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Résumé. Dans cet article, nous proposons d’exposer la mise au point du marquage immunohistochimique du
Fluororuby®, utilisé pour mettre en évidence les voies neuronales efférentes de la substance grise
périaqueducale chez la brebis. Ce traceur étant utilisé pour la premiére fois dans cette espéce, nous avons
d’abord testé différentes conditions pour optimiser le marquage immunohistochimique, dont nous avons tenu a
valider la spécificité par un test d'inhibition et un test sans incubation avec I'anticorps primaire. A l'issue de ce
travail de mise au point, nous avons pu décrire les connexions neuronales efférentes de la substance grise

périaqueducale, structure cérébrale impliquée dans les stratégies d’adaptation comportementale au stress.

Mots clés : Brebis, ovin, tragage de voie, spécificité, test d'inhibition

Abstract. In this article, we try to explain the immunocystochemistry labelling setting out of the Fluororuby® used
to highlight efferent neuronal routes of the periaqueducal grey substance on ewes. This is the first time this
tracing is used on ewes. First we have tested different conditions to optimise the immunocystochemistry. Our goal
was to validate the specificity by an inhibition test and a test without incubation of the primary antibody. After this
focus work, we are able to describe efferent neuronal connections of the periaqueducal grey substance which is a

cerebral structure involved in the adaptation behavioural strategies of the stress.

Keywords : Ewe, ovine, tracing route, specificity, inhibition test

Abréviations :

Ac : Anticorps

Ac I ; Anticorps primaire

Ac lIe : Anticorps secondaire

Ag : Antigéne

Ag-Ac : Complexe antigene-anticorps

Aq : Aqueduc de Sylvius

BDA : Ang. Biotinylated Dextran Amine

BSA : (Ang. Bovine serum albumin) Albumine sérique bovine
CC : Corps cellulaire

CIRE : (Plateforme) Chirurgie et Imagerie pour la Recherche et I'Enseignement
Da : Dalton

DAB : Diaminobenzidine tetrahydrochloride

Fb : Fibre

FF : Faisceau de fibres

FG : Fluorogold®

FR : Fluororuby®

HCI : Chlorure d’hydrogene

HRP : Ang. Horseradish peroxydase

H.0, : Eau oxygénée
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IgG : Immunoglobuline G

NaCl : Chlorure de sodium

PAG : Structure grise périaqueducale

PAP : Peroxydase-anti-peroxydase

PBS : Ang. Phosphate Buffer Saline - Tampon phosphate salin
PBS-TA : Tampon phosphate salin avec Triton et Azide
SA : Sous agitation

