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senoibilito et la speciiicite des méthodes cytologiques repc
sant sur le phénomène de la fluorescence secondaire conditionnent ‘
-I J-n.eret porte a la création d'un spectre de techniques aptes à sa­
tisfaire aux exigences de l'analyse cytochimique et a p p l i q u a i s

dan! les cas ou les méthodes de coloration conventionnelles
s averent d une sensibilité insuffisante.

Depuis qu'Ornstein et al. (1 9 5 7) ont attiré l'attention sur les
perspectives de 1  application des méthodes fluorescentes dans le do- 
marne^ de 1 histochimie et que Kasten (1 9 5 8 , 1 9 6 1) a introduit les
reactixs uu type Schiff luminescents bon nombre de techniques histo- 
chimiques luminescentes ont été proposées.

. V m i3 la Présente communication nous exposons les résultats de 11 oi
reonerches portant sur la possibilité de création do méthodes histo- 
ohimiques luminescentes de détection de l'élastine et du collagène.

fu ̂ point de vue histochimique deux méthodes de .détection des élé­
ments élastiques ̂ méritent une attention plus spéciale. En premier
. U e a ,C ®St la f action pseudoplasmale de Verne (1928) qui peut S t t *
impur ce a la presence de phospholipides oxydés (Pearse, 19 6a). En s«'

cond lieu c 'e s t  la méthode de Gomori ( 1950) à la paraldéhyde-fuchsi^
q u i, o ^ ia e  1 e la s o m e  met en ev id en ce  d i f f é r e n t s  m uoopolysaocliarideS
acio.es (Abu. 1 Hay, Einehart, 1952; Scott, Clayton, 1953; Halmi. Da-



m  ;

vies, 1933; Spicer, heyer5 1950
Paraldéhyde colore surtout les :
Ghtman et P orbes (1956) la me un
P©ment o P H CT

1

oxyles. malgré que 1

rpres Spicer e~

pas absolue cai

repose sur 1<
*1 r* t -1- J- hy _L u>

astine, leur v

Eeyer (1r\ rpN y OC J
ulfatés. * L- 0 -,
ctivite des "re.

a spécificité 
a 1 elastine.

asm: reactions 
leur histochimie

"Cvuoaiit; a.vcii_u tout ae prenare sn consideration le

n est

^Urpasse celle aes merhodes de coloration empiriques, surtout dans Is
des possibilités d explication du mécanisme chimique de l'êlas- 

GoPhilie tinctoriale.

hu poinü de vue de 1 analyse luminescente de 1 “"elastine il est

fait que cette
e fluorescence primaire «Peur 'Thomas., Elsden et 

-artridge (196$) et Bedford et hatritzhy (1963) cette fluorescence 
■J 1 eue-b 1 anchatre devrait être imputée à la présence d'un noyau chro- 
■*°ihore, représentant un derive de la pyridine et qui relie en quatre 
Posa-oions croisses les deux courtes chaînes polypeptidiques de la r.o- 
®cale de 1 elasoine. La fluorescence primaire de 1 eu astine cermet ce 

lettre en évidence des agglomérations fibrillaires plus notables, tel
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iU J-ait que la luminescence native de beaucoup de composés crotidi- 
daes est d une nuance pareille.

uans le domaine de la microscopie de fluorescence diverses métho- 
6s oria e ‘:e Proposées pour la mise en évidence de l'élastine (Haitin- 
 ̂ -files reposent, ainsi que les méthodes conventionnelles
^  C°1ovation de l'élastine, sur une affinité tinctoriale empiriaue- 
*Sût démontrée, qui de point de vue chimique est d'une valeur insuf- 

ou oie la spécificité de ces méthodes luminescentes n'est 
grande - beaucoup d'autres éléments morphologiques des tissus

S on U  ̂ ‘~Xo fussi colores.

Ili Les expériences que nous avons effectuées avaient pour but d'obte-

poÎ'-aeS ®quivalents fluorescents de la méthode de Gomori et de la ré- 
^Pion pseudoplasmaleo

Üêâcrions luminescentes type _Gomori.

