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PREFACE. 

Histochimie : terme de creation recente, qui exprime pourtant 

une aspiration profonde, bien que timide, des premiers histolo- 

gistes, celle de reconnaltre dans une cellule, par des reactions 

cbimiques appropriees, les differents produits qu’elle forme et 

transforme pendant sa vie, et d’en deduire une representation 

de son metabolisme. 

Pendant une longue periode — celle des coupes en serie et 

des colorations electives — ces preoccupations passerent a 
I’arriere-plan, pour faire place a d’autres, d’ordre purement 

morphologique. 

Ce fut le m^rite d’A. Prenant d’avoir, en 1910, reuni en une 

courte revue la somme de nos connaissances en Histochimie 

(qu’il appelait Microchimie) et d’avoir montre tout I’interet de 

telles etudes. 
Depuis lors, nombre de travaux histochimiques ont vu le 

jour, eparpilles dans de nombreuses revues d’acces parfois 

difficile, et consacres le plus souvent a un sujet limite et precis. 

Aucun ouvrage general n’a encore paru qui condense, en les 

soumettant a la critique, les documents publics jusqu’ici. 

C’est la t&che a laquelle M. Lison a consacre ses efforts. Comme 
le lecteur le verra, il ne s’est pas borne a faire de son travail 

un recueil de « recettes » histochimiques, classics en un ordre 

agr^ble et utile. II a cru devoir degeiger tout d’abord et mettre 

en pleine lumi^re les principes suivant lesquels une recherche 

histochimique doit etre conduite. C’est U un point capital sur 
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lequel personne avant lui n’avalt insiste fortement. Lorsqu’on 

passe au crible de la critique les documents accumules depuis 

une trentaine d’annees, on s’aper^oit en effet qu’un grand 

nombre de recherches histochimiques pecKent par la base, soit 

que leur auteur ne se soit pas rendu compte de la valeur des 

reactions proposees, soit qu’il n’ait pas delimite exactement les 

conditions de son emploi : localisant ce qui n’etait pas locali- 

sable, decelant ce qui n’etait pas decelable, distinguant Tune de 

I’autre des especes chimiques non discernables par la technique 

proposee. 

La partie speciale, ou M. Lison traite des precedes destines 

a mettre en evidence les differents corps ou functions chimiques, 

porte egalement sa marque personnelle. II y a condense le fruit 

d’une experience deja longue. 

Cette mise au point de nos connaissances histochimiques 

etait necessaire et sera la bienvenue. En I’acceptant dans cette 

Collection des Actualltes blologlques, M, Robert Levy a voulu 

fournir aux biologistes, dans le domaine de I’Histochimie, un 

guide et un stimulant. Je crois que cet espoir ne sera pas de?u. 

Pol G^:rard. 

Bruxelles, le 7 mai 1935. 



HISTOCHIMIE ANIMALE 
METHODES ET PROBLEMES 

PREMIERE PARTIE. 

HISTOCHIMIE GfiNERALE. 

CHAPITRE I. 

INTRODUCTION HISTORIQUE. 

L’Histochimie, que Tetymologie definit « la chimie des tissus est une 

science aussi vieille que THistologie elle-meme. A I’aurore de la Biologie 

moderne, les chercheurs, les « curieux de la nature » se trouyaient devant 

le triple probl^me des etres organises : le probleme de la structure, le 

probleme de la constitution, le probleme du fonctionnement; les deux 

premiers statiques, le troisifeme dynamique. II ne leur venait pas a I’esprit 

de dissocier fondamentalement ces trois grandes questions. Aussi peut-on 

dire que lorsque les travaux imperissables de Bichat eurent isole defini- 

tivement le concept de « tissu » se trouverent creees du meme coup 

THistologie descriptive, rHistochimie et THistophysiologie. BiCHAT 

n’etudiait-il pas, en effet, a propos de chacun des 21 tissus qu’il decrivait, 

« sa repartition dans les differentes parties de Torganisme, sa texture, ses 

proprietes, son action physiologique»? A vrai dire, dans Toeuvre de Bichat, 

on trouve peu de donnees proprement chimiques; mais la Chimie, a son 

epoque, itait encore trhs rudimentaire, Lorsque, plus tard, THistologie 

eut trouve sa technique dans I’emploi du microscope et son fil conducteur 

I 
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dans la theorie cellulaire, on n’en separa point Tetude de la chimie des 

tissus, pas plus que celle de leur physiologic. La penetration entre la 

Chimie organique et la Morphologic etait complete : THistochimie, 

cette partie de la science qui s’occupe de la constitution chimique des 

elements et des tissus, des substances qui les composent, de leur mode 

de penetration, de leur origine, de leur valeur dans les fonctions des elements 

et des tissus, de leur transformation, de leur substitution, de leur elimi¬ 

nation, etc. (Frey, 1871), formait une partie essentielle de Tetude des 

tissus, au meme titre que la description de leur structure. Jusque vers 

la premiere moitie du XIX^‘ siecle, tous les manuels et Iraites d’Histologie 

consacraient une place importante a la chimie tissulaire, ou, comme Ton 

disait a Tepoque, a la « description des elements et principcs mediats et 

mmediats de I’organisation ». 

Le celebre Traite d’Histologie de S. Henle, le plus important de cette 

epoque, etait intitule : Anatomic generate^ histoire des principcs immcdiais 

et elements du corps humain (Leipzig, 1841). Tous les ouvrages contempo- 

rains etaient con^us a peu pr^s sur le meme plan, qui revele bien la place 

que la chimie occupait dans les preoccupations des histologistes. Allant 

du simple au complexe, I’auteur etudiait successivement les substances 

qui concourent a la formation des cellules, puis les cellules, puis les 

tissus, enfin les organes. Ainsi le plan general du livre Anatomic de 

texture ou Histologic, de BuRGGRAEVE (1845) comprend, d’apr^s I’auteur : 

« les elements generaux de Torganisation, ceux qui leur sont communs 

avec les autres corps de la nature ('); 2^ les elements propres de I’organi- 

sation, ceux que les corps vivants se preparent a eux-memes au moyen 

des elements generaux (“); 3® les parties primaires de Torganisation, celles 

auxquelles la vie a deja imprime une existence individuelle 0^); 4® la conver¬ 

sion des parties primaires en parties secondaires (^); 5® la conversion des 

parties secondaires en systemes organiques. » 

Reciproquement, les Traites de Chimie physiologique, de « Zoochimie » 

accordaient une large place aux descriptions anatomiques. C’est ce qu’on 

observe, par exemple, dans le livre de MuLDERS : Versuch einer allgemeinen 

O C*est-a-dire les corps inorganiques. 

(®) Les corps organiques. 

(®) Les cellules. 

(^) Les tissus. 
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physiologischen Chemie (Brunswick, 1844), le troisieme volume du grand 

Traite de Chimie physiologique, de Lehmann (Leipzig, 1883), le Nouveau 

systeme de Chimie organique, de Raspail. Dans les memes pages de ces 

volumes, comme dans le remarquable Lehrbuch der physiologischen Chemie 

(Leipzig, 1866), de KuHNE, on trouve decrites la structure morphologique 

des tissus et leur composition chimique, telle qu’on la connaissait alors. 

II existait meme de veritables Traites de Chimie appliquee aux tissus, 

tels que le Traite de Chimie anaiomique, en quatre volumes de RoBIN et 

Verdeil et le Traite d’Histochimie de ScHLOSSBERGER : Die Chemie der 

Gewebe des gesammten Thierreichs (Leipzig-Heidelberg, 1856). 

