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Avant-propos

Ce livre a été concu comme un outil pédagogique
destiné a aider les étudiants en études supérieures
a appréhender les concepts fondamentaux de 1’histo-
logie générale. Par divers types d’exercices, I’ étudiant
est incité a se poser des questions sur la matiere et
a compléter ainsi petit a petit ses connaissances.

L’ouvrage présente en dix chapitres les concepts
fondamentaux de I’histologie générale. Il traite
de I’histologie des tissus sains et adultes chez les
mammiferes, Homme inclus. Apres une présentation
des bases de I’histologie et en particulier, la descrip-
tion des différentes étapes a suivre pour le diagnostic
histologique, les caractéristiques morphologiques de
chacun des différents types de tissus sont exposées
successivement. Les tissus épithéliaux, scindés en
deux chapitres (chapitre 2 : épithéliums de revétement,
chapitre 3: les tissus épithéliaux glandulaires) sont
d’abord abordés, viennent ensuite les tissus conjonc-
tifs, divisés en quatre chapitres (chapitre 4: les tissus
conjonctifs proprement dits, chapitre 5: les tissus
cartilagineux, chapitre 6: les tissus osseux, chapitre 7:
le sang, la lymphe et les vaisseaux). Les tissus muscu-
laires (chapitre 8) et nerveux (chapitre 9) font I’objet
de la seconde partie du livre. L’ouvrage se termine
enfin par un chapitre ou sont proposés des exercices
de diagnostic sur différentes coupes histologiques
contenant plusieurs tissus intégrés, un avant-gotit de
I’histologie spéciale.

Cette division est nécessairement arbitraire, c’est
pourquoi dans chaque chapitre présentant une notion
précise, de multiples renvois permettent au lecteur
de se référer rapidement aux données associées a la
question traitée.

Chaque chapitre débute par un rappel théorique
synthétique, sous forme de fiches, accompagné de
schémas didactiques destinés a faciliter la compré-
hension des données et leur mémorisation. Ce rappel

théorique est suivi par de nombreux exercices de diffé-
rents types (QCM, questions Vrai/Faux et exercices
d’entrainement dans I’identification des cellules et
des tissus) et de difficulté croissante. IlIs permettent
al’étudiant de s’évaluer et de réviser ses connaissances
ainsi que d’appliquer les concepts fondamentaux de
I’histologie générale. Tous les exercices sont corrigés
et commentés. Les questions Vrai/Faux jouissent
également d’une réponse plus détaillée et les exercices
d’entrainement bénéficient de conseils méthodolo-
giques pour aider I’étudiant a construire une réponse.
Un schéma de synthese a la fin de chaque chapitre
relie les différentes notions abordées pour aider a une
réflexion globale.

La majorité des coupes histologiques sont colorées
classiquement a I’hématoxyline et a I’éosine. Quelques
colorations spéciales sont occasionnellement utilisées
pour mettre en évidence certains constituants tissu-
laires. Cependant, la couleur n’étant pas indispensable
a la bonne pratique du diagnostic histologique, les
illustrations ont été volontairement toutes présentées
en noir et blanc pour inciter les étudiants a faire appel
aux seuls criteéres morphologiques.

Cet ouvrage d’histologie générale est destiné
aux étudiants de licence de Sciences de la vie et de
la Santé, aux étudiants en Médecine et Médecine
vétérinaire, aux étudiants des IUT de Génie biolo-
gique et aux éleves en prépas BCPST (en France)
ainsi qu’aux étudiants du Bachelier des Facultés de
Sciences, de Médecine et de Médecine vétérinaire (en
Belgique). Il pourra aussi étre consulté par tous ceux
qui ressentent le besoin de mettre a jour leurs connais-
sances dans un domaine en perpétuelle évolution, et
qui est devenu indispensable a la compréhension
des grandes fonctions biologiques et a celle de leurs
dysfonctionnements.




omment utiliser

Les épithéliums
de revétement

Mors-cLEs

recouvrement = revétement = polarité = épithélium simple » épithélium stratifié
« épithélium pseudostratifié « microvillosités « stéréocils = cils » crusta

+ cohésion » jonctions intercellulaires » desmosomes » jonctions serrées

« jonctions adhérentes = zonula adherens » hémidesmosomes = molécules
d'adhésion » jonctions communicantes » complexe de jonctions = avasculaire

+ malpighien » kératinisé » pavimenteux = cubique = prismatique » membrane
basale = couche germinative » lumire

e o <
Epithélium simple cubique séparant la lumiére du canal cochléaire (en haut)
et le tissu conjonctif (en bas)

10 chapitres
et leurs mots-clés

Des rappels de cours
sous forme de fiches

r

Généralités
D’origine mésenchymater m tissus cnnllz\g eux différent des tissus conjonctifs.
proprement dits ts c e 4) par les leur confere la
b\mnce !ondnm:male présente dans la \H‘_ Cette substance Oond:nmenmlm riche en
P la teneur
tissus cartilagineux une consistance de gel semi-solide. Les tissus car mngmem peuvent
supporter certaines pressions, m: ient néanmoins flexibles et déformables.

