803 
512 

, 469 

12 lieures 
6 
4 

767 
5 10 
520 

1 Iieure 
17 
23 
742 
499 
489 

6 heures 
13 
5 

806 
503 
510 

3lieures 
11 
1 O 

770 
499 
489 

5 minutes 
16 
18 

8 18 
581 
532 

1 heure 
13 
1 1  

785 
3 92 
49 1 
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Tableau 11 : tumeur numéro 6, prélèvements mis à 4" C avant fixation dans le formol ; nombre 
de cellules marquées pour 1000 cellules observées au grossissement 1000 en immersion 

Technique utilisée 
HES cellules en mitose 
Pliosphohistone H3 
ICBP90 
MIB- 1 
Ki-67 lapin 

Tableau 12 : tumeur numéro 7, prélèvements mis à température ambiante avant fixation dans le 
formol ; nombre de cellules marquées pour 1000 cellules observées au grossissement 1000 en 
immersion 

Délai avant fixation 

1 HES cellules en mitose 1 12 1 14 9 1 8  9 1 8  1 
Techniaue utilisée 

ICBP90 1 813 1 810 1 813 1 793 1 769 1 731 
MIB- 1 1 541 1 482 1 497 1 503 1 520 1 521 

Délai avant fixation 
5 minutes 1 1 heure 1 3heures 1 6 heures 1 12 heures 1 24 herires 

1 1 1 I I I 

Ki-67 lapin 1 522 1 502 1 505 1 497 1 513 1 508 1 

12 heures 
12 
11 

74 1 
5 04 
510 

5 minutes 
16 
18 

818 
58 1 
532 

Tableau 13 : tumeur numéro 7, prélèvements mis à 4" C avant fixation dans le formol ; nombre 
de cellules marquées pour 1000 cellules observées au grossissement 1000 en immersion 

3heures 
13 
17 

749 
513 
489 

24 heures 
9 
4 

790 
520 
513 

1 heure 
14 
16 

732 
499 
505 

3.1 Le compte mitotique et le délai de fixation 

6 heures 
15 
15 

753 
508 
496 

Le nombre de cellules en mitose diminue lorsqu'il existe un retard à la fixation. Cette 

diminution est plus nette lorsque les tissus sont laissés à température ambiante que lorsqu'ils sont 

conservés à 4" C. Les tissus ayant subi un retard de fixation sont moins facilement analysables du 
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fait d'une autolyse débutante. Les cellules se dissocient et les cytoplasmes se rétractent. Une 

autre observation de notre travail est l'impression d'une modification de représentation des 

phases de mitoses. Les phases tardives et précoces comme la prophase et la télophase semblent 

moins représentées alors que les métaphases semblent plus nombreuses. Existe-t-il une réelle 

modification de répartition des différentes phases de mitose avec plus de phases tardives comme 

décrit par Graem ? 

Evolution indice mitotique à 4°C pour 1000 cellules 

délai avant fixation 

0 4 "  C 

iminimum 

@maximum 

Evolution indice mitotique à 24°C pour 1000 cellules 

minimum 

27,8 

12 

33 

délai avant fixation 

22,4 

13 

25 

O 24°C 
i minimum 

€B maximum 

24°C 

17,5 

9 

2 3 

21,5 

15,3 

8 

2 1 

O 
iminimum 

@maximum 

19,5 

13,3 

7 

2 3 

11,6 

8 

17 

12 

29 

15,8 

7 

28 

13,3 

8 

24 

9,5 7 

5 

18 

5 

15 

5 

9 
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3.2 Les indices de prolijërrntion 

Evolution marquage histone H3 phosphorylée à 4°C 
U) .a; 8 

pour 1000 cellules 
J 2 
0- P m E 
E 2 
ln ln 
2 0 
i 3 - 
8 2 
% 0 O 
E z 
n L g g 

délai avant fixation 

Evolution marquage histone H3 phosphorylée à 24°C pour 
1000 cellules 

délai avant fixation 

iminimum 

@maximum 

minimum 
8 maximum 

14 

35 

8 

32 

11 

2 9 

4 

20 

4 

16 

1 

18 
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Evolution marquage MIB-1 à 4°C pour 1000 cellules 

délai avant fixation 

i minimum 
@ maximum "1 

.- Evolution marquage MIB-1 à 24°C pour 1000 cellules 

1 i minimum 1 
1 t~ maximum 1 

délai avant fixation 

Le Ki-67 clone MIB-1 est un anticorps spécifique d'espèce qui reconnaît les cellules en 

cycle humaine mais ne croise pas avec le tissu murin. Ainsi, dans les tumeurs greffées, les tissus 

environnant et les cellules du stroma murin d'accompagnement (vaisseaux par exemple) ne sont 

pas marqués. Le marquage est réparti de façon homogène au sein des tissus tumoraux viables. 

Dans les plages de nécrose sont retrouvées quelques cellules marquées. Ces cellules tumorales 

sont probablement entrées en cycle cellulaire, puis se sont nécrosées suite à des phénomènes 

hypoxiques. Les cellules contenaient la protéine Ki-67 qui ne s'est pas dégradée. 

Avec le retard de fixation, aussi bien pour les tissus conservés à 4" C que pour les ceux 

laissés à la température du laboratoire, nous avons remarqué une stabilité remarquable du 

marquage des cellules en cycle. Même dans la situation la plus délabrante pour les tissus, c'est-à- 
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dire avec un retard de fixation de 24 heures pour une pièce laissée à température ambiante, le 

nombre de cellules marquées par le MIB-1 reste stable. Après un retard à la fixation, le signal est 

légèrement modifié, toujours nucléaire, mais hétérogène au sein du noyau avec des 

renforcements ponctiformes, restant cependant facilement interprétables. 

L'antigène recherché, la protéine Ki-67, est donc épitope stable et résistant aux 

phénomènes précoces d'autolyse. 