Plus tard, Tetude de la chimie des tissus se separa de Thistologie propre- 

ment dite, quitta le domaine de la Morphologie, pour s’integrer dans la 

Physiologie. La Chimie anatomique devint la Chimie physiologique et finit 

par s’eriger en discipline independante. Comme le dit tr^s bien PoLlCARD, 

chacune de ces Sciences — THistoIogie et la Chimie biologique — se 

laissa dominer par sa technique. Elies utilisaient des techniques de plus 

en plus specialisees et trop diflerentes. Chacune d’elles prit son autonomic, 

avec ses techniques particuli^res et ses cadres specialises ». Cette scission 

s’accomplit vers le milieu du XIX^* siecle. Frey peut etre considere comme 

le dernier des histochimistes de la vieille ecole. Dans son ouvrage bien 

connu, Traite d'Histologie et d Histochimie, il se plaignait amerement 

que tous les nouveaux Traites d’Anatomic microscopique traitaient 

THistochimie en maratre. 

Lorsque les developpements techniques de THistologie — et surtout 

la methode des coupes et la pratique des colorations histologiques — 

imprimerent a celle-ci le merveilleux essor du debut de ce siecle, du 

meme coup, ils la firent se circonscrire plus elroitement encore dans le 

cadre morphologique; les preoccupations physiologiques et plus encore 

les questions de chimie pass^rent au second plan. L'Histologie devint 

une science purement formelle; on pouvait la considerer comme le type 

de la science descriptive, opposable aux sciences physiologiques. 

De cette conception par trop etroite, on tend nettement a revenir vers 

une idee plus comprehensive de THistologie — et c’est la une evolution 

feconde. L'histologiste contemporain ne se contente plus d’une s^che 

description de formes et de structures. Cette description n'est qu’une 

partie de Tetude de la matifere vivante; il veut Tharmoniser avec la recherche 

de sa constitution intime et avec Tobservation de son dynamisme fonc- 
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tionnel. L’objet de THistologie, il le con^oit comme une etude plus generale 

de Tetre vivant : structure, constitution, fonction. Dans le cadre des 

techniques necessitees par la recherche microscopique, il retablit les trois 

disciplines fondamentales de I’etude de I’etre vivant normal envisage en 

soi : de meme que dans le domaine macroscopique, il existe une anatomie, 

une physiologie et une biochimie, il existe une histologic descriptive, une 

histophysiologie, une histochimie. 

Mais cette Histochimie que Ton voit reapparaitre dans le cadre de 

FHistologie moderne diflere profondement de THistochimie d’il y a cent 

ans; elle en differe tellement que Ton peut dire que c’est une science toute 

recente, creee de novo, 

Ce n est pas tant que son but ou sa raison d’etre ait beaucoup change 

depuis cette epoque. La constitution chimique d’un organe, revelee par 

I’analyse biochimique normale, est une connaissance globale. L’histolo- 

giste, qui connait la complexite de structure de cet organe, qui la voit 

dans son microscope, voudrait preciser davantage. Il demande, non pas 

seulement le total d’un bilan chimique, mais aussi son detail. Il voudrait 

savoir, non pas seulement qu’il se trouve telle substance dans tel organe., 

mais oil elle s’y trouve. Et chacune de ces structures si fines qu’il est 

capable de distinguer, il voudrait en pouvoir determiner la constitution 

exacte. 

D’ou la raison d’etre de I’Histochimie : etablir en quelque sorte « I’image 

chimique » des tissus, des cellules. Cette raison d’etre est la meme aujour- 

d’hui qu’autrefois; et, par exemple, les lignes de Frey, qui datent de 1871, 

sont encore actuelles : « Rien de plus facile pour le micrographe que de 

distinguer, dans la cellule, cet element le plus ordinaire de I’organisme, une 

enveloppe, un contenu, un noyau, des nucleoles : I’analyse chimique est 

obligee de s’arreter en face de si petits details. La plupart des tissus, par 

leur nature composee, s’offrent presque toujours au chimiste sous la forme 

d’un assemblage d’elements multiples qu’il ne saurait separer avec les 

moyens qu’il a a sa disposition. » 

Ce qui fait differer profondement I’Histochimie moderne des anciennes 

recherches, ce sont a la fois les methodes et les r^sultats. L’Histochimie 

vieille manifere n’etait en somme qu’une partie a peine specialisee de la 

Chimie biologique et se servait des methodes memes de celle-ci. Dans 

un cas comme dans I’autre, il s’agissait tout d*abord d’isoler des substances 

a I’etat de purete, puis d’en effectuer I’analyse par les methodes classiques 
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de la Chimie. En Chimie physiologique normale, on operait sur des organes, 

voire sur des organismes entiers; dans le cas d’une recherche histochimique, 

on travaillait sur un tlssu ou meme sur des cellules que Ton isolait comme 

on pouvait. Mais, dans tous les cas, I’operation comprenait en principe 

la destruction totale de la structure tissulaire. 

L’Histochinmie moderne, au contraire, exige fondamentalement que la 

structure soit respectee. L’analyse histochimique doit etre conduite de 

telle sorte que I’identification chimique soit effectuee au sein meme du 

tissu, sans que la morphologie en soit changee. Elle estime en effet que 

le but meme de THistochimie, « la decouverte des constituants des tissus 

par les moyens chimiques (Mann), ne peut etre rempli que si la locali¬ 

sation des substances etudiees est integralement respectee et done la 

structure du tissu intacte. L’Histochimie est done — pour employer un 

terme assez peu harmonieux mais adequat, cree par H. Voss — une 

veritable « histotopochimie ». 

Ces exigences necessitent evidemment des techniques particulieres; 

et il suffit d*un coup d’oeil meme superficiel pour voir combien THisto- 

chimie actuelle differe de THistochimie des anciens auteurs. On n’utilise 

plus comme auparavant les m^thodes de la Chimie analytique. On n’essaie 

pas d’isoler ni de purifier la substance etudiee, au prix d’un travail souvent 

long et delicat; bien au contraire, on s’efforce par tous les moyens de ne 

pas la separer des structures avoisinantes. 

A difference de methodes, difference de resultats. En premier lieu, 

THistochimie est une science purement qualitative; e’est evident, sans 

grandes explications. Mais, de plus, dans Tetat actuel de son developpe- 

ment, elle ne peut gu^re pretendre a autre chose que d’identifier des 

fonctions chimiques et non pas des individus chimiques. Elle ne peut 

encore etablir de fa^on precise la formule de constitution developpee de 

chaque element morphologiquement present dans le cytoplasme. Elle 

doit se borner dans la plupart des cas a identifier des groupes de substances, 

non pas des substances parfaitement definies. Par exemple, Thistochimiste 

ne cherchera pas a distinguer si telle substance qu’il etudie est Tether-sel 

glyc^rique de I’acide stearique ou bien celui de I’acide palmitique; il 

sera satisfait s’il peut prouver qu’il a affaire a un glyceride en general. 