■ p ^ tecilnique de Gomori repose sur les propriétés tinctoriales du

Uit de la rlaotlon entre la paraldéhyde et la fuchsine -basique enV  - ____
leu acide* Ge produit est probablement une base de Schiff formée
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les groupes amines de la ■) p  p, eu 9 p ye A « c l'aldéhyde acétique libé-
a uoTuir de la paraldéhyde en milieu acide.

fluorocnr'Oiaes suivants surent testés par rapport à leur pro-r f- '  -----------L '̂-L- U —
de former des produits elastophiles avec la paraldéhyde: acri-
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flavme, acridine orange, rivanol, coriphosphine.0, phosphine 3R, au- 
ramine 0, rouge neutre, primuline, thiofiaviné S. Cette série de com­
poses chimiques comprend en premier lieu des colorants dont le carac­
tère basique est occasionné par la présence d'un ou de plusieurs 

groupements amines-primaires; en second lieu des fluorochromes ne pos­
sédant que des groupes amines substitués (acridine orange) et enfin 
des colorants acides caractérisés par la présence d'un groupe amine 
primaire (primuline) ou substitué (thioflavine S). L'inclusion dans 
les recherches des fluorochromes des deux derniers groupes était fait 
en vue d'etudier le rôle des groupes amines et de l'électropolarité
ionique du colorant dans la formation de produits élastophiles avec 
la paraldéhyde.

Technique de coloration :

_ “ Flxatl0n au formol à 15%. Inclusion à la paraffine. Liicrotomi-
.jcxoion a 5 - o microns. Déparaffinage des coupes d'après le procédé 
habituel«

2. Oxydation des coupes deux minutes dans le mélange suivant:
Solution de permanganate de potassium à 2,5% 5 mp
Acide sulfurique à 5% ^
Eau distillée -,

T a yO ml
la solution doit etre préparée avant l'emploi et n'est utilisable «u» 
quelques minutes, les coupes doivent être constamment en mouvement.

Lavage l'eau c ourarte y minutes.

_ /4* Traitenent dans du "bisulfite de sodium à 2% jusqu'à la décolo­
ra b.i on totale des coupes (environ 2 minutes).

y. Lavage à l'eau courante 30 secondes.
6. Rinçage à l'alcool à 70°.
7. Traitement par le réactif de Gomori fluorescent yO minutes.
8. Lavage répété à l'eau distillée

9. Déshydratation en commençant par de l'alcool à 950, alcool 
absolu, xylène, inclusion en milieu non fluorescent.

1 » aldéhyde-fluorochroTnp :

r̂ da fluorochrome sont dissous dans 100 ml d'éthanol à ?0°* 
on ajoute 2 ml d'acide chlorhydrique concentré et 1 ml de paraidéhfde* 
4j°' ^°lution c.ofc chauiiée au oaln marie à 50° pendant 10 min., après 
quoi^elle e&o laisée à la température du laboratoire pour 3 - 4  joui5‘ 

reactif mur est conservé au frigidaire à 4°. Filtrer avant l'empl0̂  
Résultats:

nos résultats satisfaisants par rapport à la possibilité de 
des produits élastophiles avec la paraldéhyde furent obtenus unique-
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nient rec les fluorochromes possédant deux groupes amines primaires
phosphiiit pH 5 icri•i m aviné et rivanol. La fluorescence observée avec 

la paraldéhyde-phosphine était d'une électivité suffisamment haute, 
-^ais de différente nuance suivant le calibre des fibres élastiques. 
es libres plus grosses témoignaient une luminescence jaune—beisee et 
^° -P — C---L-C0 — une luminescence rouge—brunâtre• Si on prend en con—

siceraoion le fait que la phosphine est un fluorochrome oui possède
t n e forte hétérofluorescence dissocie t i v î on peut supposer que les
résultats observés sonó dus à la présence de composants apolalres dans 

libres plus volumineuses ou a la concentration plus élevée des 
50lys acenari de s acides qui xixent le fluorochrome sous sa forme ioni— 
qüe dans les i ü r e s  élastiques plus fines. Les fibres élastiques trai-4- ' f ~