Evolution du marquage Ki-67 de lapin à 4°C pour 1000 cellules 

Evolution marquage avec Ki-67 de lapin 24°C pour 1000 

$ 3  
.a .a 1 O00 
g TJ. 
% E 800 
E Q 
UJ UI 
2 2 600 
2 2 M minimum 
z 5 
O 0 400 e maximum 
a O 
-0 O 

O 200 L - 
.O L 

E 2 O 
E Q 

cellules 

A 

0 4 "  C 

rminimum 

@maximum 

minimum 

43 maximum 

délai avant fixation 

délai avant fixation 

481 

469 

532 

472 

388 

505 

468 

390 

505 

467 

359 

497 

481 

373 

510 

482 

385 

513 
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De même, le marquage par l'anticorps Ki-67 monoclonal de lapin est d'une remarquable 

stabilité malgré un retard à la fixation. Du fait de sa fabrication chez le lapin, il donne un 

marquage précis, sans accrochage sur la nécrose ni sur les immunoglobulines tissulaires. Le 

signal nucléaire est constant et marque également des cellules au sein des plages de nécrose. 

Il a l'avantage, par rapport au MIB-1, de reconnaître les tissus murins. Ainsi, les cellules 

endothéliales en cycle sont également marquées. 

L 
Evolution marquage avec ICBPSO à 4°C pour 1000 cellules 

J 
O 
P 

A nnn 8 3 
*a 
J 'C! 
0- a 
% E 
E O 
ln 
2 8 
.2 s - - 
8 a 
% g 
F! z 
n 

5 
c 

1 a minimum 1 

délai avant fixation 

Evolution marquage avec ICBPSO à 24°C pour 1000 cellules 
L 
8 
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V) a ul 
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L'ICBP90 reconnaît les cellules en cycle humaines et murines. Grâce à l'utilisation de 

l'anticorps IgGl comme anticorps secondaire, le bruit de fond est peu présent. 

Cet anticorps donne un marquage nucléaire homogène, vaporeux du noyau, inhomogène 

d'une cellule à l'autre. L'antigène est exprimé en quantité variable pendant le cycle, d'où un 

marquage plus ou moins prononcé en fonction de sa quantité. 

Il reconnaît bien plus de cellules en cycle que le Ki-67. Le pourcentage de cellules 

marquées pour une même tumeur est beaucoup plus élevé (estimé à 70 % dans les tumeurs de 

notre travail). A sein des plages de nécrose, il existe un faible marquage dans les tissus avec très 

peu de retard de fixation (1 heure et 3 heures à 4" C). Au-delà de ce retard, il n'existe plus de 

signal dans les plages de nécrose. Il semble donc que l'antigène recherché soit dégradé 

précocement dans les plages de nécrose. 

Le retard de fixation des tissus influence peu le signal qui reste stable mais parfois plus 

délicat à interpréter car plus ou moins prononcé et donc difficile à distinguer d'un accrochage 

non spécifique. En revanche, pour les tissus conservés à 4" C, le marquage est de bonne qualité. 

L'anticorps anti phosphohistone H3 donne un signal au niveau marquage de l'ADN 

nucléaire des cellules en mitoses. Des cellules en prophase précoce ont un signal ponctiforme 

nucléaire correspondant vraisemblablement à une phosphorylation débutante des histones. 

Cet anticorps, non spécifique d'espèce, reconnaît les cellules en mitoses humaines et 

murines. Il donne un marquage net et dépourvu de phénomène d'accrochage. La contre 

coloration légère permet de distinguer les cellules tumorales humaines des cellules murines de 

petite taille. Il peut parfois sembler manquer un signal sur des cellules en télophase ou en 

anaphase tardive. Cependant, après une observation en immersion et en faisant varier la mise au 

point, il s'avère toujours exister un signal de faible intensité. 

Les plages de nécrose sont totalement dépourvues de marquage. Il s'agit donc 

véritablement d'un marquage des cellules viables en mitose. 

Dans certains tissus fixés précocement, on retrouve un signal plus important que le 

comptage des mitoses en HES. Certaines cellules en phase précoce de mitose (début de prophase) 

ne sont donc pas reconnaissables en HES mais déjà repérables en immunohistochimie. 

Le retard de fixation a une influence sur ce signal. Pour les tissus conservés à 4" C 

comme à température ambiante, on retrouve une diminution nette du signal après 24 heures de 

retard de fixation. Cette diminution est parallèle à la diminution du comptage des mitoses en 

HES. La phosphorylation des histones semble donc un phénomène biochimique fragile, sensible 

aux phénomènes précoces de dégradation tissulaire dus au retard de fixation. Il est probable que 



Troisième partie : résultats 

les histones M3 se déphosphorylent et que par conséquent, 19épitope est modifié et le signal 

disparaît. 



Planche n04 

Photo nO1 : glioblastome humain greffé chez une souris nude. Coloration en HES 

(x400). 

Photo n02 : Etude IHC avec l'anticorps ICBP90 sur tissu fixé après 1 heure (x400) 

Photo n03 : Etude IHC avec l'anticorps MIB-1 sur tissu fixé immédiatement 

(x400) 

Photo n04 : Etude IHC avec l'anticorps histone H3 phosphorylée sur tissu fixé 

immédiatement (x400). 

Photo n05 : Etude IHC avec l'anticorps MIB-1 sur tissu fixé après 24 heures, 

laissé à température ambiante (x400) 

Photo n06 : Etude IHC avec l'anticorps histone H3 phosphorylée sur tissu fixé 

aprés 24 heures, laissé à température ambiante (x400) 

Photo n07 : Etude IHC avec l'anticorps MIB-1 dans les zones nécrosées (x400) 

Détection de la protéine dans les cellules hypoxiques et dans les plages de 

nécrose. 