Les tissus cartilagineux se distinguent également des autres tissus conjonctifs propre-
ment dits par le fait qu'ils sont avasculaires et non innervés.

Les tissus cartilagineux peuvent étre permanents ou transitoires. Les tissus cartilagi-
neux permanents constituent les piéces de soutien de I'appareil respiratoire (cloison du
nez, :quelcn: du !aryn‘( des anneaux trachéaux et bronchigues...) ainsi que la p!upaﬂ

I'extrémité sternale de Ls
sitoires sont des tissus cartilagineux précurseurs des os du squelette en duqnppumm

Les fibres qui composent la MEC permettent de classer les tissus cartilagineux en trois
catégories : le tissu cartilagineux hyalin, le tissu cartilagineux élastique et le tissu
cartilagineux fibreux ou fibrocartilage.

Le cartilage hyalin est le plus répandu. Tl servira done de modgle pour I'étude des tissus
cartilagineux.

_

Cellules cartilagineuses

Les cellules rilage sont appelé on
Iétat fonctionnel dans lequel elles se trouvent. Les chondroblastes sont des cel!ulm
actives responsables de la synthése de la matrice carti . Cette matrice entoure
petit & petit les chondroblastes et finit par les enserrer troitement. Une fois enfermées

@ a matrice, peu de possibiliés de se mouvoir si ce n'est
par apposition de nouvelle matrice, qui permet aux cellules de s'écarter progressivement
Tes unes des autres. Ces cellules sphériques ou ovalaires possédent un volumineux noyau
central, arrondi et contenant un nucléole visible.

s chondrocytes sont des chondroblastes peu actifs (figure 5.1). qui gardent néan-
‘moins la capacité de synthétiser des protéines et des PGAGs matriciels. Ils possédent un
noyau dont I'état de condensation de Ia chromatine et la présence d'un nuclole visible
sont liés & I"état d"activité de la cellule.

L é d lasme des cellul ametire en relation
avec la capacité de synthése des protéines et des PGAG de ces cellules: REL et surtout
REG abondant, appareil de Golgi bien développé. On y trouve des grains de glycogéne,
les cellules tirant leur énergie de Ia glycolyse anacrobie. et des vacuoles lipidiques. qui
augmentent en nombre au sein du cytoplasme des chondrocytes igés peu actif

L sont situes dans des logettes

vues d'élément:

atriciels. Ces logettes sont appelées des chondroplastes (figure 5.1).

3
£

Lors de Ia fixation, les cellules cartilagineuses adoptent une morphologie rétractée arté-
factuelle au sein des logettes, rendant ces demnidres plus visibles. La présence de ces
logettes procure un aspect de «fromage de gruyére » au tissu cartilagineux.

L ineux est dép crophages...).

3: chondroplaste ou logette

_

Matrice cartilagineuse

Comime tous les tissus conjonctifs, les cellules cartilagineuses baignent dans une matrice
extracellulaire composée de substance fondamentale et de fil

Substance fondamentale

La substance fondamentale cartilagineuse contient des PGAGs sulfatés, principalement
représentés par de I'aggrécane. Celui-ci est composé d'une protéine centrale lice 2 des
chaines de GAG. Les GAGs Ifate et ke Ifs
PGAG sont iches en radicaux acides chargés négmvem:m Ceur-ci sont trs hydro-
philes et sont responsables de Ia teneur en eau de la matrice cartilagineuse. Les PGAGS
Sassocient 4 I'acide hyaluronique (GAG non sulfaté, chapitre 4) pour former d’impor-
agrégats fortement hydratés et sont responsables des proprictés de ré ala
compression assurée par le tissu cartlagineux hyalin,
& telles les aggre: permettant
la dégradation de la matrice au cours de son renouvellement, de nombreux facteurs de
croissance et des cytokines produits principalement par les chondroblastes imprégnent
la substance fondamentale.
La substance fondamentale posséde des propriét

tance

tinctoriales basophiles.