On verra, dans le cours de cet ouvrage, que beaucoup des reactions des 

histochimistes sont bien en realite des riactions de groupe, 

Diff^rente par son esprit, par ses methodes, par ses resultats de Fancienne 
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chimie des tissus, rHistochimie moderne s’est done constituee en science 

propre, entl^rement nouvelle. On pent done la considerer a bon droit 

comme une science jeune, encore tres peu evoluee. Assurement, elle a 

deja permis d etudier avec fruit et de resoudre d’interessants probl^mes. 

dependant, au fur et a mesure qu elle progresse, se posent en bien plus 

grand nombre des problemes nouveaux, bien plus ardus, bien plus compli- 

ques, et ce qui a ete fait apparait comme une bien petite chose a cote de 

ce qui reste a faire. Par une critique impitoyable des methodes actuellement 

utilisees, par une amelioration des techniques, on peut estimer que 

rHistochimie pourra encore realiser des progres considerables et parvenir 

a des resultats importants et d’ordre general. Certainement, I’horizon 

recule devant nous au fur et a mesure qu’il s’elargit, et de nouveaux 

problemes surgissent avant meme qu on ait pu resoudre ceux qui se 

posaient; mais n’est-ce pas la, a la fois, la raison et Tavenir de toute 

science ? 

INDEX BIBLIOGRAPHIQUE. 

Ouvrages generaux d’Histochimie oii renfermant des considerations gcncrales sur 

rHistochimie : 

Hertwig (G.), Histochemischc Methoderu in Von Mollendorff's Hbd. der mikr. Anat. 

des Mensch. : I. Lebendige Masse (Berlin, Springer, 1929). — Herxheimek, Technik der 

pathologisch'histologisch Untersuchimgen (Wiesbaden, 1912). — Jolly (J.), Uhistophysio- 

logic et les tendances modernes de 1'Histologic, 1926 (Paris medic., 16, p. 445). — Klein, 

Praktik^rn der Histochemk (Berlin, 1929). — Macallum (A. B.), Die Meihoden and 

Ergebnisse der Mikrochemie in der biologischen Forschung (Erg. Physiol., 7, 1908, p. 552); 

Die Methoden der biologischen Mikrochemie. Hbd. der biochem. Arbeitsmethoden (Berlin, 

Urban et Schwarzenberg, 1912). — Mann, Physiological Histology. Methods and Theory 

(Oxford, 1912). — Parat (M.), a review of recent developments in histochemistry (Biol. 

Rev., 2, 1927, p. 285). — Patzelt (V.), Animale Histochemie, in Fortschritte der Mikro¬ 

chemie (Leipzig, Deuticke, 1928). — pRENANT (A.), Mithodes et resultats de la Microchimie 

(Jl. Anat. Physiol,, 46, 1910, p. 343); UHistochimie (ReV. gin. Sc., 32, 1921, p. 581). — 

PoLlCARD (A.), Considerations sur rHistochimie (Bull. Ass. Anat., I, 1933). — RoMElS (B.), 

Histochemische Methoden, in Taschenbuch d. mikr. Techn. (Munich, Oldenburg, 1932); 

Histochemische Methoden, in Methodik d. wiss. Biol., I (Springer, Berlin, 1928). — 

Turchini (J.), Lavenir de la recherche histologique (Disc, de recept. a I'Acad. des Sc. et 

Lettres Monftpellier), in Languedoc medical, II, 1928, p. 214. 



CHAPITRE II. 

LES CONDITIONS D’EXACTITUDE DE L’ANALYSE HISTOCHIMIQUE 

I. CONDITIONS MORPHOLOGIQUES. 

LE PROBLEME DE LA FIXATION HISTOCHIMIQUE. 

L’Histochimie, science morphologique par certains cotes, science 

chimique de Tautre, doit a la fois participer des methodes de ces deux 

disciplines. Et c’est cela qui rend souvent sa tache extremement difficile. 

En effet, la recherche histochimique d’une substance dans un tissu doit 

satisfaire a deux sortes d exigences; les unes morphologiques : la conser¬ 

vation exacte de la localisation de la substance recherchee — ce qui entraine 

comme corollaire, le respect de la forme des tissus; les autres, chimiques : 

la mise en evidence de fa^on adequate et specifique de la substance envisagee. 

Une analyse histochimique ne pourra etre consideree comme exacte que 

si elle satlsfalt pleinement a ces conditions. 

A rheure actuelle, il y a encore malheureusement bien des cas ou la 

sagacite du chercheur se trouve dejouee et ou Ton ne parvlent pas, soit a 

maintenir rigoureusement la localisation de la substance recherchee, soit 

a la caracteriser chimiquement avec certitude. Des lors, on doit se rendre 

compte exactement de la situation; on doit s’avouer qu’on fait peut-etre 

de THistologle, ou qu’on fait peut-etre de la Chimie, mais qu’on ne fait 

pas d’Histochimie. 

On veut, par exemple, rechercher histochimlquement I’uree. L’uree 

est tr^s aisee a identifier par une reaction tres sensible et caracteristique : 

avec le xanthydrol en solution dans I’acide acetique, elle forme un precipite 

insoluble de dixanthyluree, tres facllement reconnalssable. Cependant, 

la recherche histochimique de I’uree est sans valeur. En effet, I’uree n’existe 

dans les tissus qu’i I’^tat dissous. II s’agit done de la precipiter in situ 

dans la position exacte ou elle Se trouvait sur le vivant. Cette precipitation 

in situ est impossible : lors de la fixation, le xanthydrol, molecule tr6s lourde 
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et peu diffusible, ne peut penetrer assez vite dans le tissu pour precipiter 

certainement en place Turee, molecule extremement diffusible, une des 

plus diffusibles que Ton connaisse parmi les substances organiques. De 

plus, en milieu colloidal, — et qui plus est, en milieu colloidal en pleine 

denaturation (par Taction de Tacide acetique), — la precipitation se trouve 

grandement influencee et des transports de substance peuvent s’ensuivre. 

Dans ce cas, les conditions chimiques de recherche d’une substance sont 

remplies, mais les desiderata morphologiques ne sont pas realises. On a 

fait de la chimie, non dans un tube a essai, mais dans une piece anatomique; 

mais cela n’est pas faire de Thistochimie. 

II arrive d’autre part que, sur des elements intra-cellulaires dont la 

localisation est sure, on applique des reactifs sans valeur signaletique, 

sans specificite chimique bien tranchee. Dans ce cas, on fait de Thistologie 

descriptive, mais pas de Thistochimie. Et si Ton peut, au moyen de ce 

reactif, distinguer Tune de Tautre deux structures ou deux especes cellu- 

laires, on aura effectue des discriminations d’ordre histologlque, peut-etre 

precieuses en morphologic, mais auxquelles on ne peut attribuer de signi¬ 

fication chimique. II est parfaitement legitime de distinguer des structures 

par le fait qu’elles « prennent » ou ne « prennent » pas les colorants a base 

d’hematoxyllne, mais il ne faut pas en dedulre, comme le fait GuTSTEIN, 

que les premieres sont composees de « lipoides acides uniquement 

parce que leur colorabilite est annihilee par un traltement a Talcool 

acidule. 

II importe done, avant d’etudier dans le detail les reactions speciales 

proposees en vue de la recherche histochimique des differents corps 

chimiques, de preciser les conditions generales dans lesquelles doit etre 

effectuee une reaction histochimique pour qu’on puisse la considirer 

comme exacte. 

Ces conditions sont de deux ordres, avons-nous dit deja. Nous etudierons 

plus specialement dans ce chapitre les conditions morphologiques et 

r&erverons pour le chapitre suivant les conditions chimiques. 

♦ 
* * 

La condition morphologique essentielle de THistochimie est me locali-^ 

sation topographique exacte et precise de^la substance it rechercher; et 

comme cette localisation ne peut etre reconnue que si les rapports avec les 
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elements cytologiques ambiants sont parfaitement conserves, cette condi¬ 

tion entraine comme corollaire Vintegrite structurale du tissu etudie. 