Photo n08 : Etude IHC avec l'anticorps histone H3 phosphorylée dans les zones 

nécrosées (x400) 

Absence de détection dans les cellules hypoxiques et dans les plages de 

nécrose. 
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1. Les signaux non souhaités en immunohistochimie après utilisation 

d'anticorps monoclonaux sur des coupes de tissus de souris 

La signification des colorations non souhaitées, retrouvées dans notre travail, n'est pas 

univoque. Pour certaines d'entre elles, il s'agit d'un « bruit de fond » identique dans ses modes 

de production à ceux observés en pathologie humaine. Ces derniers résultent : 1) de l'accrochage 

« non spécifique » de réactifs lorsque ces derniers sont utilisés à des concentrations trop 

élevées, 2) d'une activité peroxydasique (ou pseudoactivité peroxydasique lorsque l'oxydation 

du substrat n'est pas d'origine enzymatique comme c'est le cas par exemple des globules 

rouges), non ou imparfaitement bloquée, 3) d'une réaction spécifique développée entre la 

biotine endogène et la streptavidine, un des constituant du système de révélation, 4) de réactions 

croisées. Les activités peroxydasique et pseudoperoxydasique sont bloquées, dans le cas des 

coupes de tissus inclus dans de la paraffine par une incubation des sections de 15 minutes dans 

une solution de peroxyde d'hydrogène à 6 % dans de l'eau distillée. La répartition de la biotine 

endogène dans les tissus de souris est identique à celle des tissus humains. Cette vitamine, du 

fait de sa localisation préférentiellement mitochondriale, est plus abondante dans les cellules 

riches en cet organite, à savoir le sébocyte, l'adipocyte multivacuolaire de la graisse brune, 

l'hépatocyte, les cellules épithéliales du tube contourné rénal, etc. Le contenu en biotine des 

deux derniers types cellulaires est curieusement très inférieur à celui des mêmes types 

cellulaires chez l'homme. Nous n'avons pas d'explication à proposer à ce fait d'observation. 

Enfin, la seule réaction croisée que nous ayons observé est un marquage de l'acrosome des 

cellules de la lignée spermatocytaire après utilisation de l'antisérum anti IgG (H+L) de souris 

préparé chez le lapin. Les différents contrôles pratiqués démontrent que ce signal n'est pas lié à 

la biotine ou à une activité oxydasique. Il ne peut s'agir d'immunoglobulines, la barrière 

hémato testiculaire ne permettant pas la diffusion de ces protéines dans la lumière des tubes. La 

nature de l'antigène détecté est inconnue. 

Dans notre travail, le signal non souhaité le plus gênant est lié à la présence 

d'immunoglobulines dans la lumière des vaisseaux, la matrice extracellulaire, le cytoplasme des 

plasmocytes, celui des macrophages et des cellules des épithéliums muqueux et, enfin, au 

niveau de la membrane plasmique des lymphocytes B. 
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Les localisations plasmocytaires et intra vasculaires sont attendues. En revanche, de 

nombreux contrôles ont été nécessaires avant d'admettre que la coloration des cytoplasmes des 

macrophages alvéolaires est liée à l'internalisation d'immunoglobulines exsudées dans les 

lumières alvéolaires. 

La concentration des immunoglobulines interstitielles varie d'un tissu à l'autre, les 

concentrations les plus élevées étant observées au niveau du derme, de la lamina propria 

intestinale et de l'interstitium rénal. A l'opposé, et ce n'est pas une surprise, nous n'avons pas 

détecté d'immunoglobulines extravasculaires au niveau du neuropile encéphalique. 

En pathologie humaine, en dehors des réactions inflammatoires, la présence 

d9immunoglobulines dans les espaces interstitiels, est rarement décrite. Il est probable que les 

signaux résultant de leur présence sont interprétés comme provenant d'un accrochage non 

spécifique, secondaire à l'emploi de concentrations trop élevées d'un ou de plusieurs éléments 

de la réaction immuno histologique. La perméabilité de la paroi de petits vaisseaux aux 

protéines et, de ce fait, aux immunoglobulines est un fait connu des physiologistes. La quantité 

et la nature des protéines qui diffusent à travers les parois sont variables d'un territoire à l'autre 

en fonction des caractéristiques structurales de ces dernières (capillaires continus, fenêtrés, etc) 

mais également en fonction des caractéristiques fonctionnelles de la micro circulation. La 

diffusion dépend également de la masse moléculaire des protéines, l'albumine diffusant plus 

aisément que les IgG et ces dernières que le fibrinogène. 

La quantité totale des protéines présentes dans les 12 litres de liquide de l'ensemble du 

secteur interstitiel chez l'homme serait supérieure à celle des protéines totales du sang. Les IgG 

seraient distribuées de façon égale entre les secteurs intra- et extra-vasculaire, les IgM 

principalement dans le secteur vasculaire. L'adsorption des immunoglobulines à la surface des 

cellules sanguines circulantes, des cellules endothéliales ou épithéliales peut gêner 

considérablement la détection des antigènes de membrane. 

Dans notre travail, nous avons démontré la diffusion des immunoglobulines dans le 

cytoplasme des cellules tumorales ischémiques. La coloration des cellules en souffrance peut 

être faussement interprétée comme spécifique lors de la détection d'antigènes cytoplasmiques. 

Les marquages, cependant, sont diffus, non granulaires, ce qui doit attirer l'attention. La 

diffusion des immunoglobulines à travers la membrane plasmique est probablement passive. De 

tels faits sont connus en pathologie humaine et notamment dans les lymphomes. Ils peuvent 
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conduire à des erreurs de diagnostic, par exemple, à considérer faussement, sur l'observation du 

caractère polytypique d'un infiltrat, des lymphomes malins comme des pseudo lymphomes. 

Comme attendu, les marquages non souhaités sont moins intenses après fixation au 

formol et inclusion dans de la paraffine que pour les coupes de tissus congelés, post fixées ou 

non, à l'exception toutefois de celles traitées par les vapeurs de formaldéhyde. 

Dans ce dernier cas, il est probable que la faible intensité du signal n'est pas liée à une 

perte des immunoglobulines pendant la technique mais à un masquage des sites antigéniques 

par une fixation formolique comparativement plus intense que celle obtenue en milieu liquide. 