SMAL : Sérum de Mouton Anti-Lapin

SNM : Sérum Normal de Mouton

TAmb : Température ambiante

Tris HCL : Tampon Tris avec Chlorure de sodium
TRITC : Ang. Tetramethylrhodamine

WGA : Ang. Wheat germ agglutinin

Introduction

La compréhension des régulations de la plupart des grandes fonctions et de la mise en place des comportements
passe par I'étude du systéme nerveux central (Menant et al., 2016). Les méthodes d'investigation sont multiples
pour identifier et étudier 'implication des différentes structures du systéme nerveux central (Nowak et al., 2016).
Outre I'étude fonctionnelle de ces structures, I'étude de leur anatomie est cruciale, spécialement pour mettre en
évidence les circuits neuronaux qui les connectent. En particulier, les connexions neuronales peuvent étre
étudiées de différentes maniéres : par tracage de voies ou par tractographie d'imagerie par résonnance
magnétique (Menant et al., 2016). Ces différentes méthodes différent par les propriétés physico-chimiques sur
lesquelles elles sont fondées, par leur niveau de précision, leur fiabilité et leur rapidité d’exécution. En utilisant le
tracage de voies, selon les propriétés des traceurs, rétrograde ou antérograde et fluorescents ou non (Figure 1,
Tableau 1), il est possible de décrire les connexions neuronales afférentes ou efférentes d’'une structure aprés
que cette derniére ait recu une injection de traceur. Parmi ces traceurs, certains sont fluorescents et peuvent étre
observés directement (exemple du Fluorogold, FG), d'autres nécessitent d'étre révélés par une réaction
enzymatique (exemple de la Horseradish peroxydase, HRP) ou immunohistochimique (Tableau 1). Chez le
mouton, les connexions neuronales ont surtout été étudiées aprés injection d'un traceur rétrograde, le FG
(Tableau 1). En revanche, trés peu d'études ont concerné les traceurs antérogrades pour identifier les
connexions neuronales efférentes d’une structure. A nofre connaissance, seul le biotinylated dextran amine
(BDA) (Meurisse et al., 2009), la HRP (Jansen et al., 1998) et le microruby (Pereira et al., 2010) ont déja été
utilisés. L'utilisation de traceurs fluorescents peut présenter plusieurs désavantages, d’'une part pour leur
caractére labile, et d'autre part & cause de la présence d’'une forte auto-fluorescence du tissu issu de sujets agés
(Mochizuki et al., 1995). C'est pourquoi, pour dépasser cette limite, des protocoles de révélation a la peroxydase
de traceurs fluorescents ont été envisagés (Meurisse et al., 2009 ; Tableau 1). C'est dans cette démarche que
s'est inscrit le travail réalisé pour étudier, chez la brebis, les connexions neuronales de la substance grise
périaqueducale (Menant et al., 2018), structure connue pour étre impliquée dans I'expression de comportements
émotionnels comme la fuite, 'immobilité tonique ou I'agressivité (Menant et al., 2016 ; Zelena et al., 2018). Dans
cette étude des connexions de la substance grise périaqueducale, nous avons décrit les connexions neuronales
afférentes en utilisant le FG et les connexions neuronales efférentes en utilisant le Fluororuby® (FR). C'est la
mise au point du marquage immunohistochimique de ce dernier traceur qui fait 'objet de ce présent article. Nous
présenterons les différentes étapes de mise au point du marquage du FR et de sa validation notamment en
démontrant sa spécificité. La mise au point du marquage a concerné trois parametres d'incubation : la dilution
des anticorps, le temps et la température. La spécificité du marquage a été testée par omission de I'anticorps
primaire (Ac I'¢) et aprés saturation de I'Ac Ie par son antigéne.
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Matériel et méthodes

La mise au point et la validation du marquage du Flurororuby® est décrite ici pour la premiére fois chez la brebis.
Toutefois, pour faciliter la compréhension du travail, nous reprenons la description de la préparation des
animauyx, des tissus et la coloration au crésyl violet, étapes précédemment décrites dans Menant et al. 2018.

Préparation des animaux

Pour le tragage des voies neuronales efférentes, cing brebis adultes agées de 7-8 ans de race fle de France ont
été utilisées dans cette expérience aprés validation du comité d’éthique (Agrément #2010-3-2) et conformément
a la directive Européenne (2010/63/EU). Trois brebis ont regu une injection d’'un mélange des traceurs FG/FR
(Animaux notés : 40331, 40337 et 42057) et deux ont regu une injection de FR seul (notés 42065 et 42185). Afin
de cibler la substance grise périaqueducale, ces injections ont été réalisées par neurochirurgie stéréotaxique sur
les brebis anesthésiées par voie gazeuse. Aprés leur réveil, les brebis ont regu les soins post-opératoires
habituels et ont été maintenues en élevage pendant 15 jours, temps nécessaire a la migration du traceur dans
tout 'encéphale.

Préparation des tissus

Aprés ces 15 jours de migration, les brebis ont été euthanasiées par une injection létale de barbiturique puis
décapitées par un boucher dans un abattoir agréé de la plateforme CIRE de Nouzilly (UMR-PRC 085, INRAE Val
de Loire). Chaque téte a été perfusée par les carotides avec 2 L de nitrite de sodium (1 % en NaCl a 37°C) pour
rincer et dilater les vaisseaux sanguins puis avec 4 L de paraformaldéhyde (4 % en tampon phosphate a 4°C)
pour fixer les tissus. Chaque encéphale a ensuite été extrait de la boite crénienne puis disséqué selon des
repéres anatomiques externes en 4 blocs : le télencéphale, le diencéphale, le mésencéphale et le tronc cérébral.
Chaque bloc a alors été post-fixé 24 h en paraformaldéhyde puis immergé dans une solution cryoprotectrice de
sucrose 20 % en tampon phosphate.

Préparation des coupes

Aprés congélation de chaque bloc, des coupes frontales de 30 um d'épaisseur ont été réalisées avec un
microtome a congélation (Microm HM 430®, Thermo Scientific, Walldorf, GERMANY). Toutes les coupes
flottantes ont été collectées et conservées dans du tampon PBS-TA avant d'étre soumises aux différents
traitements histochimiques.