La perfection sera done attelnte lorsque : la substance etudiee sera 

conservee a I’endroit oil elle existait sur le vivant; 2^ lorsque le tissu sera 

histologiquement fixe de fa^on optimum. 

En definitive, le probleme morphologique de THistochimie se ramene 

a la question de la fixation. Celle-ci aura un double effet : fixer la substance 

in loco et fixer le tissu au sens histologique du mot. 

II importe, tant au point de vue theorique que pratique, de distlnguer 

deux cas. Dans le premier, la substance a etudier bistochimiquement se 

trouve a I’etat figure dans le protoplasme et la fixation devra simplement 

en assurer la parfaite conservation. 

Dans le second, la substance se trouve a Tetat dissous dans les humeurs 

ou le sue cellulaire et la fixation devra en outre la precipiter in loco », 

I. — Fixation histochimique des substances figur^es 

ou EXISTANT en liaison AVEC UN SUBSTRAT FIGURE. 

C’est evidemment lorsque la substance a etudier se trouve preformee 

a Tetat figure que les difficultes sont les moins grandes. 

II suffit, en effet, de choisir un fixateur qui ne dissolve pas, qui n altere 

pas la substance recherchee, et qui ne renferme pas de produits dont les 

reactions interf^rent avec celles de la substance en question. Ce sont la 

des choses evidentes a priori, Ainsi, si Ton veut rechercher des corps 

gras, il faudra eviter les fixateurs a base d’alcool, qui les dissolvent. Si 

Ton veut differencier les differents corps gras les uns des autres, il faudra 

eviter de les laisser sejourner trop longtemps dans des solutions formolees, 

qui les alt^rent. Si Ton veut rechercher les elements mineraux in toto 

dans un tissu, on devra fixer dans un liquide exempt de toute matifere 

minerale, car les substances inorganiques du fixateur se confondraient 

avec celles du tissu lui-m|me. 

Ces desiderata — d’ordre negatif, puisqu ils ne visent que la suppression 

d*agents defavorables a la bonne conservation de la substance recherchee — 

se comprennent d’eux-memes. 

En revanche, d’autres conditions encore sont necessaires pour obtenir 

une fixation histochimique optimum, et celles-ci sont tres souvent 

miconnues. 
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11 jaui ioujours choisir, parmi les fixateurs possibles, les fixateurs histolo- 

giquement les meilleurs, Cette condition est importante, et elle Test d autant 

plus que la recherche demande plus de finesse : pour une simple localisa¬ 

tion topographique, un fixateur mediocre pourra donner des resultats 

passables; pour une localisation cytologique, une fixation cytologique 

impeccable est de rigueur. 

Beaucoup d’histologistes, lorsqu’ils veulent effectuer une etude histo- 

chimique, croient bien faire en s’adressant a des fixateurs dits « indiffe- 

rents » (?). Le plus souvent, ils choisissent Talcool absolu ou bien le formol. 

Ils ont crainte d’employer les fixateurs reconnus les meilleurs en technique 

histologique. C’est la une erreur. A. Prenant, le premier, a insiste sur 

ce point. « Toutes les fois qu’on pourra le faire sans inconvenient, c’est 

au contraire a ces derniers (les agents fixateurs les plus fideles de la technique 

histologique) qu’il faudra s’adresser de preference. Les observations de 

IVJiit’ Asvadourova sur la presence du fer dans les cellules pigmentaires 

des Amphlblens sont instructives a cet egard. Pour obtenir plus surement 

la reaction C), elle ne s’etait adressee d’abord qu’a des pieces fixees par 

I’alcool, Talcool absolu-chloroforme ou le formol. Dans ces conditions^ 

les coupes offraient, a cote d’enclaves bleues suffisamment delimitees, des 

plages diffusement colorees. En employant au contraire des pieces bien 

fixees par les liquides de Flemming ou de BouiN, ces plages diffuses se 

sont montrees extremement rares. L’existence de ces dernieres etait due 

evidemment a une fixation defectueuse. » Malgre ces donnees, la plupart 

des manuels techniques actuels conseillent encore de rechercher le fer 

sur des pieces fixees a I’alcool absolu et meme sur des pieces non fixees. 

C’est meconnaitre le principe ci-dessus enonce. En effet, le liquide de 

BouiN, par exemple, fixe les tissus incomparablement mieux que I’alcool 

— qui est un des plus mauvais fixateurs qui existent — et n’influence 

aucunement la detection du fer. 

Void un autre exemple : la qualite de la fixation cytologique joue un 

role important dans la recherche de I’acide thymonucldque par la reaction 

nucleale. 

Le fixateur original de Feulgen-Rossenbeck — une solution satur^e de 

sublime — considere comme « indifferent » chimiquement vis-a-vis des 

O La reaction du bleu de Prusse. 
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nucleines, produit une forte vacuoHsation et un gonflement des chromo¬ 

somes (Berg, Bauer). 

C’est apres une fixation au Champy ou au Flemming-Heitz (Flemming 

sans acide acetique), qui comptent parmi les meilleurs fixateurs de la 

chromatine, que leur structure se conserve le mieux et supporte le mieux 

les manipulations de la reaction. Apres le Zenker, le Helly, le BouiN- 

Allen, bons fixateurs de la chromatine, mais non les meilleurs, Thydrolyse 

necessaire k la reaction produit un leger gonflement des chromosomes. 

Apr^s le Carnoy ou le Petrunkevitsch, on a un fort gonflement; on notera 

que ces deux derniers fixateurs ne sont pas de bons fixateurs nucleaires 

(Bauer). 

La necessite d’employer, parmi les fixateurs possibles, les fixateurs 

histologiquement les meilleurs trouve sa justification dans differenles 

considerations. 

En premier lieu, la localisation d’une substance au sein du cytoplasme 

ne peut s’effectuer que si le cytoplasme lui-meme est bien fixe. Pour 

etudier par exemple les rapports d’une enclave ferrugineuse avec le chon- 

driome, encore faut-il que celui-ci soit conserve. 

D’autre part — et ceci semble plus important — la conservation de la 

substance recherchee elle-meme peut souvent dependre de la fixation au 

sens histologique du mot. 

II y a des substances qui sont figurees dans le cytoplasme parce qu’elles 

y sont reellement insolubles, les cristaux de guanine par exemple. Mais 

ce fait est assez exceptionnel. Beaucoup de substances qu’on trouve a 

Tetat figure dans le cytoplasme sont en realite solubles, soit dans les fixateurs, 

soit dans les liquides servant a Tinclusion; elles sont pourtant parfaitement 

conservees, parce qu’elles sont liees, adsorbees en quelque sorte par un 

substrat figure, generalement prot^ique. Dans ce cas, la fixation de la 

substance recherchee dependra de la fixation histologique da substrat qui la 

supported 

II est aise de trouver des exemples typiques de ce comportement. 