Fibrilles de collagénes

Le collagéne constitutif du tissu cartilagineux est un collagéne de type IL, & I'état de
fibrilles dispersées A travers toute la matrice. Celles-ci ne sont pas visibles en micros-
copie optique classique, leur indice de réfraction étant identique A celui de la substance

123

De nombreux
schémas



Des questions
Vrai/Faux

cet ouvrage ?

P
Vrai ou faux?
D hémas d he
es schemas de synthese v aun
. . 1. Un pouvoir de résolution d'un MO ordinaire st de fordre de 0,05 um. 0 00
en fin de cha pitre 2. tapatfcs s ide s emptrte wpitee 456, B O
3. Il existe quatre groupes de tissus fondamentaux, dérivant chacun 0O a
dun des quate feuillets fondamentaux de Fembryon.
v 4. Afin d'observer des lipides, il est conseillé de réaliser des coupes sur 0 O
du tissu congelé.
—
k| z
H . g
L : , acm
H 3 £ i
2 £ £ : ‘
£3 .1 H I :
E I g A 3 i
] H E N @ M Parmi les affi suivantes sur les tissus et les laquelle est fausse?
5 ] iy - H
H H ] 2
z o I 53 2 2.Au niveau d'un organe, le tssu qui prédomine en détermine souvent la fonction
g a5, k<) g princpale
£ : BlsiSis ] ) 1 b.L'anatomie microscopique a pour objet 'étude de la distrbution et Forganisation
z s £ ) = S duto-evaluer des auatre tssus fondamentau au sen des dlférents organes
. "EET P < 3 . Uhistologie a pour role Iétude des tissus, des organes, mais surtout des cellules.
g = ~ 21d.Un organe est une partie délimitée du corps formee de plusieurs tissus qui
% remplissent une ou plusieurs fonctions spécifiques.
1 e.Un tissu désigne un assemblage de cellules susceptibles d'exercer une activité
n P o physiologiaue
FRE] P 2 ]
L i H 2 £ s Parmi les affirmations suivantes sur [ordre des étapes successives de la prépa-
B Ji5E E% 2 g H 3 " ration classique des coupes laguelle est exacte?
Bgtise,icy T oitdyl |B]2. B E s 4 . Montage, fixtion, inclusion, coupe, coloraton.
§gge8isess ot EIREIEEEE . 4 b.Fixation, montage, inclusion, coupe, coloration.
S 5Eifzsigi-os 5E3%| |glEeisgisi Bs g O c. Fixation, indusion, montage, coupe, coloration.
g3 355¢ £ St S| FgpiingE 2t
£ 882 e 835 S| eSg2Er8E 22 r_acd 2 d.Fixation, inclusion, coupe, coloration, montage.
29| 2877 3 2:zoE| [@|5gEEE8cRiEE
] Eg8d T ZZgz 2| 25532357200 r~] 1 e.Fixation, inclusion, coupe, montage, coloration.
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S |gEfgE LEE3E| [E|52 SEzzze S
] E7 82 S5 k] EEEER - " " . " o " . .
2 (54 23283 57 IS o M Parmi les affirmations suivantes sur les méthodes de Phistologie classique,
£ J3i=E SgEEE3 5 o lesquelles sont exactes?
-5k TETTES =
- pet 0 a. Aprés inclusion en paraffine, avant la coloration, les échantillons sont placés dans
E différents bains d'alcool de concentration croissante.
A5 1 b.La ixation entraine le ramollissement des échantillns.
2% 3z S 3 3 c.La paraffine est hydrophile. 2
22: 3 85 5 & %] 2 d.La paraffine nest pas miscible & éthanol. s
Blyi5g = £fz 7 H 1 €. Les coupes obtenues  partir d'un bloc de paraffine ont une épaisseur habituelle de 2
212835 ¢ S 23 £ ] Tordre de quelques microns. t5
Hor g z52 28 g ry
815388 ¢ 3 g5 24 H <
R R 33 £ i §
2|555 5.8 § & 3t H
£|z325 3553 &2 AH 52 [ °
Elz8iieiis 25z £ 22 H 2
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D i ’eantral Toutes les reponses
p ;
d il sthodologi commentees
-~ -~
Réponses
. L'histologie est la partie de la biologie qui finir dans de la paraffine chauffée a son point
Exerclces étudie la structure des tissus et leurs pro- de fusion (56-58 "C). Une fois imprégnés par la
priétés fonctionnelles. L'étude des cellules paraffine, les échantillons peuvent alors étre
nest pas histologle, mals esta cytologie ou  débités avec un microtome en coupes fines
biologie cellulaire. L'étude de la distribution de quelques micrométres d'épaisseur.
