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Impact des procédures de fixation et de congélation
sur la préservation du tissu de la glande mammaire de souris

Sophie Chat?, Christine Péchoux*

Résumé : L’étude du trafic intracellulaire (voies de sécrétion et/ou d’endocytose) dans les cellules
épithéliales de la glande mammaire au cours de la différenciation cellulaire, ou pendant la lactation,
par les méthodes de microscopie nécessite une préparation minutieuse des tissus. Cette préparation a
un double but: conserver I’antigénécité des molécules a analyser et préserver la morphologie
cellulaire pour la localisation précise de ces molécules.

Nous avons testé différentes méthodes de fixation/congélation de fragments de glande mammaire de
souris en lactation pour définir la méthode la mieux adaptée a notre problématique.
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La fonction principale de la glande
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produits du lait. Ces processus se mettent en £ 4
place au cours de la gestation dans les 1w coliule

cellules épithéliales mammaires (CEM) qui Sl P acini on détail

constituent la glande mammaire en lactation. | | acinus est une petlte cavité glandulaire arrondie,
Les CEM, cellules sécrétrices, entourées de | en cul de sac, se déversant dans un canal excréteur
cellules  myoépithéliales  contractiles, | (galactophore). Il est constitué de cellules
s’organisent en acini au sein d’une matrice é.pit'hféliales mammaires (C’EI\_/I) ,sc_é-crétrices et _iI est
extracellulaire (MEC) qui est constituée limité par des cellules myoépithéliales contractiles.
principalement de collagéne et de vaisseaux (www.cellbiol.net/ste/alpHERCEPTINZ.php.)
sanguins. Pendant la lactation, les CEM
synthétisent de grandes quantités de protéines, de lipides et de lactose. Les produits sont
sécrétés par exocytose au pole apical des cellules, dans la lumiére des acini. Les CEM
transportent également vers la lumiere, des molécules issues du sang par le processus de
transcytose.

Le transport intracellulaire des molécules sécrétées est une des thématiques de notre unité de
génomique et physiologie de la lactation (GPL) du centre Inra de Jouy-en-Josas. Ce processus
fait intervenir divers compartiments cellulaires : réticulum endoplasmique, appareil de Golgi,
réseau trans-Golgien et des vésicules de sécrétion. Nous étudions les mécanismes
moléculaires et cellulaires de la sécrétion par différentes techniques. Ainsi, la localisation des
molécules et des différents compartiments se fait par immunohistochimie et/ou par
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microscopie électronique a transmission. Ces approches requiérent une bonne préservation
des structures pour I’interprétation des résultats.

Actuellement la préparation des échantillons varie selon les équipes de I’unité. Pour unifier
les protocoles de préparation des échantillons de glandes mammaires pour la microscopie
photonique, nous avons testé 4 modes opératoires de fixation en microscopie optique, utilisés
dans I’unité. Nous avons utilisé un mode opératoire classique de microscopie électronique a
transmission (MET) pour contréler la morphologie subcellulaire des quatre échantillons
obtenus. Nous espérons pouvoir uniformiser les préparations pour mieux comparer et
interpréter nos résultats.

Nous avons contr6lé la conservation de I’antigénécité moléculaire par immunofluorescence et
nous avons observé la structure fine des tissus en microscopie électronique a transmission
(tableau 1 - MET). A partir de cette étude nous avons rédigé un mode opératoire standard
selon les normes de I’assurance qualité, il est a la disposition des utilisateurs de notre unité.

1. Matériels et méthodes

1.1 Animaux

Les souris lignée cb1, femelles en lactation élevées dans I’animalerie rongeurs du centre Inra
de Jouy-en-Josas, sont sacrifiées par dislocation cervicale. Les glandes mammaires sont
excisées et déposées sur la glace avant d’étre traitées.

1.2 Fixation

Les glandes sont recoupées en fragments de 5 mm? et divisées en 3 groupes :

- le premier groupe de fragments est directement plongé dans I’azote liquide (tableau 1, A) ;

- le deuxieme groupe est fixé dans une solution de paraformaldéhyde (PFA) a 4% dans du
tampon PBS (Phosphate Buffer Saline) pendant 4 heures a température ambiante (tableau 1, B-C-
D);

- le troisiéme groupe est recoupé en fragments de 1 mm?® qui sont fixés dans une solution de
glutaraldéhyde a 2% dans un tampon cacodylate 0,1M, pH 7.2, pendant 4 heures a
température ambiante, en vu d’une analyse MET (tableau 1, MET).