Lorsqu’un colorant colloidal acide, par exemple le bleu de trypan, est 

athrocyte (’) par une cellule du systeme reticulo-endothelial, il se « colle 

solidement sur du materiel cellulaire, probablement proteique. Apres 

(^) Le terme « athrocytose » cree par liimiAN, repris par GfeUARD et Lordteh, 

traduit le terme allemand «speicherung ». 
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fixation histologique, ce complexe devient pour ainsi dire indissociable; 

le colorant, pourtant soluble dans Teau et dans Talcool, ne peut plus en 

etre extrait, et les granules visibles dans les cellules resistent aux traite- 

ments les plus energiques. Cette fixation du bleu de trypan depend de la 

quailte de la fixation des protides tissulaires en general et la localisation 

du colorant est d’autant plus exacte que le fixateur est histologiquement 

meilleur. Pfuhl a montre que le formol, souvent recommande pour la 

fixation des colorations vitales au bleu de trypan, conduit a des resultats 

faux. Souvent, par la fixation au formol. de fines granulations se decolorent; 

de plus, le colorant diffuse et va impregner d’autres structures, incolores 

in vivo. Le formol, mediocre fixateur histologique, fixe done mal les granu¬ 

lations de bleu de trypan athrocyte. Pour obtenir une bonne fixation de 

celles-ci, on emploiera de preference le SuSA, le BouiN, par exemple. Ces 

fixateurs, notons-le bien, ne precipitent pas le colorant in vitro; seule- 

ment, ils ont un grand pouvoir coagulant envers les protides des cellules 

et comptent parmi les meilleurs fixateurs histologiques generaux. 

La fixation du colorant est done assuree, non pas parce qu’il est insoluble 

dans les liquides utilises, mais parce qu’il est lie a une proteine. De la. 

qualite de fixation de celle-ci dependra done la qualite de la fixation 

du bleu. 

Ce qui est vrai pour le bleu de trypan, Test aussi pour de nombreuses 

substances existant a I’etat figure dans le cytoplasme. Presque toujours, 

leur fixation est assuree grace a I’intermediaire d’une albumine cellulaire. 

Nous devons done nous clever avec force contre la preference souvent 

donnee aux fixateurs « indifferents », et qui ne sont d’ailleurs pas si indiffe- 

rents qu’on ne le dit; nous devons de meme reagir contre la tendance a 

effectuer des reactions histochimiques sur des tissus frais, lorsqu’il y a 

moyen de les effectuer sur des tissus fixes. Le probl^me de la fixation en 

Histochimie n’est pas autre chose que le probleme de la fixation histologique 

en general, 

II. — Fixation des substances non figures. 

Lorsque la substance que Ton veut rechercher histochimiquement se 

presente dans le cytoplasme, non a Tetat figure, mais a I’etat dissous, le 

probleme se pr^sente tout autrement. Le fixateur doit en effet pr^cipiter 

la substance sous une forme insoluble et cette precipitation doit s effectuer 

rigoureusement « in situ », 
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Trouver un liquide precipitant integralement une substance donnee 

n’est pas chose bien compliquee et Ton verra dans la partie de cet 

ouvrage consacree a rJHistochimie speciale que de nombreuses formules 

ont ete proposees pour les differentes substances a mettre en evidence. 

En revanche, on doit se demander si la precipitation ainsi obtenue est 

rigoureusement precise au point de vue topographique. 

La question est importante, tout specialement en Histophysiologie. Si 

Ton vent, par exemple, etudier relimination renale des chlorures ou de 

Turee, on est bien oblige de precipiter ceux-ci sous forme de combinaison 

insoluble; leur excretion s’effectue toujours sans apparition de stades 

figures 0). Si la precipitation ne s’est pas effectuee exactement a Tendroit 

oil la substance se trouvait, Timage visible sur les coupes sera trompeuse 

et la theorie de Thistophysiologie renale qu on en tirera sera sans base. 

Apr^s avoir longuement scrute la question, nous devons nous resoudre 

a declarer que la precipitation in situ d’une substance dissoute dans les 

tissus est extremement aleatoire. Dans I’etat actuel du problfeme, aucune 

substance cristalloide soluble n’a pu etre localisee de fa^on satisfaisante, 

a moins de preexister sous forme figuree ou d’etre en liaison adsorptive 

avec un element protoplasmique quelconque fonctionnant en quelque 

sorte comme « support». 

On doit meme dire plus : les methodes de precipitation par des fixateurs 

liquides, telles qu’on les a pratiquees jusqu’ici resteront toujours forte- 

ment suspectes. Nous n’avons plus gu^re d’espoir qu’en de nouvelles 

techniques, malheureusement fort complexes, comme la methode de 

congelation d’ALTMANN-GERSH. 

Notre opinion pourra paraltre severe. Nous nous attacherons a la 

justifier. 

Tout d’abord, pour que la precipitation s’eflectue in loco, il faut que le 

r^actif soit parvenu sur place avant que la substance a precipiter s’en soit 

eloign^e. Cette condition n’est le plus souvent pas realisee. Elle ne Test 

jamais lorsque la pifece k etudier est simplement prelevee et plongee dans 

le fixateur choisi. Tous les fixateurs, quels qu’ils soient, ne penfetrent que 

O Nous voulons dire par la. qu’au cours de Texcretion, il ne leur arrive jamais de preci¬ 

piter dans le cytoplasme sous forme de combinaison insoluble. Bien entendu, nous ne 

pr^tendons pas que leur excretion ne peut s’accompagner de modifications dans les 

6l^ments figures du cytoplasme lui-m6me, tels que le chondriome, I’appareil de Golgi, etc. 
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lentement dans les tissus et n’y progressent qu a raison de quelques 

millimetres au plus par heure. Inutile done d’essayer d’effectuer une preci-- 

pitation in loco en immergeant simplement une .piece dans le reactif; 

les resultats obtenus par une technique aussi grossiere seraient absolument 

inexacts. 

On pourrait esperer obtenir des resultats convenables en portant le 

fixateur aussi rapidement que possible aux cellules. On a preconise souvent 

d’injecter le fixateur dans Torgane a etudier par voie arterielle et beaucoup 

ont considere ce procede comme satisfaisant a priori : le fixateur ne 

vient-il pas immediatement a proximite des cellules a fixer? Un autre 

procede consiste a congeler le tissu frais et a y pratiquer des coupes 

par congelation avec un microtome dont le rasoir est egalement refroidi. 

Les coupes, encore congelees, sont immediatement plongees dans le reactif 

precipitant. L’epaisseur des coupes etant tres minime (10 a 20;^), le 

reactif, dans la pensee des experimentateurs, parvient tres vite a Tlnterieur 

meme des cellules. Cette methode, largement utilisee deja par MoLGAARD 

et Macallum, a trouve un regain d actualite par les perfectionnements 

qui lui ont ete apportes par Schultz-Brauns. 

En realite, aucune de ces methodes ne peut donner de resultats satis- 

faisants en Histochimie. Des que Ton s’adresse a des tissus et non a des 

cellules isolees, on n’arrive pas a porter le reactif suffisamment vite aux 

cellules. Alors que la substance a rechercher est presque toujours une 

molecule leg^re, tres diffusible (ions chlore, iode, potassium; uree), le 

reactif precipitant est presque toujours une molecule lourde, peu diffu¬ 

sible (sel d’argent, de palladium, cobalthexanitrite de Na, xanthydrol). 

Inevitablement, la substance a rechercher sera sortie de la cellule avant 

que le reactif y soit entre. De plus, comme Tagent precipitant utilise est 

presque toujours un reactif precipitant egalement les proteines, il bloque 

le passage devant lui en coagulant les materiaux constitutifs des cellules 

et s’oppose lui-meme a sa propre penetration. 

Qu’on ne croie pas que nous exagerions a plaisir les difficultes. L’expe- 

rimentation nous montre le bien-fonde de ces objections. 