Traitements histochimiques

Coloration au violet de crésyl

L'utilisation de la coloration au violet de crésyl a pour but de colorer les corps de Nissl, soit les agrégats de
réticulum endoplasmique rugueux présents dans le cytoplasme des cellules. Ainsi, cette coloration histologique
permet de distinguer les différentes structures cérébrales en fonction de l'intensité de la coloration, de la densité
et de la forme des cellules colorées (Figure 2). Cette coloration nous a permis d'identifier précisément les
structures anatomiques d'intérét afin de localiser les marquages immunohistochimiques.
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Dans le cas présent, la coloration au violet de crésyl a été réalisée sur 1 coupe sur 10 pour le mésencéphale
(bloc contenant la substance grise périaqueducale) et 1 coupe sur 20 pour les autres blocs de chaque encéphale.
Les coupes concernées ont été étalées sur lames lavées et gélatinées, avant d’étre séchées en étuve a 37°C
pendant au moins une nuit. Pour améliorer la qualité de la coloration, les coupes ont été délipidées dans un bain
d’alcool & 95 % puis réhydratées dans un bain d’eau déminéralisée. Aprés avoir été bien égouttées, les coupes
ont été immergées 15 a 25 minutes dans la solution de violet de crésyl (Cresy! Violet Acetate, 5042-10G, SIGMA
3050, Saint Louis, USA) puis rincées dans de 'eau déminéralisée. Pour distinguer les différents types cellulaires
sur la base de la coloration, les coupes ont été graduellement décolorées par trois bains successifs d’alcool a
95 %, puis différenciées dans trois bains successifs d’alcool absolu. Les coupes ont ensuite été immergées dans
trois bains successifs de toluéne avant d'étre montées sous lamelle avec du Depex® (DPX mounting medium for
microscopy, Batch : HX379492R, VWR PROLABO).

Les coupes ont toutes été numérisées a l'aide du scanner de lame (AxioScan Z1, Zeiss, Allemagne). Ce scanner
permet de numériser des coupes histologiques a fond clair ou a fluorescence. C’est un systéme composé d’un
microscope droit équipé d’objectifs x 5 a x 40 et d’'un chargeur de 100 lames standard. Il est relié & un ordinateur
équipé du logiciel de pilotage de visualisation Zen Blue (Zeiss, Allemagne), ce qui permet d’observer le tissu
biologique a la fois dans son ensemble et jusqu’au niveau cellulaire sans perte d'information.

Mise au point du marguage immunohistochimique du FR

La mise au point du marquage a été réalisée sur les coupes de mésencéphale des 5 animaux. Pour obtenir les
meilleurs résultats et observations des essais, nous avons choisi de travailler sur des coupes présentant le site
d’injection du FR (Figure 3). En effet, ces coupes sélectionnées disposent d’'une densité de marquage suffisante
nous permettant de mieux comparer nos différentes conditions d'incubation.

Pour limiter le bruit de fond et les marquages aspécifiques lors d’'un immunomarquage révélé par peroxydase,
des étapes préliminaires a I'incubation dans I'Ac Ie sont nécessaires (Figure 4.1-2). Il s’agit d’abord d’épuiser les
peroxydases endogenes en incubant les coupes flottantes dans une solution d’eau oxygénée (1 %) en tampon
PBS-TA pendant 1 h a 4°C (Figure 4.1), puis de saturer les sites de liaisons aspécifiques en incubant les coupes
dans une solution protéique. Dans notre cas, deux types de saturation ont été testés : par I'albumine sérique
bovine (BSA) et le sérum normal de mouton (SNM) (Figure 4.2).