Les différences d'intensité de coloration en fonction du mode de prise en charge des coupes de 

tissus congelés, la post fixation en vapeur de formaldéhyde étant exclue, sont, en revanche, 

attendues. 

En effet, le séchage des coupes induit une coagulation des protéines entraînant 1) une 

perte moindre par diffusion de ces dernières au cours des étapes suivantes de la technique, 

réalisées en milieu liquide, 2) l'observation de colorations grossièrement granulaires 

correspondant à la formation d'agrégats d'immunoglobulines lors du séchage. Enfin, les coupes 

de tissus séchés adhérent mieux au verre que celles directement fixées en milieu liquide. Dans 

ces cas, la fraction de la surface des cellules ou des fibres conjonctives au contact des réactifs 

immunologiques est proportionnellement moindre qu'après fixation immédiate en milieu 

liquide. La quantité d'immunoglobulines adsorbées accessibles aux réactifs immunologiques est 

donc plus faible. Il convient enfin de remarquer que le mode de post fixation peut apparemment 

influer sur la localisation des antigènes. Ainsi, les immunoglobulines sont observées dans le 

mésangium des glomérules dans les coupes séchées puis fixées dans le formol, alors qu'elles 

sont adsorbées à la surface des cellules endothéliales après fixation immédiate dans le formol. 

Les signaux liés aux activités peroxydasique et pseudo peroxydasique sont inhibés en 

grande partie ou totalement grâce à l'eau oxygénée, pour les coupes en paraffine. Pour la 

biotine endogène, les méthodes faisant appel au micro polymère de peroxydase lié à l'anticorps 

secondaire ont démontre de bons résultats, la détection de l'anticorps primaire étant 

sensiblement identique à celle obtenue lors d'un montage classique. 

Les signaux non voulus, liés à la présence d'immunoglobulines, ne sont observés que 

lorsque la deuxiéme étape du montage immunohistochimique comporte un anticorps dirigé 

contre les immunoglobulines de souris. Ils ne sont donc pas rencontrés avec les anticorps 

polyclonaux ou monoclonaux fabriqués chez le lapin. Au laboratoire, des anticorps polyclonaux 

de lapins, spécifiques d'espèce, dirigés contre les collagènes 1, III et IV murins et d'autres non 
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spécifiques d'espèce dirigés contre des marqueurs tumoraux telles que la protéine SlOO et la 

protéine gliale fibrillaire sont utilisés avec succès sans bruit de fond. Les anticorps polyclonaux 

commercialisés pouvant reconnaître les antigènes des tissus humains greffés chez la souris nude 

ou spécifiquement dirigés contre des antigènes murins ne sont pas nombreux. 

Les anticorps monoclonaux de lapin constituent, pour l'immunohistochimie chez Ia souris, une 

révolution, mais peu sont encore commercialisés. Dans ce travail, les immunomarquages 

obtenus avec l'anticorps monoclonal de lapin dirigé contre la protéine Ki-67 humaine sont 

excellents, sans le moindre bruit de fond. 

Des résultats de même qualité peuvent être obtenus avec des anticorps monoclonaux 

porteurs d'une marque, telle la fluorescéine, détectable par voie immunologique. Les anticorps 

primaires ainsi modifiés sont commercialisés pour la cytométrie de flux et utilisés dans des 

techniques ne comportant habituellement qu'une seule étape. Nous avons utilisé, au laboratoire, 

un anticorps monoclonal dirigé contre la bromodésoxyrudine, un analogue nucléosidique 

incorporé dans les cellules en voie de synthèse d'ADN, pour apprécier la fraction de croissance 

de tumeurs greffées chez la souris athymique. Les résultats obtenus étaient également 

excellents. Les anticorps primaires marqués commercialisés ne sont cependant pas légion et le 

marquage par voie chimique de ces derniers n'est pas aisé lorsque l'on n'en dispose que de 

petites quantités. 

Dans de nombreux cas, l'utilisation d'anticorps monoclonaux de souris comme 

anticorps primaire ne peut donc être évitée. Différents procédés pour limiter le bruit de fond 

peuvent être utilisés. 

Quelque temps avant la réalisation de notre travail avait été testée au laboratoire une 

méthode basée sur l'hydrolyse enzymatique différentielle des immunoglobulines, respectant les 

antigènes cibles. Cette technique fait appel à des enzymes, telles la pepsine ou la papaïne, pour 

fragmenter les immunoglobulines in vitro. Plusieurs tentatives ont ainsi été réalisées sur des 

coupes de tissus fixés au formol et inclus dans de la paraffine. La réduction du bruit de fond 

obtenue n'a jamais été satisfaisante, que les coupes aient ou non fait l'objet d'une inversion de 

la fixation formolique. Ce procédé a donc été abandonné. Il ne peut, par ailleurs, être pratiqué 

sur les coupes à congélation, ces dernières étant rapidement détruites par l'hydrolyse 

enzymatique. 
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Dans notre travail, nous avons tout d'abord tenter de bloquer les sites de liaisons des 

immunoglobulines extra vasculaires aux anticorps secondaires par une pré-incubation des 

coupes dans une solution de fragments Fab et Fc d'un anticorps anti Ig (H+L) de souris non 

marqué. Dès 1987, Nielsen et al (27)avaient rapporté, lors de l'utilisation sur des tissus humains 

dYIgM humaines comme anticorps primaire, une réduction du bruit de fond lié aux 

immunoglobulines par une pré incubation des coupes avec des fragments Fab d'un anticorps de 

lapin anti IgM humain non marqué. Pour ces auteurs, le gain serait moins net dans le cas d'un 

blocage du bruit de fond avec le couple fragments Fab d'un anticorps anti IgG humaines 