Voici quelques exemples : il est aise, par Tobservation intravitale ou 

supravitale, de localiser les colorants vitaux, tels que le rouge neutre. Le 

rouge neutre est precipitable integralement par un grand nombre de 

reactifs. Or, toutes les tentatives effectuees jusqu*ici pour le precipiter 

integralement in loco et en obtenir des preparations durables ont ^chou^. 
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exception faite pour certaines colorations vitales de cellules isolees. Pour- 

tant, les essais ont ete nombreux (Przesmicky, Golovine, Colombo, 

VoNwiLLER, Skraup, Mitamura, Hu, Tcheou-Tai Chuin, Arnold, et 

d’autres). De meme, des essais nombreux de Gerard et CoRDlER, auxquels 

nous avons nous-meme participe, nous ont convaincu qu’il etait impossible 

de fixer convenablement les colorants acides non athrocytables pendant 

leur elimination renale. Pourtant leur precipitation, in vitro, est aisee. 

Pour qu’un colorant soit « fixable >, il faut qu’il soit en liaison avec un 

substratum dans la cellule; dans ce cas, comme nous Tavons dit a propos 

des etudes de Pfuhl, sa fixation est assuree, non par sa propre precipitation, 

mais par celle du substrat proteique auquel il est rattache. Si le colorant 

est a Petat fibre, il est impossible d’empecher sa diffusion, avant que le 

reaciif Pait precipite. 

Void encore un exemple : les marques colorees au bleu de Nil ou au 

brun Bismarck, si utilisees depuis VoGT en Embryologie, sont faciles a 

fixer histologiquement sur les oeufs d’Amphibiens. L’observation montre 

que la, le colorant se localise sur le vitellus et sur les grains de pigment. 

Mais lorsque ces substrats figures manquent, comme, par exemple, chez 

Poeuf dc Truite, la fixation histologique des marques vitales est impossible 

(Pasteels, communication personnelle). Et cependant, on ne manque pas 

de reactifs precipitant ces colorants. 

A des conclusions identiques aux notres arrivent Gersh et Stieglitz, 

a propos de la detection histochimique des iodures. Si Pon perfuse un 

animal prealablement injecte d’iodures par un reactif precipitant ceux-ci, 

le precipite est nettement localise autour des vaisseaux; cela demontre 

evidemment que Piodure a voyage a la rencontre du reactif. Si Pon congde 

la piece par le C0‘^ solide, qu’on coupe par congelation et qu’on resolve 

les coupes congelees dans le reactif precipitant, — ou bien si Pon congde 

par Pair liquide, d^shydrate dans le vide a — 20^, pratique une inclusion 

a la paraffine (procede Gersh-Altmann) et qu’on plonge les coupes 

dans le reactif precipitant, — on obtient un resultat decevant : le 

precipite se forme, mais il se forme en dehors de la coupe, dans 

le liquide ambiant. L’iodure a diffuse de la coupe plus vite que le 

reactif n’a pu y penetrer, meme quand il s’agit de coupes n’ayant pas 

plus de 5 d’epaisseur! 

On le voit done, il est impossible d’obtenir une precipitation rigoureu- 

sement topographique d’une substance dissoute dans le cytoplasme, car 
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on ne pent jamais faire parvenir le reactif avant que la substance ait pu 

etre mobilisee. 

On peut cependant se demander si, en operant de fa^on tres soigneuse, 

on ne peut reduire cette cause d’erreur a un minimum et ainsi obtenir des 

resultats approximatifs mais acceptables. 

Meme dans cette hypothese, d autres Influences perturbatrices viennent 

s’ajouter et enlever toute valeur au resultat final. Admettons que le reactif 

parvienne a la substance dans un moment assez court pour que la locali¬ 

sation n’en soit que peu troublee. Encore faut-il que la precipitation 

s’effectue instantanement et au lieu meme ou la rencontre s’effectue. 

Or, rien n’est moins certain. Assurement, dans des tubes a essai, on peut 

verifier si Taction du reactif est blen instantanee; seulement, cela n’a 

aucune signification. En milieu colloidal — et le milieu cellulalre Test 

evidemment — les phenomenes de precipitation sont fortement troubles. 

La precipitation peut etre retardee, et parfois dans des proportions enormes : 

Taddition de colloides est d’ailleurs un moyen tres souvent utilise en 

technique et dans I’industrie pour retarder les precipitations. 

En outre, la precipitation en milieu colloidal prend des caracteres. 

tr^s speciaux; frequemment, se produisent des precipitations periodiques, 

dont les anneaux de LlESEGANG constituent le type le plus connu. On salt 

en quoi consiste ce remarquable phenomene : dans un gel oil une substance 

se trouve repartie uniformement, la penetration d’un reactif precipitant 

produit un precipite a allure perlodique. Au lieu d’obtenir un precipite 

reparti uniformement dans le gel, on aboutit a des figures a allure concen- 

trique : des zones de precipitation dense alternent avec des zones ou aucun 

precipite ne se forme. II y a eu en quelque sorte deplacement de substance 

pendant la precipitation. 

Dans des milieux proteiques comme ceux qui constituent les tissus, 

Tintroduction d’agents precipitants peut produire des pr4cipites perio¬ 

diques et des anneaux de LlESEGANG. Un exemple est connu de tous les 

histologistes : ce sont les lignes de Frommann (1864). Ces figures se 

produisent lorsqu’on effectue sur le frais une impregnation argentique de 

fibres nerveuses a myeline. Ce sont des stries parall^Ies entre elles, perpen- 

diculaires a Taxe de la fibre nerveuse, se dessinant en noir sur le cylindre 

axe, de part et d*autre des etranglements de Ranvier. Elles sont produites 

par la diffusion du sel argentique, ayant pen^tre au niveau de I*etrangle^ 

ment et se propageant le long du cylindre axe, entre celui-ci et la gaine 



HISTOCHIMIE AKIMALE. M^THODKS ET PBOBLEMES. 17 

de myiline. Macallum et Menten expliquaient les lignes de Fromman 

par Texistence de formes metastables et labiles du sel d’argent. En reality, 
il s’agit d’une precipitation periodique du type des anneaux de LlESEGANG. 

Macallum lui-meme a rencontre de telles figures en essayant de localiser 
les chlorures dans les tissus en les precipitant au moyen de sels d’argent; 

il les trouve d’ailleurs, non seulement dans les tissus nerveux, mais ^gale- 

ment dans des fragments de foie, de muscle, d’estomac, etc. Lloyd a 
reconnu que, dans les plantes, une localisation precise du potassium etait 
impossible, a cause de la formation d’anneaux de LlESEGANG : en revoyant 

le memoire de Macallum sur la recherche histochimique du potassium, 

nous avons retrouve dans les figures qui I’illustrent des exemples absolu- 

ment typiques de ce phenomene; I’auteur ne semble pas d’ailleurs s’etre 
apergu du fait. 

Les deplacements de substance sous forme d’anneaux de LlESEGANG 

ne sont d’ailleurs pas les seuls possibles. Les anneaux de LlESEGANG 

frappent par leur caractere rythmique. Cependant, quand toutes les 

conditions necessaires pour les former ne sont pas realisees, on peut 

obtenir des d^placements de substance s’elfectuant de fa^on anarchique 
en quelque sorte. C’est ainsi qu’on peut obtenir, a partir d’une substance 

uniformement repartie dans un gel, de gros precipites epars et fort distants 

les uns des autres, au lieu d’un fin precipite serre et uniformement reparti. 

Dans ce cas, qui parait assez frequent, le deplacement parait s’etre effectu^ 

au profit des particules precipitees en premier lieu, agissant comme 

centre d’attraction. Agissent egalement tres souvent comme centres 

d’attraction lors de la precipitation des structures preformees de la cellule : 
ainsi, lors de tentatives effectuees pour precipiter des substances dans les 

tissus, on voit frequemment le precipite se localiser de preference au 

contact de membranes cellulaires ou d’interfaces cellulaires, a la peri- 

phene de la lumifere d’un tube, a la surface de basales. Ce sont la des 

indices nets d’irregularites graves dans la precipitation. 