1.3 Congélation et coupes

- L’échantillon directement congelé a I’azote liquide est sectionné en coupes de 4pm
d’épaisseur. Les coupes sont réalisées avec un cryocut (Leica CM3050S - France) a une
température de -25°C. Elles sont recueillies sur des lames superfrost, fixées 15 min dans une
solution de PFA 4% a +4°C puis rincees dans du tampon PBS avant d’étre déshydratées par des
concentrations croissantes d’éthanol. Les lames sont stockees a -20°C (tableau 1, A).

- Les échantillons fixés dans la solution de PFA 4% sont incubés dans une solution de
saccharose a 40%, une nuit a +4°C sous agitation, puis enrobés dans un milieu cryo-
protecteur. (tableau 1, B, C, D) :
- les fragments B sont congelés a -50°C selon le protocole du cryocut Leica. Les blocs de
tissus cryo-protégées sont déposés sur un porte-objet refroidi a -50°C dans I’enceinte du
cryocut.
- les fragments C sont congelés dans les vapeurs d’azote liquide.
- les fragments D sont congelés dans de I’isopentane refroidi par I’azote liquide. Un erlen
contenant de I’isopentane est refroidi dans une cuve remplie d’azote liquide, les blocs de
tissus déposes sur une feuille de papier d’aluminium sont mis a flotter sur I’isopentane.



Pour tous ces échantillons, des coupes de 4 um sont réalisées avec le cryocut et recueillies sur
des lames superfrost.

-Parallélement, un fragment de 30 a 50 um d’épaisseur est prélevé puis plongé dans la
solution de glutaraldéhyde a 2% tamponnée, ce dernier prélevement sera traité pour I’analyse
en MET (tableau 1, MET).
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Tableau 1 : Description des protocoles suivis pour la préparation des échantillons

1.4 Coloration histologique

La morphologie des tissus est contrblée sur une coupe de chaque échantillon
(figure 1 AB,C,D). Les coupes sont colorées 1 min au Violet Crésyl, rincées a I’eau distillée et
recouvertes d’une lamelle dans un milieu de montage hydrophile (BioMount — Microm-
France).

1.5 Immunofluorescence

La qualité antigénique des tissus est testée par immunohistofluorescence (Péchoux et al, 2005).
Nous avons testé un anticorps dirigé contre la protéine a-actine musculaire lisse (ASMA: a-
smooth muscle actin) diluée au 1:1000 (clone 1A4 — Sigma Aldrich). L actine-F cellulaire est
révélée par la phalloidine couplée a la rhodamine, diluée au 1:300 (Murtagh J et al,) 2004).

L anticorps anti-ASMA est révelé par un anticorps secondaire couplé au FITC (Fluoresceine 1so
Thio Cyanate) qui donne une fluorescence verte. Les coupes sont montées dans une solution
de Vectashield — Dapi (Vector) et observées sur un microscope Leica DMRB. Les images en



lumiere transmise et en fluorescence sont acquises sur une camera cCD Olympus DC50 et
traitées par le logiciel Cell (Olympus - France).

1.6 Microscopie €électronique a transmission

Les prélevements sont post-fixés dans un mélange de ferrocyanure de potassium 1.5% -
tétraoxyde d’osmium 1%. Les tissus sont ensuite déshydratés dans des concentrations
croissantes d’éthanol puis substitués par une résine époxy et finalement inclus dans la résine
pure (Péchoux et al, 2005). Des coupes de 70 nm sont réalisées sur un ultramicrotome Leica
uce (Leica - France) et récupérées sur des grilles de cuivre/palladium. Les coupes sont
contrastées au plomb et observées avec un microscope électronique a transmission Zeiss
EM902 a 80KV. Les images numériques sont acquises sur une caméra CCD MégaView Il
(Eloise — France) et traitées avec le logiciel ITEM (SIS — France) de la Plate forme MIMA2 —
Jouy-en-Josas.