Le marquage immunohistochimique repose sur la formation d’'un complexe antigéne-anticorps (Ag-Ac, Figure
4.3). Dans notre étude, 'antigéne est le FR (tetramethylrhodamine-dextran amine conjugate ; Millipore, AG335,
NG1897008) injecté dans la substance grise périaqueducale. L’Ac I est un anticorps commercial anti-FR
fabriqué chez le lapin (polyclonal, rabbit anti-tetramethylrhodamine, ref. ab3518, Abcam, France). Pour amplifier
le signal, le complexe Ag-Ac I est couplé avec un anticorps secondaire (Ac Il*), produit dans notre unité (UMR
PRC 085, INRAE Val de Loire, Nouzilly) et fabriqué chez le mouton (Sérum de Mouton Anti-Lapin, SMAL) (Figure
4.4). Le complexe Ag-Ac I-Ac Il est révélé aprés incubation avec le complexe peroxydase-anti-peroxydase
(Rabbit PAP, Code N° Z0113, Dako, France) en présence d’eau oxygénée, substrat des peroxydases, et de DAB
(3,3-Diaminobenzidine tetrahydrochloride, D5905-100TAB, Sigma Aldrich, St Louis, USA)-Nickel, qui précipite
aprés oxydation (Figures 4.5-6). L'ensemble de ces étapes est réalisé en excés danticorps (I, lI) et de
complexe PAP, exces qu'il faut éliminer par des étapes de ringages entre chaque étape d'incubation avec I'Ac I
(PBS-TA), I'Ac Il (PBS) ou le PAP (Tris-HCI) (Figure 4.3-6). Enfin, les coupes sont montées sur lames, séchées
a l'étuve (37°C), déshydratées dans des bains successifs d’alcool, puis immergées dans trois bains de toluéne
pour étre montées sous lamelle avec du Depex (DPX mounting medium for microscopy, Batch : HX379492R,
VWR PROLABO).
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A partir de ce protocole type, nous avons réalisé des mises au point relatives a l'incubation avec I'Ac Ie et I'Ac I
(Figure 4.3-4). Trois essais testant différentes conditions de dilution, de durée et de température d'incubation ont
été nécessaires pour obtenir un marquage satisfaisant, résumés dans le tableau 2.

Aprés avoir défini les meilleurs paramétres pour I'obtention d’'une qualité du marquage optimale, c’est-a-dire bien
contrasté et sans bruit de fond, nous avons Vérifié la spécificité du marquage avant d’appliquer le protocole mis
au point sur I'ensemble des blocs d’encéphale a raison d’une coupe sur 20 (Menant et al., 2018).

Spécificité du marquage

Test d’omission de I’Ac I

Nous avons testé la spécificité de I'Ac I pour le marquage du-marguage du FR en omettant I'Ac I a partir du
protocole retenu lors de la mise au point. Le résultat attendu est une absence de marquage qui montre que I'Ac
lIe ne reconnait aucun élément antigénique présent dans le tissu. Ce test d’'omission a été réalisé sur des coupes
de tronc cérébral d’'une brebis ayant re¢u une co-injection de FR-FG (Brebis #42057).

Test d’inhibition

Ici, il s’agit d’incuber les coupes avec I'Ac I épuisé par son antigéne. Pour cela, il faut évaluer la quantité
d’'antigéne nécessaire pour saturer tous les épitopes de I'Ac I selon le principe décrit par Calas (2010). La
validité d'un tel test repose sur I'estimation de la quantité d’Ag nécessaire pour épuiser I'Ac Ie. Par principe, on
estime qu'un anticorps, ou immunoglobuline G (IgG), a une masse moléculaire approximative de 150000 Da
(g/mole) et présente deux sites de liaison. Généralement, il est considéré qu’'un sérum contient 10 mg/ml
d'immunoglobuline soit une concentration en IgG de 0,66x107 mole/ml. Les anticorps étant bivalents, il est
nécessaire de multiplier par 2 la quantité d’antigéne nécessaire pour saturer les 2 sites de fixation de I'anticorps.
Ainsi, pour saturer 1 ml d’anticorps « pur », il faut I'incuber avec 1,32x10-7 mole de son antigéne spécifique.

Dans le cas de notre étude, il s'agit de définir la quantité de FR nécessaire pour saturer son anticorps dans nos
conditions expérimentales. La masse moléculaire du FR étant de 10500 Da (Fiche annexe 1), la quantité
d’'antigéne nécessaire pour saturer 1 ml d’anticorps « pur » est donc de 10500 x 1,32x10-7 = 1,386x10-3 g soit
1386 ug. En tenant compte de la dilution de I'Ac I anti-FR (1/10000) retenue apres mise au point du protocole
de marquage, 1 ml d'Ac I dilué doit étre saturé avec 0,1386 ug d'antigéne. Sur cette base de calculs, I'Ac I
anti-FR (1/10000) a été pré-incubé avec son antigene pendant 24 h a +4°C avant d’étre utilisé selon le protocole
résumé Figure 5. Dans ces conditions d’'épuisement de I'Ac I, il est attendu une baisse importante du signal
d'immunomarquage apres la révélation. Ce test d'inhibition a été réalisé sur des coupes de mésencéphale d’'une
brebis ayant recu une injection de FR (Brebis #42067) et d’'une brebis ayant regu une co-injection FR-FG (Brebis
#42057).