R^sumons ; nous croyons impossible la precipitation in loco d’une 

substance dans un tissu, lorsque cette substance existe simplement a 

r^tat dissous et n’est pas en liaison avec un substrat figure (ou precipi- 
table a I’^tat figur^) de la cellule. Dans ce cas, en effet, le reactif ne peut 

parvenir assez vite k la substance et, meme s’il y arrivait, la precipitation 

ne s’effectuerait ni instantan^ment ni localement, parce que se produisant 

en milieu colloidal. 

IJ80N 
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CHAPITRE III. 
LES CONDITIONS DTXACTITUDE DE L’ANALYSE HISTOCHIMIQUE : 

2. CONDITIONS CHIMIQUES. 
HISTOCHIMIE ET ANALYSE CHROMATIQUE. 

Les conditions morphologiques de Tanalyse histochimique ayant ete 

definies dans le precedent chapitre, il nous reste a en examiner les condi¬ 

tions chimiques. 

La condition fondamentale que Ton dolt exiger a ce point de vue d’une 

methode histochimique, c est qu’elle soit une methode chlmique. Verite 

de La Palisse, en apparence, mals trop souvent meconnue! 

Quoique Ehrlich, Mann, Prenant, Policard, Parat et d autres aienl 

deja insiste sur ce sujet, il nous parait bon d’y revenlr, afin de prevenlr 

de facheux malentendus. 

L'Histochimie, ne constituant en somme qu’une application tres speciale 

de la Chimie analytlque, doit avoir recours aux methodes memes de 

celle-ci, convenablement adaptees aux conditions speciales de I’etude 

microscopique des objets. 

L’identification de la substance s’effectuera done, comme on le ferait 

en Chimie analytique qualitative, soit par la determination de constantes 

physiques caract^ristiques — solubilite dans les differents solvants, action 

sur la luml^re polarlsee, fluorescence, absorption selective du spectre, etc. •' 

soit par la recherche de reactions chimiques specifiques. Dans les deux 

cas, la methode a utlliser sera calquee sur celle que Ton emplole dans le 

domaine macroscoplque, et la difference portera plus sur les modalites 

que sur le princlpe. Les reactions histochimiques doivent done pouvolr 

etre reproduites in vitro^ dans des tubes a essai et etre ou pouvoir etre 

exprimies par des equations chimiques. 

Or, les methodes histologiques normales qui ont ete parfois conslderees 

comme pouvant etre utilisees en Histochimle ne r^pondent pas a ces 

conditions. 
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Dans cet ordre d’idees, il importe de ne pas confondre YHistochimie 

et YAnalyse chromatique. 

On sait quelle place importante tiennent dans la technique microgra- 

phique moderne les methodes de colorations histologiques et les methodes 

d’impregnation par les sels d’argent ou d’or. En utilisant les afHnit^s 

inegales des elements cellulaires ou tissulaires pour des colorants ou des 

sels metalliques, on parvient a les differencier mieux qu’on ne pourralt 

le faire par aucune autre methode. Ainsi, Temploi de colorants appropriis 

permet de proceder a une veritable Analyse chromatique de la matifere 

organisee. Methode combien precieuse, puisqu’elle est a la base meme de 

I’immense majorite des travaux morphologiques actuels, combien feconde, 

puisque son introduction a ete cause du merveilleux essor de la Cytologic 

et de THistologie modernes! 

II s’en faut de beaucoup cependant que Ton soit fixe sur la signification 

de cette Analyse chromatique. Nous voyons des structures se colorer 

differemment par differents colorants et nous en concluons — a juste 

titre — qu’elles different; nous voyons leur colorabilite varier, et nous en 

concluons qu’elles varient. Mais que representent ces differences, que 

representent ces variations? C’est ce que nous sommes bien empSches de 

dire, car nous ignorons quels sont exactement les mecanismes qui 

commandent les affinites chromatiques ou les affinites pour les sels 

metalliques. Depuis quarante ans, on s’evertue a resoudre le problfemc 

des colorations histologiques, sans pouvoir aboutir a des conclusions fermes 

et a une theorie groupant rationnellement tous les faits observes. Ce 

n’est pas ici le lieu de discuter ces theories — on les trouvera exposees 

dans les revues generales de Eisenberg, G. Hertwig, V. MoLLENDORFFt 

Lison ; on se contentera de dire qu’on ne sait pas encore au juste pourquoi 

tel element « prend » un colorant et tel autre ne le prend pas. 

L’Analyse chromatique, methode merveilleuse pour di0erencier les 

structures des etres vivants, ne permet pas de les definir chimiquement. 

Ce nest pas une methode histochimique. 

Nous ne pourrions mieux exprimer la distinction entre I’Analyse chro¬ 

matique et rHistochimie que ne I’a fait A. Prenant dans une page magis- 

trale. 

« Tout procede de technique histologique qui n’aboutit pas a donner 

un nom chimique precis k un constituant des tissus doit etre ray^ de la 

categorie des operations chimiques. Les plus fiddles precedes et les plus 
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couramment employes de cette technique, les methodes de coloration au 

moyen de laques ferrique, chromique, vanadlque d’hematoxyline, le procede 

photographique au nltrage d’argent reduit, et tant d’autres, bien que la 

reactlpn coloree soit raisonnee, ne sont cependant pas des methodes 

microchimlques, parce que nous ne connalssons pas le role chimique que 

joue dans la reaction Telement histologique qu*on se propose de mettre 

en evidence et, par consequent, nous ignorons ce qu’il est chimiquement. 

Alnsi, ne faut-il pas s’etonner que le plus souvent, malgre leur election 

tres grande pour certains elements et certains tissus, ces methodes ne solent 

pas specifiques et ne representent en somme que des reactions banales. 

On salt, par exemple, que la methode de rhematoxyllne au fer de Benda 

et Heidenhain colore une foule d’elements et d’organltes cellulalres qul 

ont peut-etre un fonds commun de constitution chimique mais qui different 

certainement entre eux chimiquement autant qu’ils sont morphologlque- 

ment dissemblables. 

» On ne peut meme clever au rang de reactions microchimlques les 

colorations electives que prend une substance a Texclusion de toutes les 

autres et qui permettent de la distinguer de celles-cl. Les methodes de 

coloration des fibres collagfenes, des fibres elastiques sont moins que de 

la Microchimle. 

» En jetant un coup d’oeil sur les procedes en usage pour la coloration 

des fibres collagenes et comparant ces procedes les uns aux autres, nous 

pourrons nous rendre compte de ce qul leur fait defaut pour etre des 

reactions microchimiques vraies. Des methodes cependant tres differen- 

ciatrices et trfes precieuses pour deceler les moindres traces de substance 

collag^ne, la methode de VAN GlESON (hematoxyline, acide picrlque et 

fuchsine acide) la mlenne (eosine, hematoxyline ferrique, vert Lumiere), 

manquent de toutes les qualites theorlquement requlses : elles sont pure- 

ment emplriques.... Mais meme Temploi comparatif et methodique qu’a 

fait Unna de telntures variees propres a colorer la substance collag^ne 

n’est pas une operation microchimique. Car, bien que Tauteur diflferencie 

le collagene du protoplasma par la methode Saurefuchsin-orange; de la 

substance musculaire lisse par la methode Wasserblau-orcein; de Telastine 

par la methode Saurefuchsin-orcein, malgre ces difierenclations succes- 

sives, la mati^re collagfene n’est pas encore caracterisee; ces procedis 

tinctoriaux, meme reunls, ne sont pas une riaction microchimique de la 

mati^re collagine. 
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>> Nous voulons done proscrire severement de la liste des r&ictions micro¬ 

chi miques toules les methodes el techniques qui ne peuvent etre expli- 

quees et qui ne menent pas a la diagnose d’un corps chimique precis 

existant dans les tlssus. 