L : lumiere ; N : noyaux ; GL : globules lipidiques ; MEC : matrice extracellulaire. Barre : 25 pum.

2. Résultats

2.1 Coloration histologique (figure 1)

La coloration histologique révele une différence de morphologie entre les tissus, selon les
traitements. Le tissu congelé sans fixation préalable apparait disloqué, les cellules épithéliales
des acini sont moins structurees (figure 1, A). De méme, dans I’échantillon fixé puis congelé
a -50°C, les acini présentent des lumieres tres élargies. Les cellules paraissent plutét carrées,
avec un noyau comprime entre les deux poéles cellulaires. Cependant, les organites
intracellulaires sont bien conservés (figure 1, B).



La morphologie des tissus fixés et congelés a tres basse température est bien conservée. Les
acini s’organisent autour d’une lumiére plus réduite. Les cellules épithéliales présentent un
noyau en position basale et un cytoplasme important (figure 1, C-D).

2.2 Immunofluorescence (figure 2)

La phalloidine est une phallotoxine qui interagit spécifiquement avec I’actine-F cellulaire
(Starmer et al, 1995). L’actine F est principalement localisée dans les cellules épithéliales, au
niveau du pole apical et des jonctions cellulaires (Achler et al, 1989). L’image A de la
figure 2, (congélation dans I’azote liquide) ne révele aucune fluorescence rouge
correspondant a la phalloidine rhodamine. L’ASMA (fluorescence verte) est détectée dans les
cellules myoépithéliales mammaires et les cellules endothéliales formant les vaisseaux
sanguins (Péchoux et al., 1999) sous forme d’un marquage ponctiforme.

Les images B, C, D (figure 2) révelent la double fluorescence. L’ ASMA est mise en evidence sur le
pourtour externe des acini dans les cellules myoépithéliales ainsi que dans les vaisseaux sanguins.
La détection de I’actine F par la phalloidine Rhodamine dans les tissus fixés et
congelés a -50°C (image B), révéle un marquage discontinu au pole apical. Comme I’a déja
révélé la coloration histologique, les cellules sont aplaties et leur noyau occupe un volume
important du cytoplasme. Au contraire, dans les tissus fixés et congelés & basse température
(images C et D), la phalloidine rhodamine dessine un trait presque continu au p6le apical et un
fin marquage est visible au niveau des membranes baso-latérales. Les noyaux sont centrés
dans des cellules hautes.

Figure 2 : Marquage de I’actine musculaire lisse révélée par un anticorps secondaire couplé au FICT (vert).
Mise en évidence de I’actine F par la Phalloidine Rhodamine (rouge).
Les noyaux sont visualisés avec le DAPI (bleu).
L : lumiere ; vx : vaisseaux sanguins ; mep : cellules myoépithéliales. Barre : 25 um



2.3 Microscopie électronique a transmission (figure 3)

Les images obtenues a partir des fragments de tissus traités pour la microscopie optique sont
comparées aux images obtenues a partir du tissu préparé pour la microscopie électronique
(image E). Seuls les tissus fixés et congelés a basse température (images C et D) ont une
morphologie bien conservee. Les différents organites intra cellulaires sont bien identifiés, le
réticulum se présente sous forme de lames paralléles bien organisées. Les mitochondries sont
structurées avec la matrice et des crétes formées.

Comparativement, les cellules des tissus ayant subi une congélation lente (images A et B) sont
altérées ; elles présentent des noyaux dentelés ou avec une membrane nucléaire décollée, le
réticulum est dilaté et les mitochondries sont altérées, les crétes sont difficilement visibles.
Ces observations confirment les résultats obtenus par coloration histologique et en
immunofluorescence et montrent que les tissus correctement fixés et congelés peuvent étre
éventuellement utilisés pour une analyse morphologique en MET.