Classez I'épithélium de revétement affiché sur la photo suivante: et l'organisation des quatre différents tissus 4, |, et ¢, Suivant le volume de I'échantillon
fondamentaux au sein des divers 0rGaNes €5t Concarn et I type d fcateur wblsé, o
le propre de I'anatomie microscopique ou durée de la fixation peut se prolonger durant
histologie des organes. Un organe esteffec-  puct s o P Lo e Ot SHe
e e permet de remplacer I'eau contenue dans les
Taccomplissement d'une ou plusieurs fonc: issus par un milleu d'inclusion, est généra
(i T, SRl Ul (e G lement effectuée en incubant Iéchantillon
preminent et esponsale de 4 ONCUON g1 e bl o conconrains
majeure dun organe. crolssantes jusqus falcool absolu. Linclusion
b oy s LT st G Bl S G, e
gie comprennent plusieurs étapes a réaliser 4 I'obtention de coupes fines et réguliéres)
dans un ordre bien défini. La préparation de implique son élimination préalablement a la
X I'échantillon commence typiquement avec une coloration. En effet, la paraffine est hydro-
a = = procédure de fixaton de facon  <figer» les  Phobe tandis que les colorants sont hydro-
e 'é hiles. C'est pourquoi la coloration des coupes
Structures le plus proche de létatvivant. Une P poura e
B2 fols fixés, les échantillons sont placés dans. mporte une étape de déparaffinage et de
un milieu dinclusion qui est capable de sou: réhydratation. Cette étape est assurée par une
@ Conseil mélhodologiquz tenir suffisamment Péchantillon pour pouvoir succession de bains, d'abord dans un solvant
les critéres y réaliser des coupes minces. Le plus souvent permettant I'élimination de la paraffine (par
revetement: .,.g omore i conces el 21 Tome gt cuhlesce s couche Cesta paraffine qui est utilsée pour enrober  exemple e toluéne) puis dans des alcools de
ntveles o apcal igalement Fechanlon. Les ichanlon on e Soncentons ko de 00% con
e s enons secondares echantilor ensulte oo
d'épaisseur. Ces coupes subissent ensuite (mmpauhle avec |€3H) avant un bain dans
Classez I'épithélium de revétement affiché sur la photo suivante: un ensemble de traitements destinés a en I'eau pure assurant la réhydratation finale. La
Colorer les éléments e fagon plus ou moing _ coloration HE est une technique de coloration
% spécifique avant détre recouvertes d'une couramment utilisée en histologie. Elle se
résine (montage) permettant de maintenir en compose d'un colorant nucléaire, Ihématoxy.
place une lamelle couvre-objet assurant leur line, et d'un colorant cytoplasmique, 'éosine.
protection. Uhématoxyline est un coloran cationique (ou
basique), qui a une affnité pour les éléments
3. d.eteLa fixation a pour but la conservation T G e ety 2
des structures et le durcissement des échan- niques) dies basophiles, Il colore notamment =
BILanD LI EIERD, (0 il o - les noyaux en bleu/violet. A contrario, Iéosine 2
phobe. lle est un mélange dhydrocarbures g uncolrantanionique (ou acide), quiaure [
saturés & chaine non cyclique. Son ntérét €St afinig pour les éléments celllaires chargés [
e chimiquement neutre, soluble dans de b o
nombreux solvants (toluéne, xyléne, benzéne, (e s i ey ress 3
BT U L LIt éléments cellulaires basiques en rose/rouge k]
rétant pas miscible & feau et & Féthanol, les  pjug ou moins vi elon leur acidophile. Cette
. ) échantillons fixés devront &tre déshydratés  mihoge colore aussi les fibres de collagene ]
@ Conseil méthodologique dans des bnwnsdzzhnnn\adeqﬁzs croissants. du tissu conjonctif (chapitre 4) en rose pale. =
Repérez dabord od se rouve Iépithéium de revitement. appelez-vousles puis dans un solvant miscible & a paraffine | trichrome de Masson est une aure colo-
caractéristiques principales des épithéliums de revétement. (par exemple, Ie toluéne ou le xyléne) et pour e T B e (st
58
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Les bases
de l'histologie