/anticorps primaire de classe IgG, fabriqué chez l'homme. La différence de bruit de fond entre 

ces deux situations pourrait s'expliquer par une concentration beaucoup plus élevée des IgG que 

des IgM dans la matrice extracellulaire. La méthode a récemment été reprise par Qi L Lu et al 

en 1998 (24) pour la détection de la dystrophine une protéine membranaire, par un anticorps 

monoclonal de souris, dans un modèle murin de maladie de Duchenne. Ces auteurs rapportent 

des résultats satisfaisants et suggèrent d'ajouter, à la solution de fragments Fab, une petite 

quantité de fragments Fc pour limiter les bruits de fond sur les coupes à congélation, souvent 

associés, liés à la présence des récepteurs Fc à la surface des macrophages. Dans notre travail, 

nous avons utilisé les fragments Fab et Fc non purifiés d'un antisérum de lapin dirigé contre les 

immunoglobulines IgG (H+L) de souris, complètement digéré par la papaïne. La diminution du 

bruit de fond lié aux immunoglobulines s'est révélée nette mais incomplète. 

Entre nos mains, l'utilisation de complexes solubles formés in vitro entre l'anticorps 

primaire monoclonal de souris d'intérêt et un anticorps secondaire modifié par ajout d'une 

marque fluorescente de biotine ou d'une enzyme, s'est révélée la méthode la plus efficace. 

L'anticorps secondaire utilisé dans ce cas peut être :1) un anti IgG (H+L) ou un anti IgGl 

complet, 2) les fragments Fab, purifiés par affinité, d'un antisérum dirigé contre l'extrémité Fc 

des IgG1. Cette dernière solution est théoriquement la meilleure du fait de la monovalence des 

réactifs. Dans notre travail, nous avons testé les deux méthodes avec des résultats sensiblement 

équivalents et dans l'ensemble excellents, le bruit de fond lié aux immunoglobulines étant 

totalement éliminé. Les seuls inconvénients sont une certaine variabilité des résultats et la durée 

de vie limité des complexes qui doivent être utilisés aussi rapidement que possible après leur 

formation. 
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La dernière méthode consiste à utiliser un anticorps secondaire spécifique d'une sous 

classe d'immunoglobuline qui ne contribue qu'à une fraction des immunoglobulines circulantes 

et interstitielles totales. Les anticorps monoclonaux de souris sont, dans leur très grande 

majorité, des IgG1. Ces dernières ne contribuent, chez la souris normale, que pour un 

cinquième au total des immunoglobulines circulantes. Ces valeurs sont encore plus basses chez 

la souris athymique qui est connue pour avoir des taux sériques d'IgM relativement élevés, les 

autres classes et sous classes d'immunoglobulines étant présentes à des concentrations 

anormalement basses. L'anticorps anti IgGl est préparé de sorte à être spécifique de la chaîne 

lourde y 1, ce qui élimine tout réaction croisée avec les chaînes légères des autres 

immunoglobulines. Avec ce montage, les signaux liés à la présence d'immunoglobulines intra 

vasculaires, interstitielles, membranaires ou cytoplasmiques, ne sont pas totalement éliminés. 

Cependant, l'intensité des colorations parasites est suffisamment faible pour ne pas interférer, 

dans l'immense majorité des cas, avec l'interprétation des colorations spécifiques. 

Au total, nous utilisons en routine cette dernière méthode et réservons celle fondée sur 

la formation de complexes in vitro à des cas particuliers. 

2. Effet du délai de fixation sur les indices mitotiques et de 

prolifération 

De nombreuses méthodes sont utilisées en pathologie humaine pour estimer la fraction 

des cellules en cycle, qu'ils s'agissent des très discutés comptes et indices mitotiques, ou des 

indices de prolifération mesurés par mise en évidence de protéines exprimées par les seules 

cellules en voie de division. Dans la mesure où l'appréciation des effets sur la cinétique 

cellulaire est essentielle à la compréhension des mécanismes d'action de différents schémas 

thérapeutiques, et parce que l'axe de recherche du laboratoire a trait au développement de 

modèles animaux pré cliniques de cancers et à leur exploitation pour tester de nouveaux 

schémas thérapeutiques, nous avons cherché à déterminer la méthode la plus aisée et la plus 

reproductible pour estimer ce paramètre dans le cas des modèles de cancers obtenus par greffe 

de tumeurs humaines chez la souris athymique. Dans ce domaine, il convient de préciser que les 

résultats acquis chez l'homme ne sont pas forcément applicables aux modèles expérimentaux 

notamment du fait d'importantes différences de la valeur des indices de prolifération, ces 
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derniers étant en règle beaucoup plus élevés dans les tumeurs des modèles animaux que dans les 

tumeurs d'origine chez l'homme. 

Des discussions existent depuis longtemps sur les facteurs de variations de l'indice 

mitotique et des indices de prolifération. Quels sont les facteurs pouvant influencer l'indice 

mitotique ou les marqueurs immunohistochimiques de prolifération ? 

Pour de nombreux auteurs (10)(15)(37), la diminution de l'indice mitotique suite à un 

retard de fixation est un fait indéniable. Pour d'autresY(3)(4),il ne s'agit que d'une mauvaise 

reconnaissance des cellules en division du fait de l'autolyse débutante, l'analyse par cytométrie 

de flux retrouvant une quantité de cellules en phase M identique, quel que soit le retard de 

fixation. 

Selon Donjuisen (IO), le type de tumeur de départ ainsi que l'indice mitotique de départ 

sont des facteurs influençant les répercussions d'un retard de fixation. S'il s'agit d'un tissu 

pauvre en mitoses, la diminution de celles-ci, suite au retard de fixation, sera moins importante 

que pour une tumeur riche en mitoses. Cependant, au sein d'une tumeur, il existe une grande 

hétérogénéité des zones proliférantes. Les mitoses sont plus nombreuses en périphérie des 

tumeurs et à distance des plages de nécrose. Certains auteurs considèrent l'indice mitotique 

comme difficilement reproductible (30)(40). Les difficultés principales résultent 1) de la 

tumeur, du fait de son hétérogénéité, de son aspect, des variations de densité cellulaire pour un 

champ donné 2) de l'observateur pour qui une image douteuse sera interprétée comme une 

mitose dans un cas ou comme une cellule apoptotique par un autre. Les phases précoces de la 

mitose sont également difficiles à discerner. 

