HISTOLOGIE

GENERALITES ET TECHNIQUES HISTOLOGIQUES

L’histologie est une discipline de base des sciences biologiques qui a pour objet I’étude des tissus.
Ces derniers constituent un ensemble coopératif de cellules différenciées qui forment une triple
association, territoriale, fonctionnelle et biologique.

L’histologie a pour but d’explorer la structure. Elle demeure une science vivante et utile pour tout
étudiant en médecine, en chirurgie dentaire et en biologie. En effet, la connaissance des tissus
normaux, sur le plan structural et ultra-structural, permet d’assurer le lien entre structure et fonction.
Cela facilite I’approche des différentes pathologies a différents niveaux,

L’histologie se doit de répondre a de multiples questions:

-Comment s’associent les cellules pour former les tissus?

-Comment les tissus sont-ils structurés et agencés dans les organes? (jonctions étanches, d'ancrage,
de communication, etc.).

-Comment vont-ils réagir aux différents traitements physico-chimiques ?

1 - LES TECHNIQUES D’ETUDE EN HISTOLOGIE.

Toute activité histologique a en commun l'action d’observer et d'interpréter ce qui est vu. Dans toute
démarche d'ordre histologique, 4 étapes se succedent : le choix du matériel a étudier, la technique
permettant de visualiser les structures que I'on veut étudier, la production d'images de ces structures,
par des moyens optiques et l'interprétation de ces images.

Le matériel est prélevé de différentes facons. Le matériel histologique peut étre obtenu par biopsie
(directe comme pour la peau, avec endoscopie pour les organes des appareils), par ponction a
I'aiguille (pour la moelle osseuse). Le matériel histologique peut aussi provenir d'une piéce
opératoire, d'une autopsie ou de la dissection d'organe en expérimentation animale.

Pour rendre visible ce que 1’on veut observer, il est necessaire de mettre en ccuvre des techniques
diverses (préparation des échantillons) que 1’on applique au matériel. Pour 1’observation en
microscope photonique, les coupes examinées sont le fruit de procédures techniques qui requierent

plusieurs étapes successives : prélevement, fixation, inclusion, coupe, coloration, montage.

1-1- PRELEVEMENT
- Il doit étre pratiqué le plus t6t possible aprés la mort, parfois sur le vivant (biopsie).
- Euviter de triturer ou de malaxer I'organe et le détacher avec un instrument bien tranchant.

- Découper des tranches peu épaisses en tenant compte de I'orientation génerale de I'organe.



1-1-1- DIFFERENTS PRELEVEMENTS
Le matériel est prélevé de différentes facons :
e Le frottis
Prélevement médical au moyen d'un écouvillon stérile, d'une petite brosse ou d'une petite spatule (par
exemple au niveau du col de l'utérus). Permet de prélever des cellules. Les frottis qui peuvent étre
analyses au MO sont :

- Frottis sanguin ou de moelle osseuse pour le diagnostic de nombreuses maladie (Anémies,

Leucémie, etc.)

- Les frottis vaginaux sont utilisés pour : Depistage de cancer, Infections

e Les ponctions de liquide (pleurale, ascitique, péricardique, ...).

eLes biopsies
Une biopsie est un prélevement d'un échantillon de tissus de I'organisme effectué afin de procéder a
un examen, microscopique le plus souvent, ou, parfois, biochimique, immunologique, génétique ou

bien bactériologique.

e L’Exéreése partielle ou complete
Ablation chirurgicale d’un organe ou partie, d’une 1ésion, d’un corps étranger (ex:tumeur).

Elle est réalisée en bloc opératoire ou pour une autopsie

1-2-  FIXATION

Afin de conserver I'échantillon dans un état le plus proche possible de I'état in vivo,

deux moyens de conservation peuvent étre utilisés :

e La congélation : abaissement brutal de la température (-20 C, -50 C). Elle empéche l'autolyse et le
prélevement durci peut étre coupé. Technique rapide pour besoin de diagnostic en bloc opératoire.

e La Lyophilisation associe a la congélation (cryodessiccation) 1’évaporation compléte et sous vide
de I'échantillon ; I'élimination de I'eau empéche I'hydrolyse et le maintien de petites molécules
difficiles a conserver autrement.

Ces méthodes physiques exigeant un matériel couteux sont réservées a des cas particuliers ou en

recherche. Utilisée pour les prélevements dont le diagnostic doit étre connu rapidement.

e La fixation par un produit chimique comme le formol pénétrent (rapidement et fixent lentement) ou

le Bouin (pénetrent lentement et fixent rapidement).



