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Objectifs

1. En termes de connaissances, apprendre les notions de base
permettant l'interprétation des observations microscopiques,

et de différencier les quatre types des tissus.
2. En termes de savoir-faire, utiliser le microscope optique,

entrainer a la rédaction d'un compte rendu de chaque cycle de

TP et préparer des échantillons microscopiques.
3. En termes de savoir-étre,réinvestir des méthodes, écouter et

prendre des notes, écouter et suivre les consignes.
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Chapitre 11 :
Techniques de

préparation des
coupes
histologiques

A.

Les étapes de préparation des coupes histologiques 7
Exercice 10
Exercice 10

La connaissance des tissus repose essentiellement sur les moyens optiques qui
permettent de les examiner et sur un certain nombre de traitements qui leur sont
appliqués au préalable. Ces traitements préparatoires, ou techniques histologiques,
ont pour effet de rendre possible I'observation microscopique et sont utilisés en vue
de I'étude morphologique et fonctionnelle des éléments du tissu, ce qui implique,
outre la recherche descriptive, l'identification de constituants chimiques et la
connaissance de la cinétique cellulaire.—

Cf. "Vidéo 01 (web)"
Vidéo 01

Les étapes de préparation des coupes
histologiques

Méthode

Le principe de cette technique [2] est le recueil de fragments tissulaires qui sont
découpés pour permettre la réalisation de fines tranches colorées a I'HES+% pour
analyse morphologique au microscope optique.
Les étapes de prise en charge d'une coupe histologique sont :
- Prélevement : Le prélévement doit se faire aussi délicatement que possible
afin de ne pas dégrader l'organisation tissulaire. Une fois obtenu, ce
prélevement doit immédiatement étre immergé dans un grand volume de
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Chapitre II :Techniques de préparation des coupes histologiques

liquide fixateur.

« Fixation : La fixation a pour but la conservation des structures dans un état
aussi proche que possible de leur état vivant, avec arrét de toutes activités
mitotique et enzymatique. Ainsi que le durcissementde la piéce anatomique.
Les liquides fixateurs les plus utilisés en pratique courante sont le formol ou
le liquide de Bouin (mélange d'eau 5%, acide acétique 10%, formol 25% et
d'acide picrique 75%). La durée de la fixation varie selon le volume des
préléevements.

 Déshydratation : Le but de cette étape est d'éliminer I'eau intracellulaire,
pour pouvoir réaliser une coupe fine par la suite sans perdre la structure
cellulaire initiale au moment de la rupture de la membrane plasmique (sortie
d'eau brutale). Ceci par passage du prélevement dans des bains d'alcool de
concentrations croissantes (de l'alcool a dilué 50° jusqu'a I'alcool absolu a
100°). Cette étape prépare l'inclusion, vu que la paraffine est hydrophobe.

- Imprégnation : Par le passage du prélevement dans un liquide
intermédiaire afin d'en éliminer les traces d'alcool absolu. On utilise dans
cette étape d'imprégnation le xyléne ou le toluéne, solvant intermédiaire
favorable aux échanges membranaires entre I'alcool-toluéne d'une part e
toluene~paraffine d'autre part.

« Inclusion : Elle a pour but de permettre la réalisation de coupes fines
(d'une épaisseur de 2 a 5 pym) et réguliéres. Le milieu d'inclusion utilisé est
la paraffine (résine blanche opaque). Le prélevement baigne dans de la
paraffine fondue (chauffée a 56°C pendant 4h dans une étuve) et qui infiltre
alors toutes les cellules.

« Mise en bloc : Apres 4 heures d'inclusion, la paraffine liquide est coulée
dans un petit moule en métal « Barres de Leuckart ». Aprés refroidissement
(dans un congélateur pendant toute une nuit), on se trouve alors en
présence d'un bloc de paraffine dur, a l'intérieur duquel la piéce prélevée est
rigide en présence de paraffine solide dans I'espace intracellulaire de chaque
cellule composant le tissu.

- Confection des coupes histologiques : Le passage du bloc de paraffine
dans un microtome permet de réaliser des sections de 2 a 5 ym disposées
en séries régulieres sous forme d'un ruban. la confection des coupes
histologiques comporte alors 3 étapes :

- L'étalement : de segments de ruban de paraffine sur une lame de verre
contenant un liquide d'étalement tel que I'eau albumineuse.