MoTs-CLES

cellule = tissu = organe = différenciation cellulaire = appareil = systéeme = fixation
» déshydratation = inclusion = coupe = coloration = montage = diagnostic
= criteres morphologiques = plans de coupe = symétrie bilatérale = images

a deux dimensions

Niveau chimique
e ©
Corg «— 69 ©

/ Molécules Atomes

Niveau cellulaire
Cellule musculaire lisse

Niveau tissulaire
Tissu musculaire lisse

N\

“\

Niveau organique
Vaisseau sanguin (organe)

Niveau de l'organisme

Niveau des systémes
Appareil circulatoire

Les tissus, un niveau d’organisation du vivant.
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Tissus

Les organismes vivants révelent une extraordinaire diversité. La cellule est 1’unité fonda-
mentale commune a tous les étres vivants, c’est la plus petite portion de matiere vivante
qui puisse se reproduire. L’étude des cellules est la cytologie ou la biologie cellulaire.
Chez les unicellulaires, une unique cellule assume toutes les activités (nutrition, repro-
duction, excrétion...) de I’étre. Chez les pluricellulaires, dont I’organisme est formé d’un
grand nombre de cellules étroitement associées, il s’établit une différenciation morpho-
logique en rapport avec une division du travail, une spécialisation dans les différentes
activités ; on assiste a I’édification des différents tissus. Un tissu est donc un assemblage
de cellules spécialisées dans I’accomplissement d’un ou plusieurs role(s) déterminé(s).

L’étude microscopique des tissus est le propre de 1’histologie générale. Le plus couram-

ment, les observations tissulaires se font au microscope optique (MO) ordinaire en lumiere

transmise (figure 1.1).

Chez les vertébrés, on distingue quatre grands groupes de tissus fondamentaux :

* Les tissus épithéliaux couvrent les surfaces externes et les cavités internes de 1’orga-
nisme (€pithéliums de recouvrement, chapitre 2) ou forment des glandes responsables
des sécrétions de 1’organisme (€pithéliums glandulaires, chapitre 3).

* Les tissus conjonctifs produisent une matrice extracellulaire (MEC) abondante dans
laquelle se trouvent dispersées les cellules. Ils servent de lien, mais aussi de support,
pour les autres tissus et comptent parmi eux les tissus cartilagineux et osseux, le sang
et la lymphe (chapitres 4-7).

 Les tissus musculaires se caractérisent par des propriétés contractiles de leurs cellules
et sont donc impliqués dans tous les mouvements de I’organisme (chapitre 8).

* Les tissus nerveux forment 1’encéphale, la moelle épiniére, ainsi que les nerfs et les
ganglions périphériques. Les cellules nerveuses permettent la communication entre des
zones largement distantes de 1I’organisme : elles recoivent et transmettent les informa-
tions pour engendrer dans 1’organisme les réponses appropriées (chapitre 9).

Microscope optique
Microscope électronique
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Figure 1.1 Etude de I'échelle de grandeur du vivant

En général, dans I’organisme, les tissus ne s’organisent jamais de facon indépendante,
mais ils se juxtaposent ou s’interpénetrent et se combinent pour former des organes (figure
en ouverture de chapitre). Un organe est donc un assemblage de tissus ol chaque tissu
apporte sa fonction spécifique. Souvent, un des tissus est prédominant et est responsable
de la fonction principale d’un organe (le coeur est un organe formé principalement d’un
tissu musculaire qui assure la circulation du sang en pompant le sang par des contractions
rythmiques vers les vaisseaux sanguins et les cavités du corps). L’étude des structures
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macroscopiques et des fonctions des organes relévent respectivement de 1’anatomie et
la physiologie. L’étude de la distribution, de I’organisation et de la répartition des quatre
tissus fondamentaux au sein des différents organes de 1’organisme est I’anatomie micros-
copique ou histologie des organes (ou histologie spéciale).

Plusieurs organes se regroupent a leur tour dans un certain ordre pour concourir a I’ac-
complissement d’une activité vitale déterminée c’est-a-dire d’une des grandes fonctions
de I’organisme. L’ensemble des organes groupés en vue d’une méme fonction constitue
un appareil (figure en ouverture de chapitre ; appareil digestif, respiratoire, circula-
toire...). Si tous les organes d’un appareil sont formés d’'un méme tissu, on utilise le
terme de systéeme (systeme nerveux). Il y a toujours interdépendance des appareils et
des fonctions. Différents mécanismes assurent la corrélation des différentes parties de
I’organisme et c’est de la bonne coordination des différentes fonctions que résulte 1’unité
de I’organisme (figure en ouverture de chapitre).

F

Préparations histologiques

Dans la plupart des cas, 1’étude des structures cellulaires et tissulaires nécessite I’obten-
tion de coupes suffisamment fines dans le matériel biologique pour étre observées avec
un MO ordinaire. Les coupes examinées sont I’aboutissement de procédures techniques
€laborées, comportant plusieurs étapes successives : fixation, déshydratation, inclusion,
coupe, coloration, montage.