Le choix d’un fixateur ou d’une combinaison de fixateur va étre orienté par :

- le type d’observation envisagée; en effet la fixation doit préserver des détails d’autant plus fins que
le pouvoir de résolution du microscope utilisé est éleve

- les structures a préserver

- les molécules a immobiliser ; en effet les glucides, lipides, et protéines ne vont pas interagir de
maniere identique vis-a-vis d’un fixateur

FIXATEUR, quelques régles...

- Volume du liquide de fixation

X20 le volume de 1’échantillon

- Durée de fixation: temps d’imprégnation déterminé par la vitesse de diffusion de I’agent, de la
consistance et de 1’épaisseur de 1’échantillon.

5 minutes : cellules isolées sur frottis.

1 a 2 heures: petits fragments de I’ordre du mm.

1 a2 jours: blocs épaisde 0,5a 1 cm.

1 a2 semaines : fragments d’organe

Quel que soit le fixateur, le prélevement doit étre échantillonné et la taille des échantillons

adaptée a celle de la cassette d’inclusion.

1-5- INCLUSION

L’eau tissulaire est remplacée par de la paraffine. Mais ces milieux ne sont pas miscibles entre eux.
On procede donc par étapes en remplagant :

- I’eau par un alcool (70°,95°,100°)

- I’alcool par un solvant organique (Toluéne),

- Toluene par la paraffine

Le prélévement est impregné de paraffine fondue afin de le rigidifier pour pouvoir le couper ensuite

1-3- LES COUPES

Du bloc de paraffine réalisees avec un microtome permettant d’obtenir
des tranches de section (coupes histologiques) de 2 a 5 um d’épaisseur.
Les coupes sont recueillies sur des lames de verre.

Un ultramicrotome est un appareil de tres grande précision qui permet

des coupes de 60 a 100 nm servant en microscopie électronique.

Microtome



1-4- LES COLORATIONS

Afin de distinguer les différents tissus, on peut avoir recours a différents colorants : Colorants acides
Colorants basiques

Les substances acides de la cellule sont colorées par un colorant basique, les substances basiques de
la cellule par un colorant acide.

*Les colorations de routine utilisent un (hématéine) ou deux colorants différents : I'Hématéine-Eosine
(H.E.) associe:

«- I'nématéine qui colore les noyaux en violet.

-~ I'éosine les cytoplasmes en rose.

1-5- LE MONTAGE ET OBSERVATION
Les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine synthétique dont I’indice de
réfraction est voisin de celui du verre. On dispose alors d’une« préparation microscopique » (appelée

« lame ») préte a étre observée au microscope optique (MO).



MICROSCOPIE

1 - Le statif : est le corps de I'appareil qui supporte les divers mécanismes et tubes optiques

2 - L'éclairage : est situé a la base de I'appareil. Pour les modéle d'iniciation il s'agit d'un
miroir réfléchissant la lumiére vers le systeme optique. Les modeles plus évolués sont quant a
eux equipés de lampes au tungsténe ou halogenes montées sur un dispositif de variation de
I'intensité lumineuse.

3 - Latourelle : est un disque mécanique qui comporte plusieurs objectifs de
différents grossissements.

4 - Laplatine : est le support sur lequel sont posées les lames de préparations. Elle est équipée
de pinces valets dans les modeles de base, ou d'une surplatine a mouvement orthogonal
contr6lé par vernier.

5 - La téte d'observation : est monoculaire sur les systémes de base, binoculaire permettant
I'observation avec les deux yeux, ou trinoculaire permettant d'installer un dispositif de prises
de vues (appareil photo ou caméra numérique).



La microscopie optique permet de visualiser des objets ou des détails invisibles pour nos
yeux, dont la résolution est trop faible.

Technique

Le microscope optique utilise la lumiére. Il est doté de deux lentilles :

e L’objectif, pour agrandir I'objet que I'on souhaite observer (il existe plusieurs
grossissements) ;

e L'oculaire pour que les rayons arrivent a I'ceil de maniére paralléle, ce qui permet a
I'eeil de se reposer.

Des instruments supplémentaires permettent de régler la quantité de lumiere (le diaphragme)
ou la mise au point (molettes liées a un systeme de crémaillere) pour affiner I'observation de
I'échantillon placé sur la platine porte-échantillon.