Dans ce travail, en plus de l'indice mitotique, quatre autres indices de prolifération, 

fondés sur la détection de protéines associées au cycle cellulaire, ont été comparés. 

Celui obtenu après mise en évidence de 1'ICBP 90, une protéine impliquée dans la 

régulation du gène de la topoisomérase II a (38), s'est révélé le moins intéressant. Le 

pourcentage des cellules en cycle détectées avec cet anticorps est, en effet, très élevé, ce qui ne 

facilite pas le comptage. Ce fait, négatif dans les modèles animaux, constituerait un avantage en 

pathologie humaine dans le cas de tumeurs dont l'indice serait peu élevé et de variations de 

faible amplitude de ce dernier avec le grade tumoral, comme les tumeurs musculaires lisses 

utérines par exemple. Le fait, par ailleurs que le niveau d'expression de la molécule puisse être 

anormalement élevé dans certains cancers (sein, prostate, colon), a constitué un autre argument 
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pour ne pas le retenir. Ce dernier argument joue également pour PCNA que nous n'avons pas 

testé. 

L'histone H3 constitue une des protéines nucléosomales. Son extrémité N terminale 

est sujette à de nombreuses modifications (acétylation, phosphorylation, méthylation et 

ubiquitinylation) nécessaires au maintien de plusieurs structures et fonctions chromatiniennes. 

La phosphorylation de l'histone H3, qui se réalise sur les résidus sérine 10 et 28, est 

intimement liée à la mitose. Pour Hirata et al (18), la réactivité de l'anticorps HTA28 que 

nous avons utilisé dans notre travail est maintenue tout au long de la mitose, de la prophase à 

la télophase. Les résultats de Goto et al (14) en culture de cellules ne concordent pas avec ces 

données, l'immunoréactivité de cet anticorps pour ces auteurs diminue au début de l'anaphase 

pour disparaître totalement à la fin de l'anaphase. Ces divergences proviennent probablement 

de différences dans les techniques de mise en évidence de la protéine (fixation, montage 

immunohistochimique, etc). Cet anticorps a l'avantage de reconnaître les histones H3 

phosphorylées de tous les tissus de mammifères. Son implication dans le diagnostic fait 

l'objet d'études récentes : Ribalta (32) décrit son utilité 2004 dans le grading des 

méningiomes. Dans notre travail, le comptage des cellules en mitose, dans ces conditions, est 

plus aisé qu'après une simple coloration à l'hématoxyline éosine. Dans la mesure où un plus 

grand nombre de phases de la mitose sont comptés, les indices obtenus par cette méthode sont 

un peu supérieurs aux indices mitotiques classiques. Cependant, dans la mesure où cet indice 

est sensible à l'ischémie (voir ci-dessous), nous ne l'avons pas retenu pour son utilisation en 

routine dans la mesure où nous ne sommes pas maître du délai de fixation des tissus. En 

revanche, son utilisation sur des tissus murins dans le domaine de la recherche est 

intéressante. 

De nombreux facteurs peuvent influencer les résultats des études de cinétique 

tumorale, que cette dernière soit appréciée par la mesure de l'indice mitotique ou de ceux 

établis après mise en évidence immunohistochimique de protéines exprimées spécifiquement 

par les cellules en cycle. Citons, par exemple, l'influence possible sur ces mesures du délai de 

fixation et la durée de cette dernière. Ce dernier paramètre est aisé à expliquer, tout au moins 

dans le cas de la fixation formolique puisque la formation de conjugués du formaldéhyde aux 

protéines et la réticulation de ces dernières ne se développent que progressivement. La 

standardisation des conditions de fixation est essentielle à la validité de l'interprétation des 

résultats des études cinétiques réalisées à partir de tissus fixés. L'appréciation des 
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conséquences du délai de fixation sur les différents indices comporte des divergences. 

Idéalement, les tissus devraient être fixés, in situ, chez l'individu vivant, par congélation ou 

injection intravasculaire d'un fixateur liquide. Ceci n'est bien sûr possible que dans le cadre 

de l'expérimentation animale. Dans toutes les autres circonstances, une ischémie se développe 

dès les premières secondes après le prélèvement, voire même pendant l'intervention 

chirurgicale elle-même. L'ischémie et ses conséquences sont à l'origine de modifications 

complexes de la composition des tissus associant des variations du métabolisme cellulaire, la 

dénaturation et la dégradation des macromolécules, des variations d'expression du génome 

(réaction de stress cellulaire, activation des cascades moléculaires conduisant à l'apoptose, 

variations d'expression des antigènes de classe 1 et II du complexe majeur 

d'histocompatibilité, etc). C'est ainsi qu'il a été observé que 30 minutes d'ischémie sont 

suffisantes pour fragmenter l'ADN et que des variations significatives de concentration de 

certains ARNm sont observées dès la 20""~ minute. Dans notre travail, la diminution de 

I'indice mitotique est un fait indéniable. En cela nos résultats sont en accord avec ceux de 

Donjhuijen (10)' Graem (15) et Start (37). Il est difficile de dire si cette diminution résulte de 

l'achèvement de la mitose des cellules en cycle sans entrée de nouvelles cellules en division, 

ou n'est qu'apparente du fait de la reconnaissance plus difficile de figures de mitose 

partiellement autolysées. Les données acquises dans notre travail ne permettent pas de 

trancher. 