- Le collage : les lames de verre sont placées sur une plaque chauffante,
réglée a une température de 40°C, pendant 15 min.

- Le séchage de la préparation : en inclinant les lames et en les séchant
au moyen de papier buvard absorbant.

- Déparaffinage : Le déparaffinage consiste, comme son nom l'indique, a
éliminer la paraffine, c'est-a-dire le milieu d'inclusion. Les lames sont
placées sur une plague chauffante (de 45 a 60°C) pendant 15 min. afin
d'obtenir la liquéfaction et donc I'élimination de la paraffine périphérique.

 Réhydratation : La réhydratation permet [I'élimination de la paraffine
intracellulaire, en immergeant les lames dans des bains d'alcool de degrés
décroissant (de l'alcool a 100° jusqu'a l'alcool a 50°), puis dans de l'eau
distillée.

e Coloration : Le but de la coloration est d'accentuer les contrastes afin de
différencier les différents constituants tissulaires (noyau, membrane
plasmique et cytoplasme).
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Chapitre II :Techniques de préparation des coupes histologiques

Exemple

La coloration se base sur des réactions chimiques [1] connues entre des réactifs de
laboratoire (colorants) et des composants des tissus étudiés.

Ex1 : coloration hématéine- éosine-safran (HES*), I'nématéine est un colorant
basique se fixe par affinité aux molécules acides (ADN+) permettant de colorer le
noyau, l'éosine est un colorant acide se fixe par affinité aux molécules basiques
permettant de colorer le cytoplasme et le safran se fixe par affinité entre les fibres
de collagéne.

Ex 2 : coloration Bleu Alcian ou du Rouge Mucicarmin : Le mucus présent dans
certains tissus peut étre coloré par la révélation des mucopolysaccharides acides
respectivement en bleu ou en rouge.

Ex 3 : coloration a l'acide périodique de Schiff (PAS*) met en évidence les
glucides par un colorant rouge a pourpre. Permettant de mieux visualiser le
glycogéne ou les mucines contenus dans certaines cellules ou encore les lames
basales des épithéliums qui sont riches en glycoprotéines.
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Exercice

[Solution n°1 p 11]
Quelle est Le principe de techniques histologiques ?

C. Exercice

[Solution n°2 p 11]
Sélectionnez I' expression fausse

O Le but de la coloration est d'accentuer les contrastes afin de differencier les
differents constituants tissulaires

O La rehydratation permet I'elimination de la paraffine intracellulaire, en
immergeant les lames dans des bains d'alcool de degres croissant (de I'alcool
a 50° jusqu'a l'alcool a 100°), puis dans de l'eau distillee.

O La fixation a pour but la conservation des structures dans un etat aussi proche
que possible de leur etat vivant, avec arret de toutes activites mitotique et
enzymatique



Solution des
exercices

> Solution n°1 (exercice p. 9)

Le principe de cette technique est le recueil de fragments tissulaires qui sont
decoupes pour permettre la realisation de fines tranches colorees a I'HES pour
analyse morphologique au microscope optique.

> Solution n°2 (exercice p. 9)

O
©

O

Le but de la coloration est d'accentuer les contrastes afin de differencier les
differents constituants tissulaires

La rehydratation permet I'elimination de la paraffine intracellulaire, en
immergeant les lames dans des bains d'alcool de degres croissant (de l'alcool
a 50° jusqu'a l'alcool a 100°), puis dans de l'eau distillee.

La fixation a pour but la conservation des structures dans un etat aussi proche
que possible de leur etat vivant, avec arret de toutes activites mitotique et
enzymatique
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Glossaire

la cinétique cellulaire

La mécanique cellulaire est un sous-domaine de la biophysique qui se concentre sur
les propriétés mécaniques des cellules vivantes et sur leur relation avec les
fonctions cellulaires.
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Signification des
abreéviations

- ADN L'acide désoxyribonucléique, est une macromolécule biologique présente dans presque
toutes les cellules.

- HES coloration hématéine- éosine-safran

- PAS Periodic Acid Schiff, est une coloration utilisée en histologie.
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