La résolution des microscopes optiques ne peut étre supérieure a 0,2 micromeétre, cette
résolution étant limitée par la diffraction de la lumiere. Des techniques permettent de
s'approcher de cette limite : I'utilisation d'un objectif & immersion (dans I'huile), ou en
diminuant la longueur d'onde de la lumiére (toutefois limitée au visible).

Buts

+ Se familiariser avec le microscope

+ Observer des cellules animales et végétales

+ Comparer la structure des cellules animales et végétales
* Observer la relation structure - fonction chez les cellules

Théorie

Le microscope est un instrument d’optique qui sert a regarder les objets trés petits. Il est
composé de deux parties principales, le statif et I’optique. Le fait qu’on puisse dire qu'un
microscope en est un de qualité est basé sur son pouvoir de résolution qui détermine la netteté
de I’image (par la qualité de ses lentilles) et non sur son pouvoir de grossissant.

Manipulation
A) Microscopie

Pour utiliser adéquatement le microscope, il faut réaliser dans 1’ordre les opérations
suivantes :

1- Avant toute utilisation, vérifier qu’il ne manque aucune piece au microscope, sinon le
signaler immédiatement.
2- S’assurer que I'objectif le plus faible est mis en place.

3- Appuyer sur l'interrupteur de sorte que le témoin lumineux, placé sur le coté droit du statif
(pied) s’allume.

4- Régler la luminosité grace au bouton de réglage, a gauche sur le pied.
5- Placer le condensateur en butée supérieure et ouvrir le diaphragme de champ (s’il n’est pas

déja ouvert).
6- Placer la préparation sur la platine, la lamelle au-dessus de la lame, bien au centre du trou.
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7- A I'aide de la vis micrométrique, monter au plus haut la platine. Regarder dans les oculaires
tout en tournant la vise micrométrique de facon a ajuster votre mise au point grossiere.
Compléter ensuite votre mise au point fine avec la vise micrométrique. Toujours bien centrer
la structure observée.

8- Pour avoir une vision stéréoscopique, éloigner et rapprocher les 2 oculaires au maximum.
Déplacer les oculaires en mouvement de va et vient jusqu’a ce que vous n’observiez qu’un
seul champ visuel.

9- On procede ensuite a I'ajustement des oculaires. a) Premiérement, regarder dans I'oculaire
droit, en fermant lI'eeil gauche. Mettre au focus I'échelle présente dans cet oculaire
(micromeétre oculaire). Ensuite, faire une mise au point sur la préparation avec la vis
micrométrique. b) Deuxiemement, regarder dans 'oculaire gauche, en fermant ceil droit.
Faire une mise au point sur la préparation, en tournant la bague de cet oculaire.

10- On commence toujours I'observation en utilisant le plus faible grossissement (objectif 4X).
L'observation est alors possible a plus fort grossissement, apres avoir pris soin de bien centrer
son sujet d’étude. Pour passer a un plus fort grossissement, tourner la bague dentée du
revolver afin de mettre en bonne position I'objectif désiré dans I'axe optique. Refaire la mise
au point en utilisant uniguement la vis micrométrique et recentrer la structure. La mise au
point se fait de la méme maniere pour les autres objectifs.

11- Pour faire une observation avec I'objectif 100X, on doit utiliser I’huile a immersion. Faire une
mise au point a 400X. Passer au grossissement 1000X sans utiliser d’huile et faire la mise au
point selon la procédure habituelle. Glisser ensuite de coté I'objectif 100X et déposer sur la
préparation microscopique une goutte d’huile a immersion. Remettre en position I'objectif
100X et refaire la mise au point fine a 'aide de la vis micrométrique.

Le Microscope Electronique

Le microscope électronique utilise le méme principe de lentilles et de faisceaux
qu'un microscope optique.

Caractéristiques du microscope électronique

Ce qui varie, c'est que le microscope électronigue est doté de lentilles électromagnétiques et
d'un faisceau d'électrons, alors qu'un microscope optique utilise un faisceau de lumiere et des
lentilles en verre.

La résolution des microscopes électroniques est beaucoup plus grande (le grossissement
atteint 2 millions de fois, contre 2.000 fois avec un microscope optique).

Les différents microscopes électroniques
Il existe plusieurs sortes de microscope électronique. Les plus connus sont :

Le microscope électronique en transmission ;
Le microscope électronique a balayage.
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