L'indice de prolifération calculé après mise en évidence de l'histone H3 phosphorylée 

chute également de façon très nette quand la fixation est retardée et la baisse de l'indice est 

d'autant plus importante que le délai est plus long. Il convient également de remarquer que 

peu de mitoses sont détectables immunohistochimiquement dans les territoires tumoraux 

apoptiques à l'aide de cet anticorps, alors que dans ces mêmes territoires, les cellules colorées 

avec les anticorps dirigés contre la protéine nucléaire Ki-67 sont beaucoup plus nombreuses. 

Cette sensibilité épitopique à l'ischémie pourrait s'expliquer par la facilité avec laquelle la 

protéine est déphosphorylée. 

La protéine Ki-67 est, aujourd'hui, le marqueur de prolifération le plus utilisé en 

pathologie humaine. Il s'agit d'une protéine nucléaire, non histone, exprimée par les cellules 

pendant les phases G1, S et G2 dont la ou les fonctions sont, à ce jour, inconnues. Dans notre 

travail, nous avons utilisé deux anticorps pour sa mise en évidence, à savoir le très classique 

MIB-1, un anticorps spécifique d'espèce, permettant donc la détection spécifique des cellules 

tumorales humaines en cycle dans les greffons e,t d'autre part, un anticorps monoclonal de 

lapin, non spécifique d'espèce, permettant, en plus des cellules tumorales en cycle, 
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d'objectiver celles du stroma en division. Dans notre travail, la détection de cette protéine 

s'est révélée être un indice de prolifération aisé à mesurer, stable à l'ischémie et indépendant 

du délai de fixation. La qualité des immunomarquages est indépendante de l'anticorps utilisé. 

L'anticorps monoclonal de lapin, outre sa facilité d'utilisation, permet l'étude de la 

cinétique de prolifération du stroma murin ce qui n'est pas possibIe avec l'anticorps MIB-1. 

Au terme de ce travail, ce sont ces deux anticorps que nous avons choisis d'utiliser pour 

l'analyse de nos modèles. 



CONCLUSION 



Les signaux non désirés en immunohistochimie sur les tissus de souris sont variables 

selon les techniques immunohistochimiques utilisées. Lorsque l'anticorps primaire est un 

anticorps monoclonal de souris, les signaux les plus gênant sont liés aux immunoglobulines 

endogènes, reconnues par l'anticorps secondaire. Ces dernières peuvent gêner la détection 

d'antigènes de membrane lorsqu'elles sont adsorbées aux surfaces cellulaires. Leur diffusion à 

travers les membranes plasmiques de cellules en souffrance peut conduire à un marquage 

artéfactuel cytoplasmique et /ou nucléaire. 

La méthode la plus simple pour limiter le bruit de fond lié aux immunoglobulines 

endogènes consiste, dans le cas où l'anticorps primaire est une IgGl de souris, à utiliser une 

anti IgGl spécifique de l'extrémité Fc de la chaîne y 1. Avec cette méthode, le signal 

spécifique est le plus souvent intense et le bruit de fond discret. Les étapes de la technique 

sont identiques à celles utilisées en routine. Une absence complète de bruit de fond, sans 

diminution d'intensité du signal spécifique, peut être obtenue avec les complexes anticorps 

primaire/anticorps secondaire préformés. La technique est plus consommatrice de temps que 

la précédente et les complexes instables doivent être utilisés rapidement après leur formation. 

Il pourrait être intéressant de tester des complexes formés entre un anticorps monocloilal de 

souris et un anticorps secondaire conjugué à un micropolymère de peroxydase. Dans ce cas, le 

signal spécifique devrait être plus intense qu'avec les techniques précédentes et, dans le même 

temps, le bruit de fond lié à la présence de biotine endogène absent. 

Lors de l'application de ces méthodes sur des tumeurs greffées chez l'animal pour 

l'étude des indices de prolifération, et grâce à l'absence d'accrochage nucléaire avec les 

techniques précédemment décrites, il résulte de notre travail que les marqueurs les plus 

facilement interprétables et ne subissant pas les effets de l'ischémie tissulaire sont les anticorps 

MIB-1 et Ki-67 monoclonal de lapin. La détection de cette protéine est indépendante du retard 

de fixation. Ces résultats sont sans conséquence pratique dans le domaine de l'expérimentation 

animale, mais d'une grande importance en pratique courante où les délais de prise en charge 

des tumeurs sont souvent incontrôlables. 
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ANNEXES 

HISTOCHIMIE 

"HEMATOXYLINE - EOSINE - SAFRAN 

solutions 

-Hématoxyline : 

Hematoxyline stabilisée SPECI (réf 00911) diluée au 113 dans une solution diluante (eau 

distillée 1 OOOmL, Alun potassique 1 OOg, PROLABO ref 2 1 1 10 296) 

-Alcool chlorhydrique : Ethanol 100" 2000 mL 

Eau distillée 2000 mL 

Acide chlorhydrique 10 mL 

-Eosine : 

Solution aqueuse d'érythrosine à 1 % (erythrosine B réf. 1.15936, Merck). 

Acidifier par quelques gouttes d'acide acétique avant utilisation. 

-Safran : 

Solution alcoolique de safran à 1% 

Faire sécher log de safran à 56" pendant 24 heures (Safran, ref. 1 1507736, Labonord). 

Réduire le safran en poudre et ajouter 1 O00 mL d'éthanol absolu. 

Laisser infuser à l'étuve plusieurs jours. 