La fixation est destinée & immobiliser les structures cellulaires et tissulaires, dans un état
aussi proche que possible de leur état vivant. Elle doit €galement maintenir en place la ou
les substances que 1’on veut étudier et empécher leur déplacement ultérieur en conservant,
le cas échéant, leur activité. La fixation doit se faire immédiatement apres le préleévement,
par immersion du matériel dans un grand volume de liquide fixateur. Les liquides fixateurs
les plus couramment utilisés sont les solutions a base de formol. La durée de la fixation
varie selon le volume des prélevements (de quelques heures a plusieurs jours).

Apres une fixation suffisante, le fragment de matériel biologique étudi€ est habituel-
lement trop €pais pour pouvoir étre examiné directement sous un microscope optique ;
il devra donc étre débité en tranches fines ou coupes histologiques. Toutefois, de telles
coupes ne sont généralement réalisables qu’apres avoir donné une plus grande consistance
au fragment. Ceci s’obtient par I’enrobage de 1’objet biologique dans un support solide
(inclusion). Les cellules ayant une forte teneur en eau et les milieux d’inclusion étant
généralement hydrophobes, la piece fixée doit étre déshydratée avant 1’inclusion. Cette
déshydratation s’effectue habituellement en faisant séjourner la piece dans des bains
d’éthanol de plus en plus concentrés jusqu’a I’éthanol absolu puis dans des bains d’un
solvant de I’agent d’inclusion (par exemple, le toluene).

L’inclusion a pour but de permettre la confection de coupes fines et régulieres. Le
milieu d’inclusion le plus couramment utilis€ est la paraffine. Une fois déshydratés,
les fragments de tissus sont coulés dans un moule contenant de la paraffine fondue par
chauffage (> 56 °C) et devenue liquide, qui infiltre alors toute la piece. Apres refroi-
dissement, on se trouve en présence d’un bloc de paraffine, dur, a I’intérieur duquel la
piece prélevée est incluse. C’est au cours de cette étape que 1’on place 1’échantillon selon
I’orientation désirée (fiche 5).
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Les coupes du bloc de paraffine sont faites a I’aide d’un microtome permettant d’ob-
tenir des tranches de section de 2 & 8 um d’épaisseur. Les coupes sont recueillies sur
des lames de verre.

Les techniques de coloration réalisées sur lames permettent de différencier les consti-
tuants de la préparation. Cependant, le plus souvent, le ton lui-méme de la coloration n’a
pas de signification particuliere et on ne peut rien en conclure quant a la nature chimique
de I’élément coloré. Les colorations de routine utilisent un ou deux colorants différents.
Par exemple, la coloration a I’hématoxyline et a I’éosine (coloration HE) associe I’héma-
toxyline colorant les noyaux cellulaires en bleu/violet et I’€osine mettant en évidence
les cytoplasmes en rose. De nombreuses colorations spéciales permettent de visualiser
différentes structures ou composants des tissus (par exemple, les fibres élastiques par la
coloration a I’orcéine, chapitres 4 et 7).

Finalement, les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine
synthétique dont I’indice de réfraction est voisin de celui du verre (montage). Les coupes
ainsi montées peuvent étre conservées pendant plusieurs dizaines d’années.

Remarque

Pour différencier les constituants cellulaires et tissulaires de I'’échantillon, les coupes
peuvent étre soumises a d’autres techniques utilisant une variété de substances autres
que les colorants histologiques.

Limmunomarquage fait appel a des anticorps pour localiser un antigene de I'’échantillon.
Cette méthode consiste a mettre au contact de la préparation histologique une solution
contenant un anticorps. L'anticorps se fixe spécifiquement a I'endroit ou se trouve I'anti-
géne recherché. Le complexe stable formé entre I'anticorps et son antigene est révélé, car
anticorps est préalablement marqué soit avec des molécules fluorescentes (observées
sous le microscope a immunofluorescence), soit avec des enzymes (révélés par une réac-
tion enzymatique avec un substrat spécifique) ou encore des éléments radioactifs (révélés
par autoradiographie, voir ci-dessous).

L’hybridation in situ est une approche permettant de localiser une séquence de nucléo-
tides (ARN ou ADN simple brin) connue dans I'’échantillon, la cible, au moyen d’une
séquence complémentaire, la sonde.

Pour pouvoir localiser une molécule d’ADN cible, celle-ci est préalablement dénaturée par
la chaleur (la séquence double brin devient simple brin).