Résultats

Validation du protocole d'immunomarquage anti-FR

Le marquage attendu concerne les fibres visibles @ un grossissement d’au moins 200. Ces fibres ont I'aspect
d’'une succession de points marqués qui correspondent aux varicosités de la fibre (Figure 6). Dans ce contexte, la
validation du protocole d'immunomarquage repose sur la distinction des fibres marquées ou de structures en
panier par rapport au fond de la coupe, et I'absence de corps cellulaires.
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Le 1¢r essai a consisté & tester le protocole d'immunomarquage couramment utilisé au laboratoire en respectant
les recommandations du fournisseur pour la dilution de I'Ac I (Tableau 2). Dans ces conditions, le bruit de fond
était beaucoup trop important pour distinguer les fibres immunomarquées pour le FR. Pour diminuer le bruit de
fond et améliorer le contraste, nous avons testé deux conditions de saturation des sites de liaisons : la pré-
incubation des coupes en BSA 1 % et en SNM au 1/15, en diluant davantage les Ac I et Il (Tableau 2). La
comparaison entre ces deux conditions de saturation révéle un bruit de fond plus important en présence de SNM
qui rend I'observation des fibres difficile avec la présence de nombreux précipités de DAB-Nickel (Figure 7). Avec
l'usage de la BSA et les nouvelles dilutions d'Ac I et Ile, le contraste du marquage a été amélioré. Pour
confirmer ce dernier point, un 3™ essai a été réalisé, en saturant les sites de liaison avec une préincubation des
coupes en BSA et en comparant deux dilutions d’Ac I tout en diluant encore davantage I'Ac Il (Tableau 2). Ce
dernier essai a confirmé que la dilution au 1/8000 de I'Ac I était associée & un marquage moins contrasté et un
bruit de fond plus important qu'avec la dilution au 1/10000 pour laquelle les sites d'injection étaient distinctement
observables avec peu de bruit de fond.

Quel que soient I'animal et le bloc d’encéphale, a I'exception du tronc cérébral, les différents essais ont conduit a
définir le protocole d'immunomarquage décrit dans la figure 5.

Le marquage du FR observé au microscope a fond clair, aprés validation du protocole, est apparu sous la forme
d'un précipité noir-violet formé par la DAB oxydée en présence de Nickel. Quelle que soit la région du
mésencéphale et dans les autres régions cérébrales étudiées, le marquage est net et sans bruit de fond. Il était
principalement localisé dans les varicosités des axones. Les fibres immunomarquées (Figure 6) sont de longueur
et de densité variables selon les régions étudiées. Des structures dites en « panier » ont été observées (Figure
6A). Il s'agissait de corps cellulaires négatifs formés par les varicosités qui entrent en contact avec ces derniers.
Plus rarement, des corps cellulaires marqués ont été observés (Figure 6B), en particulier a proximité des sites
d’injection.

Spécificité du marquage immunohistochimique anti-FR

Comme indiqué précédemment, deux tests ont été réalisés : le test d’omission de I'Ac I et le test d'inhibition par
saturation de I'Ac I® avec son antigéne.

Le test d’'omission de I'Ac I a été réalisé sur des coupes de tronc cérébral pour lequel un bruit de fond trés
important, un marquage aspécifique et I'absence de marquage de fibres avaient été constatés. En I'absence d’Ac
e, le marquage disparait laissant quelques précipités de DAB-Nickel visibles (Figure 7).

Le test d'inhibition a été réalisé sur des coupes incluant le site d'injection et sur des coupes de tronc cérébral plus
postérieures. Au niveau du site d'injection, le test d’inhibition entraine une baisse trés importante du signal pour
un animal (Brebis #42057, co-injecté FR-FG, Figure 8A, B) et une absence compléte de marquage pour un
animal (Brebis #42065, simple injecté FR, Figure 8C, D).

Discussion

Dans cette étude, nous avons voulu mettre au point le marquage immunohistochimique du FR chez la brebis.
Nous avons voulu tester cette mise au point sans utiliser la fluorescence du fait de I'auto-fluorescence due a la
présence de lipofuschines chez les animaux agés (Mochizuki et al., 1995). De plus, pour valider notre marquage,
nous avons aussi expérimenté différents tests de spécificité.