Figure 3 : Visualisation des différents traitements par microscopie électronique a transmission.
L : lumiére ; gl : gouttelettes lipidiques ; N : noyaux ; vs : vésicules de caséines ;
RE : réticulum endoplasmique ; m : mitochondries. Barre : 1 pm
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Discussion et conclusion

Cette étude a pour but de montrer I’importance de la préparation des tissus, de la fixation aux
modes de conservation, sur la préservation de la morphologie et de I’antigénécité des
molécules. Les tissus animaux se caractérisent par une grande hétérogénéité de structure, de
constituants, de proportion en eau, en lipides et en protéines. Il est donc fondamental de
définir les meilleures conditions de préparation des échantillons pour obtenir une bonne
préservation des tissus et cela des les premieres étapes d’un projet.

Les thématiques de notre unité ont pour modéle d’étude la glande mammaire au cours de la
gestation et de la lactation. La glande mammaire est un tissu hétérogéne, composé d’acini au
sein d’une matrice de fibres et de protéines, richement vascularisée pendant la différenciation.
Au cours de la lactation, les CEM synthétisent les constituants du lait et les déversent dans la
lumiére des acini qu’elles constituent : le lait est compose d’eau contenant des minéraux, des
vitamines, des protéines et des lipides. De part sa constitution hétérogene, le tissu mammaire
est délicat a preparer et une mauvaise preservation des composants peut influencer
I’interprétation des résultats.

Nous avons testé différents protocoles de préparation de tissus pour obtenir le meilleur
compromis entre la conservation des structures et I’intégrité des molécules.

Les procédures de congélation directe des tissus par I’azote liquide sans fixation préalable, ou
d’une fixation chimique suivie d’une congélation a faible température (-50°C), sont peu
adaptees pour le tissu mammaire différencié. En lactation, le tissu est riche en lait donc en eau
et nous avons observeé que la congélation dans I’azote liquide de fragments de tissus non fixés,
ou la congelation a -50°C, détruisent la morphologie du tissu ainsi que certains constituants
cellulaires sensibles au froid. Il est probable que ce mode de préparation induit la formation
de cristaux de glace. La taille des cristaux est d’autant plus importante que la température de
congélation est peu élevée et/ou la vitesse de congélation est lente (Tokuyasu, 1973).
L’absence de détection de I’actine F par la phalloidine rhodamine peut en partie s’expliquer
par cette formation de cristaux d’eau et par la dépolymérisation des protéines sous I’action du
froid (Galkin et al, 2008) les rendant ainsi indétectables.

La fixation chimique permet la création de ponts intermoléculaires entre les protéines pour les
rendre insolubles. Le gel protéique dd a la concentration en protéines cellulaires de plusieurs
centaines de mg/ml, se transforme en une trame réticulée qui ensuite pourra étre déshydratée
par un solvant et incluse dans une résine (Ayache et al, 2007). Dans le cas de tissus congelés,
donc non déshydratés aprés une fixation chimique, il est important de procéder a une
substitution de I’eau. Le saccharose est généralement utilisé a des molarités de 1.1M jusqu’a
1.6M pour substituer I’eau. 1l permet de prévenir la formation de cristaux de glace pendant la
congélation, ce qui améliore la conservation des structures et des antigénes du tissu et facilite
la coupe.

Lorsque les tissus sont correctement fixés, cryo-protégés et congelés dans des conditions
optimales pour la microscopie optique, les cellules et leurs composants sont bien préservés.
La morphologie est bien conserveée et les coupes re-incluses pour la microscopie électronique
révelent une structure fine assez comparable a celle observée sur I’échantillon traité
uniquement pour la microscopie électronique. Ces résultats s’expliquent par I’application
combinée d’une température de congélation basse (-196°C) qui permet une congélation plus
rapide sur des tissus préalablement fixés et cryo-protéges.
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En conclusion, des quatre procedures testées, les meilleurs résultats sont obtenus sur les tissus
fixés, cryo-protégés et congelés rapidement a tres basse température. Ce travail met bien en
évidence I’importance de la préparation des tissus. La préservation structurale et moléculaire
des tissus est indispensable pour une bonne interprétation des résultats (localisation
d’antigene, voire méme d’acides nucléiques) et la reproductibilité des expérimentations.
L’observation en MET de ces procédures a bien mis en évidence les effets d’une mauvaise
préparation sur les cellules et les organites intracellulaires.
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