La sonde complémentaire de la cible est finalement observable, car la sonde est marquée
soit par des isotopes radioactifs (détectés par autoradiographie, voir ci-dessous) soit par
des molécules fluorescentes (visualisées a l'aide d’'un microscope a immunofluorescence)
ou non-fluorescentes et dans ce cas, par exemple avec la biotine, elles sont reconnues par
un réactif approprié (révélé par immunomarquage).

Cette technique a permis d’identifier et de mettre en évidence des génes et leurs expres-
sions dans les préparations histologiques.

L'autoradiographie repose sur le principe que des éléments (isotopes) radioactifs pré-
sents dans la préparation biologique sont capables d’impressionner une émulsion photo-
graphique mise a son contact.

Un isotope radioactif d’un élément participant au métabolisme (le radiotraceur) peut étre
inséré dans une molécule organique.

Lors de I'expérience, il est incorporé aux tissus, aux endroits de son renouvellement cellu-
laire. L’émulsion photographique posée sur la préparation histologique, est impressionnée
par l'isotope et est ensuite développée.

L’endroit ou I'isotope a été incorporé peut ainsi étre localisé par observation au MO.
L'emploi d’acides aminés tritiés (marqués au tritium) permet par exemple de suivre le
remplacement des protéines tissulaires.
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Figure 1.2 Différents types d’artéfacts créés par la technique
A. Artéfact de prélevement: en surface du prélévement (ganglion lymphatique),
nous observons un dépot de cellules sanguines (fleches, encart). B. Artéfact de fixation:
dans les vésicules de la glande thyroidienne (follicules thyroidiens), un espace (fleches)
se crée entre I'épithélium périphérique et le contenu (colloide) qui se rétracte sous l'effet
du fixateur. Ce décollement peut avoir lieu sur tout le pourtour du follicule.
C. Artéfact de coupe: défaut dans la coupe engendré par une strie dans le couteau du
microtome et identifié par la présence d’une ligne rectiligne apparente (fleches) dans le
matériel biologique (thymus). D. Artéfact de coupe: une série de craquelures (fleches)
sont visibles dans le matériel biologique (tendon). Celui-ci est une substance trés dure
a couper. Le couteau ne peut parfois le traverser d’un seul trait, mais avance par saccades,
engendrant une image avec ces craquelures, dite de broutage. E-F. Artéfacts de montage:
lors du dépot des coupes sur les lames, les coupes peuvent se replier sur elles-mémes,
générant des plis (E, fleches) ou un étalement incomplet (F, fleches) qui empéche toute
observation a ces endroits. (E: voie respiratoire, F: coupe transversale au niveau
de I';esophage-trachée).

13

\
?

\
(Exercices rVraioufaux

1. Les bases de I'histologie




14

Toutes ces opérations peuvent générer des anomalies qui sont autant d’artéfacts qu’il
faut tenter d’éviter et savoir reconnaitre (figure 1.2). Il peut exister des artéfacts de
prélevement (coups de ciseaux ou de pinces), de fixation (dégradation autolytique du
matériel biologique a la suite d’une fixation tardive), d’inclusion (vides artificiels dus
a la rétraction du matériel biologique), de coupe (stries dues a des défauts du couteau),
de collage (décollements, plis et replis de la coupe), de coloration (précipités, taches de
colorant), de montage (bulles d’air entre la coupe et la lamelle).

P
Diagnostic histologique

Pour identifier une préparation histologique inconnue et en échafauder un diagnostic,
il faut respecter quelques regles de base, en procédant de maniere systématique dans
chaque cas:

* Il faut commencer I’examen microscopique en parcourant I’ensemble de la coupe au
faible grossissement (x 25-40), c’est-a-dire qu’il faut avoir observé tous ses bords
libres. Il faut faire particulierement attention a la présence, dans la préparation, de
subdivisions éventuelles en diverses zones, d’une lumiere (espace occupant I’intérieur
d’un organe : cavité ou autre canal de I’organisme), de régions différemment contras-
tées ou d’irrégularités, comme des plis. Certains artéfacts induits par la technique,
comme des replis de la coupe, doivent étre reconnus (figure 1.2 F).