La mise au point a montré que le marquage le plus satisfaisant a été obtenu apres le choix, dans un premier
temps, de pré-incuber les coupes en albumine bovine sérique vs le sérum normal de mouton et dans un
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deuxieme temps, d’incuber les coupes avec I'Ac I concentré au 1/1000 et I'Ac Ile au 1/2000. Ceci peut
s'expliquer par le fait que la BSA et le SNM n'ont pas la méme action biologique. L'albumine est un additif connu
pour entrer en compétition avec les IgG, diminuer I'adsorption non spécifique des anticorps sur les coupes et
bloquer les sites réactifs éventuellement présents dans le tissu provenant, par exemple, des fixateurs (Garaud et
al., 2007). La dilution de I'Ac I préconisée par le fabricant n'a pas montré de bons résultats, avec la présence de
beaucoup de bruit de fond. Ce constat peut étre lié a 'espéce étudiée puisque la notice du fabricant fait référence
a des essais réalisés sur le rat et non sur la brebis, notre modéle d'étude. En modifiant la dilution de I'Ac I et
celle de I'Ac Il, nous avons pu réduire au maximum le bruit de fond et obtenir un contraste de marquage
satisfaisant. La présence de corps cellulaires (hors structures en panier) sur des coupes immunomarquées avec
le protocole validé peut s’expliquer par la possibilité que le traceur du FR ne soit pas exclusivement antérograde
comme discuté dans la littérature mais présenterait également un léger transport rétrograde (Hoover et al., 2012).

Pour vérifier la spécificité du marquage du FR, nous avons réalisé deux tests de spécificité. L'omission de I'Ac I
qui, peut étre considéré comme un contrdle négatif, a montré que I'Ac Il est pur et bien dirigé contre un antigéne
non présent a l'origine dans le tissu. Le test d'inhibition a montré des résultats proches pour les deux animaux.
Cependant, incubée préalablement avec I'anticorps saturé par son antigéne, la coupe d’un animal présentait une
absence totale de marquage contrairement au second animal qui en présentait en faible quantité. La coupe sur
laquelle le marquage a totalement disparu avec le test d'inhibition était un animal co-injecté FR-FG alors que
l'autre coupe avec du marquage en faible quantité provenait d’'un animal ayant regu seulement l'injection du FR.
Cela laisse a penser que le mélange FR-FG aurait peut-étre masqué certains épitopes.

Conclusion

L’ensemble de notre travail a permis de mettre au point et de valider le protocole d'immunomarquage du FR sur
du tissu cérébral de brebis. Grace a ce protocole fondé sur des essais et tests de spécificité sdrs, nous avons pu
décrire I'ensemble des structures neuronales recevant des connexions neuronales efférentes de la PAG
(structures du télencéphale, du diencéphale et du mésencéphale, Menant et al., 2018).
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Annexe 1 : Fiche technique Fluororuby®

MILLIPORE

CATALOG NUMBER:
LOT NUMBER:
QUANTITY:
DESCRIPTION:
APPEARANCE:
PURITY:

MOLECULAR WEIGHT:
EXCITATION PEAK:
EMISSION PEAK:
FILTER SYSTEM:
SOLUBILITY:
STORAGE/HANDLING:

TOXICITY:

METHODS REFERENCE:

REFERENCES:

upstate CHEMICON yA)rm

THE EXPERTISE OF UPSTATE®, CHMEMICON® AND LINCO*
15 NOW A PART OF MILLIFORE

FLUORO-RUBY®
AG335
NG1897008
30 mg
Fluoro-Ruby*®
Pink to crimson colored powder:

Thin layer chromatography using cellulose plates and a solvent system of acetonitrile and
water (6:4) revealed no detectable free TRITC dye

10,500

540 nm

600 nm

Standard TRITC filter.

Highly soluble in aqueous solutions.

The powder should be stored well sealed at room temperature or refrigerated. The liquid
solution can be stored at 2-8°C when not in use.

Although the compound appears to be of low toxicity, it has not been extensively evaluated and
therefore routine laboratory caution should be exercised. Not intended for human consumption.

Schmued, L., Kyriakidis, K., Heimer, L., In vivo anterograde and retrograde axonal transport
of the fluorescent rhodamine dextran-amine, Fluoro-Ruby, within the CNS. Brain Res., 526,
(1990) 127-134.

Bowyer, J.F. and Schmued, L., Fluoro-Ruby labeling prior to an amphetamine neurotoxic
insult shows a definitive massive loss of dopaminergic terminals and axons in the caudate-
putamen. Brain Res., 1075, (2006) 236-239.

AG335/12-JUL-2011/TM/Formatting

28820 Single Oak Drive « Temecula, CA 92590
Technical Support: T: 1-800-MILLIPORE (1-800-645-5476) + F: 1-800-437-7502
www.millipore.com
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Annexe 2 : Fiche technique de I'anticorps primaire (Anti-TRITC)
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