Protocole : 

Hématoxyline 

Eau distillée 

Alcool chlorhydrique 

Eau distillée 

Eosine 

Eau distillée 

Alcool 95" 

Alcool absolu 

Safran 

Alcool absolu 

Toluène 

Monter à 1'Eukitt 

6 minutes 

3 secondes 

5 minutes 

3 minutes 

3 minutes 

3 minutes 

5 minutes 

5 minutes 

5 minutes 
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IMMUNOHISTOCHIMIE 

*Diluants pour anticorps primaires 

0,30 g d'azide de sodium 

O '18 g de N-ethyl-maléimide 

60 mL de glycérol 

9,9 mL de sérum albumine bovine à 30% non cristallisée 

tampon PBS sans tween QSP 300 mL 

*Tampon citrate pH 6,O 

36 mL d'acide citrique à 2 1 ,O1 g/L 

164 mL de citrate de sodium à 29,4 1 g/L 

eau distillée QSP 2 L 

*Tampon PBS-Tween 

Tampon phosphate 100mM pH 7,4 

NaCl 150 mM 

Tween 20 0,1% (v/v) 

*Tampon d'équilibration pH 9,4 

Tris-HC1 1M pH 7,6 (100 mL) 

NaCl 5M (20 mL) 

MgC12 1M (50 mL) (Laboratoire de Mr Nabet) 

Eau biologie moléculaire (50 mL) 

Ajuster le pH à 9,4 

*tampon d'éléctrophorèse 

Tris 6,06g (0,05 M) 

Glycine 28,858 (0,384 M) 

SDS 20% 5m1(0,1%) 

Eau QSP 11 
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*tampon de transfert 

Tris 6 ,06g (25mM) 

Glycine 28,858 (192 mM) 

Méthanol 400mL (20%) 

Eau QSP 2L, 

*rouge Ponceau 

Ponceau S 2g 

Acide trichloroacétique 30g 

Eau distillée QSP 1L 

*solution de saturation 

Dans IL de TBST l x ,  ajouter 50g de lait écrémé en poudre 

Faire des aliquots de 40 mL et congeler à -20°C. 

* Kit de coloration NovaRED (Vector, Burlingame, CA, USA) 

La solution est préparée extemporanément et comprend : 

5 mL d'eau distillée 

3 gouttes de réactif 1 ; bien mélanger 

2 gouttes de réactif 2 ; bien mélanger 

2 gouttes de réactif 3 ; bien mélanger 

2 gouttes de la solution de peroxyde d'hydrogène 

La solution est déposée sur la lame. Attendre 4 à 5 minutes puis rincer à l'eau courante 

*Kit Zénon (Z 25052, Molecular Probes, commercialisé par Interchim, Montluçon, France) 

• La solution est préparée extemporanément et comprend 

Une solution A : constituée de fragments Fab biotinylés dYIgG1 anti souris 

Une solution B : constituée dYIgG de souris non spécifique 

8 Protocole 

Mélanger 5pL de la solution A avec 1 pg d'anticorps primaire 

Laisser 5 minutes à la température du laboratoire 

Ajouter ensuite 5 pL de la solution B 
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Bien mélanger et laisser 5 minutes à la température du laboratoire 

Utiliser la solution finale dans les 30 minutes suivantes pour incuber les coupes 

Poursuivre avec les étapes faisant suite à l'anticorps secondaire. 



ANTICORPS PRIMAIRES ANTICORPS SECONDAIRES UTILISES 

Ki-67 clone MIB-1 (Dako) 
Anticorps monoclonal de souris isotype IgGl 
1/4OOe 

Anticorps anti souris biotinylé de chèvre 
Dako E433 
1/2OOe 

ICBP 90 (Protéogenix) 
Anticorps monoclonal de souris isotype IgGl 
1/50e 

Histone phosphorylée H3 
Anticorps polyclonal de lapin 
1 /3000e 

Anticorps anti souris biotynilé de chèvre 
Dako E433 
1 /200e 

Ki-67 monoclonal de lapin (Neomarkers) 
Anticorps monoclonal de lapin 
1/300e 

Anticorps anti lapin biotinylé de chèvre 
Dako E432 
1/200e 

Anticorps anti lapin biotinylé de chèvre 
Dako E432 
1 /200e 

MAB- 1 (Hydroxyprobe) 
Anticorps monoclonal de souris isotype IgGl 
1/50e si sur 1 heure 

Tableau no 14 : résumé des différents anticorps primaires utilisés et des 
anticorps secondaires appropriés. 

Anticorps anti IgGlde souris biotinylé de 
lapin 
Rockland 
111 OOoe 

Tout anticorps monoclonal de souris isotype 
IgGl 

Anticorps anti IgGlde souris biotinylé de 
lapin 
Rockland 
l/lOOoe 
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RESUME DE LA THESE 

L'application des techniques immunohistochimiques de routine sur des tissus de souris donne 

lieu à des signaux non désirés résultant pour une grande partie de la reconnaissance des 

immunoglobulines endogènes par le système de révélation. Dans notre travail, nous avons 

précisé la localisation et la quantité d'immunoglobulines endogènes au sein de différents tissus 

murins et selon le mode de fixation employé. Plusieurs méthodes de diminution de ces signaux , 

ont été testés faisant appel soit à une pré incubation de la lame avec des fragments 

d'immunoglobulines anti souris, soit à une modification du système de révélation par une pré 

incubation de l'anticorps primaire avec: l'anticorps secondaire, ou par l'utilisation d'un anticorps 

secondaire dirigé contre la chaîne lourde des IgGl. Ensuite, le meilleur système de révélation a 

été appliqué dans une étude immunohistochimique comparative de plusieurs marqueurs de 

prolifération (Mib-1, Ki-67 monoclonal de lapin, ICBP90 et histone H3 phosphorylée) sur des 

glioblastomes humains greffés chez des souris athymiques. Enfin, les effets d'un retard de 

fixation sur ces marqueurs ont été comparés aux effets observés sur l'indice mitotique en I-IES. 
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Non expected signals in immunohistochemistry on mouse tissus. Comparative studies of 
revelation systems. Application in studing influence of fixation delay on  tumor proliferation 
index. 

THESE : 
MEDECINE SPECIALISEE - ANNEE 2005 

MOTS CLEFS : 
MODELE ANIMAL - IMMUNOHISTOCHIMIE - INDICE DE PROLIFEMTION - ANTICORPS 
MONOCLONAUX- 

INTITULE ET ADRESSE DE L'UFR : 
Faculté de Médecine de Nancy 
9, avenue de la Forêt de Haye 
54505-VANDOEUVRE LES NANCY Cedex 