e Il faut poursuivre ensuite par un examen microscopique a un plus fort grossissement
(x 400-600) des différentes aires repérées lors de la premiere étape, en débutant par
celle qui occupe la surface la plus étendue ou celle qui borde une large lumiere. Cette
analyse consiste en une description détaillée des différents constituants tissulaires. Il
faut donc caractériser au mieux les diverses cellules et la matrice extracellulaire, le
matériel dans lequel elles se trouvent, a 1’aide de criteres morphologiques (fiche 4). 1
faut noter I'importance relative de ces deux constituants tissulaires. Il faut également
relever la disposition des cellules les unes par rapport aux autres. Certaines cellules,
comme les fibrocytes des tissus conjonctifs (chapitre 4), peuvent étre isolées dans
une matrice abondante. D’autres, comme toutes les cellules épithéliales (chapitres 2
et 3), peuvent étre étroitement accolées sur de grande surface, laissant peu de place
a la matrice extracellulaire. Ici aussi, des artéfacts engendrés par la technique doivent
étre identifiés. Les problemes li€s a I’incidence de coupe doivent aussi étre considérés
(fiche 5).

* A partir d’une synthese des données de I”observation, une ou éventuellement plusieurs
hypotheses de diagnostic doivent étre édifiées. Cette étape revient a classer les résul-
tats de I’observation en les replacant dans les catégories de tissus concernées. A ce
stade, il faut notamment dégager 1’essentiel de I’accessoire, c’est-a-dire «hiérarchi-
ser» les résultats de 1’observation en fonction de leur importance comme critére de
reconnaissance.

» La validité de chaque hypothese doit étre vérifiée soigneusement en fonction des
concepts théoriques et le diagnostic retenu doit coller le plus correctement et le plus
complétement avec la théorie. A ce stade, certains éléments théoriques non notés lors
des observations peuvent étre mis a I’examen pour confirmer ou infirmer I’hypothese.



© Dunod. Toute reproduction non autorisée est un délit.

P

Criteres morphologiques de caractérisation
des constituants tissulaires

Cellules

Pour caractériser les cellules, les traits a examiner doivent étre les suivants:

e La taille: elle est trés variable. Parmi les cellules les plus petites de I’organisme, on
note certains éléments mobiles du sang, les lymphocytes qui n’ont qu’un diameétre de 6
a 8 um (chapitre 7). En revanche, les cellules peuvent atteindre plusieurs dizaines de cm
de long dans les muscles squelettiques (chapitre 8). Dans les préparations histologiques
de mammiferes, les globules rouges (chapitre 7) sont habituellement utilisés comme
cellule de référence (en moyenne 7,2 um) pour estimer la taille des autres cellules.

* Laforme: certaines sont arrondies, d’autres sont cubiques ou prismatiques, d’autres
encore sont fusiformes. Certaines ont des prolongements, ramifi€s ou non, leur donnant
un aspect €toilé, comme les astrocytes des tissus nerveux (chapitre 9). Notons que les
limites cellulaires ne sont pas toujours aisées a identifier. Dans ce cas, la forme des
noyaux peut étre utilisée pour estimer la forme des cellules (voir ci-dessous).

* Le noyau: il représente le plus souvent le compartiment cellulaire le plus visible
dans les préparations histologiques. Le nombre, la position au sein de la cellule et la
forme de ce compartiment cellulaire varient en fonction du type cellulaire et/ou des
conditions physiologiques (figure 1.3). La majorité des cellules posseédent un noyau
unique. Cependant, certaines cellules, comme les cellules superficielles de I’épithélium
urinaire (chapitre 2) ou les cellules musculaires cardiaques (chapitre 8), peuvent étre
binucléées. D’autres, comme les cellules musculaires squelettiques (chapitre 8) en ren-
ferment une multitude (entre 40 et 500). Généralement, le noyau est central, mais dans
certaines cellules notamment celles qui accumulent de grandes quantités de produits
de sécrétion, comme les cellules muqueuses de I’épithélium gastrique (chapitre 3), le
noyau est décentré (ou excentrique). Dans d’autres cellules remplies par une volumi-
neuse vacuole lipidique (adipocyte blanc, chapitre 4) ou par un abondant cytosquelette
contractile (cellule musculaire squelettique, chapitre 8), le ou les noyau(x) est (sont)
repoussé(s) a la périphérie de la cellule. Le plus souvent, la forme du noyau affecte
la forme de la cellule. Ainsi, dans une cellule ronde (figure 1.3 A), le noyau sera tres
souvent sphérique tandis que dans une cellule effilée le noyau sera allongé dans le
sens du grand axe de la cellule. D’autres noyaux peuvent étre triangulaires (noyau des
cellules caliciformes, figure 1.3 D, chapitre 3) ou réniformes (noyau en forme de rein
des monocytes, figure 1.3 E, chapitre 7) ou présenter plusieurs lobes reli€s par de fins
ponts (les granulocytes du sang, figure 1.3 F, chapitre 7).
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