6R avec la paraldéhyde-rivanol témoignaient mie fluorescence verte
b 3anenatre intense. Toutefois le contraste avec la luminescence des

t plus faible qu'avec
^»raldé

autres composants cellulaires et tissulaires était plu______
puosphine. Les meilleurs résultats furent obtenus avec la 

exe-acri fl aviné . Les fibres élastiques témoignaient une luminescence 
3aune-or intentense et stable. Outre les fibres élastiques, analogique 
leïl° a da métnode originale de Gomori, d ’autres éléments cellulaires 
''-peignaient une fluorescence secondaire: noyaux - jaune terne, granu- 
mi on s  des mastocytes, granulations neurosécrétoires, mucus -  orange 

°ûcee, cellules B du pancréas endocrine et cellules B de l ’adénohy- 
^°rhyse - jaune-or terne, cellules D de 1'adénohypophyse - jaune-vert 
Aillante. Les érythrocytes étaient caractérisés par mie luminescence 

^leu-ciel très intense.

Les résultats obtenus avec les fluorochromes possédant -on vr ourse- 
amine primaire - coriphosphine 0, auramine 0 et rouge neutre 

lenr moins satisfaisants. Les produits obtenus avec la paraldéhyde 
Joignaient une affinité relativement faible envers l ’élastine.

mes colorants ne possédant que des groupes amines substitués - ac~ 
orange, thioflavine S ne permettaient pas d'obtenir des cro—

J - s  élastophiles avec la paraldéhyde.

_ ^es résultats plutôt inattendus furent obtenus avec les colorants 
Jasoles acides - la .primuline et la thioflavine S. Le composé avec
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action de la paraldéhyde sur le collagène et formation d ’un produit 
collagénophile spécifique»

Techniques luminescentes du type de la réaction nseudcrlasmale.
Dans nos recherches sur les possibilités de création d ’une réac­

tion luminescente pseudoplasmsle nous avons étudié les propriétés des 
réactifs type-Schiff luminescents proposés par hasten (1959, 1961), 
ainsi qu'une combinaison primuline-Schiff de notre composition.

Technique de coloration:

1. Fixation au formol à 15%. Inclusion à la paraffine» Coupes à 
5 ~ 8 microns. Déparaffinage des coupes»

2. Traitement 20 à 40 minutes dans le réactif type-Schiff lum ines­
cent .

5» Lavage a 5 - 6 reprises dans de l ’eau sulfureuse»
4. Lavage 15 à 20 minutes dans de l ’eau courante.
5» Déshydratation et montage en milieu non fluorescent.
Preparation du réactif type-Schiff luminescent;
0,2 gr d ’acrifiavine ou de primuline sont dissous à froid dans 

200 ml d ’eau distillée. On ajoute 20 ml d ’HCl normal et 1 gr de méta­
li suif i ce ae potassium. Le réactif ne se décolore pas comme celui qui 
esu prepare a oase de fuensine basique. Il peut etre employé après 4 
heures et se conserve à la glacière»

R ésultats ;

Les éléments fibrillaires élastiques témoignent une luminescence 
jaune-or brillante avec 1 ’acriflavine-Schiff et blanche brillante aVsC 
la prirnuline-Schiff.

Conclusions ;

Les résultats de nos recherches confirment les possibilités de 
création de réactions luminescentes dont la spécificité est équivale**" 
te à celle que propose 1 'histochimie dans le domaine de la m ic ro sco p e  
convenuinnélie par la méthode de Gomori et la réaction pseudoplasmal®* 
La hriuoe sensibilité des méthodes luminescentes permet d ’envisager 
leur application dans les cas où l'élastine et le collagène subisse^ 
une dégradation progressive par des processus pathologiques ou tech­
nologiques.

La possibilité d'obtenir des résultats équivalents à la méthode
de Gomori seulement avec les fluorochromes possédant des groupes ami'
nés primaires confirme le role de ces derniers dans le mécanisme de 
i o relation du produit elastophile.

V-

L ’élastophilie de la primuline-Schiff et la collagénophilie de
----------j  j_—   —

paraldéhyde primuline Indiquent que le comportement de ce fluoroclii’0̂ ' 
est, conditionné, au moins dans l ’un des cas par la formation d ’un

■10

B 5 2



/ /

Nouveau produit et non par la simple acidité du milieu» qui l'o.ir les 
^eux réactifs est semblable.
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