II en resulte done que Timmense majorite des methodes de coloration 

histologique et d’impregnation metallique, restees inexpliquees ou en 

tout cas discutees, ne peuvent valoir comme methodes histochimiques. 

Ne sont utilisables que quelques rares methodes employant des colorants 

(colorants pour lipides, Soudan, Scharlach, Noir soudane B, Bleu B.Z.L.) 
ou des sels metalliques (reaction argentaffine), dont le mecanisme est 

entierement elucide et dont la valeur signaletique est indiscutable. 

La necessite de ne considerer comme histochimiques que des reactions 

sures au point de vue analytique est generalement reconnue par les auteurs 

fran^ais et anglais. Les auteurs allemands se montrent beaucoup moins 

severes en general et certains continuent a confondre Analyse chromatique 

et Hlstochimie. Par exemple, le llvre de Unna, Hisiochemie der Haut, 

elfeve assurement Tanalyse des tissus au moyen des methodes de colora¬ 

tion a un degre de finesse et de subtilite qui n’a guhre ete depasse, mais 

il ne renferme pas un mot d’Hlstochimie veritable. Tous les elements 

differencies par les techniques de coloration de Unna ne peuvent etre 

definis au point de vue chimique. De meme, la grosse monographic de 

Biedermann, Histochemie der quergestreiften Muskdfasern, ne renferme, 

a peu de chose pres, que des donnees d’ordre descriptif pur et ne definit 

rien de la Chlmie microscopique du muscle. 

Ayant ainsi precise la distinction necessaire entre THistochimie et 

TAnalyse chromatique, il nous reste a etudier les conditions que doit 

remplir une reaction chimique pour pouvoir etre utilisee en Histochimie. 

Il s*en faut en effet, et de beaucoup, que toute r&iction utilisable en Micro- 

chimie le soil aussi en Histochimie. Les conditions speciales necessitees 

par les techniques histologiques rendent souvent impossible Tapplication 

histochimique de methodes microchimiques eprouvees. Comme le dit 

PoLlCARD, les bonnes techniques histochimiques sont rares, parce que le 

problfeme est en fait d’une extreme difficulte. 

On doit exiger d’une ruction histochimique — outre les conditions 

definies dans le chapitre precedent concernant le respect de I’int^grit^ 
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morphoiogique des tissus — qu’elle soit sensible, qu’elle soit specifique et 
qu’elle soit sure. 

En premier lieu, la reaction doit etre d’une extreme sensibilite. Les 

quantity de substance pr&entes dans une coupe histologique sont en 

effet extremement reduites, tant en valeur absolue — c’est-a-dire en masse 

ponderale — qu’en valeur relative, c*est-a-dire en concentration, en pour- 

centage par rapport aux autres elements cellulaires. II est done evident 

qu’on devra toujours avoir recours a des reactions d*une tr^s grande 

sensibilite. On discutera plus loin les limites que cette condition apporte 

a THistochimie actuelle. 

La reaction doit etre specifique. Une reaction histochimique digne de 

ce nom doit caracteriser chimiquement la substance ou le groupe de 

substances recherche avec certitude. Elle ne peut laisser d’equivoque. 

Une reaction destinee a mettre en evidence tel individu chimique ne doit 

fournir de resultat positif que pour la substance recherchee, a Texclusion 

de toute autre. Cette condition est essentielle en Histochimie si Ton veut 

que les resultats obtenus aient une valeur definitive et puissent servir de 

base stable a des interpretations d’ordre biologique general. Si la reaction 

n’est pas specifique, si I’identification de la substance mise en evidence 

n’est pas rigoureusement certaine, c*est la porte ouverte a des confusions 

sans fin. Combien d’auteurs n*avons-nous pas vu essayer de deceler des 

substances par des methodes sans aucune specificite, en decrire minutieu- 

sement la localisation la ou il y avait en realite d’autres substances, quelque- 

fois meme les trouver dans des tissus ou des cellules ou Ton a pu prouver 

qu*elles n’existent pas, et tirer de tout cela des deductions physiologiques 

qu’avec la meilleure volonte du monde on ne peut que qualifier de fantaisie. 

On verra, en parcourant les pages de ce livre consacrees a THistochimie 

speciale, combien peu de reactions sont pleinement satisfaisantes a ce point 

de vue. Aussi, insistons-nous sur la necessite de controler minutieusement 

les reactions proposees et nous attacherons-nous tout specialement a la 

discussion de leur specificity. 

II y a des cas ou Ton peut faire usage de reactions dont la spycificiti est 

douteuse, par exemple lorsque Ton recherche dans Torganisme des 

substances ytrangires au mytabolisme normal, qu’on y a introduites artifi- 

ciellement. Dans ce cas, en effet, il suffira d’avoir recours a un tymoin 

normal pour s’assurer de I’absence chez celui-ci de la substance recherchye. 

Ainsi, on pourra mettre en yvidence les sels de mercure injectys a un 
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animal, en se basant sur la formation d’un sulfure noir par Taction d'un 

sulfure alcalin. La reaction n’est pas specifique, car le fer donne le meme 

resultat. II suffit d’avoir des pieces de controle dans lesquelles la recherche 

du fer sera effectuee, pour supprimer toute Equivoque. 

Lorsqu’on ne dispose pas de reaction specifique d’une substance, on 

peut quelquefois atteindre a une certitude en se servant du recoupement 

de plusieurs reactions. Cette manl^re de proceder est parfaitement legitime, 

a condition qu’il s’agisse de reactions dont le domaine de specificite est 

different. L’emploi de reactions en apparence differentes, mais en reality 

basees sur un meme principe et dont la signification est exactement pareille, 

ne peut que mener a de grosses erreurs. Ainsi, on veut rechercher le 

phosphate de calcium; que Ton ne croie pas pouvoir conclure avec certitude 

en se servant du recoupement de la methode de Macallum (au sulfure 

de plomb)par les methodesde RoEHDE. Ces methodes, qui ne sont pas speci- 

fiques du phosphate de calcium, paraissent au premier abord fort diffe¬ 

rentes. Un examen plus approfondi montre que ces deux reactions sont 

donnees par la substance fondamentale de Tos, et qu’elles se ramenent 

en realite a une impregnation par un metal lourd. Leur signification est 

k peu prfes iquivalente et leur concordance ne montre que les affinites de 

la substance fondamentale de Tos pour les metaux lourds, et non pas la 

presence du phosphate de calcium. 

Enfin, nous devons parler d’une source d’erreur importante, qui se 

rencontre frequemment. Certaines ructions sont en theorie parfaitement 

sp^cifiques, au point de vue chimique pur elles apparaissent trfes logique- 

ment combinees, et pourtant, en Histochimie, elles donnent ou peuvent 

donner des resultats absolument faux. Nous voulons parler des reactions 

indirecies; dans celles-ci, Tintervention de facteurs physico-chimiques 

vient fausser Tapplication de raisonnements trop exclusivement chimiques. 

Voici en quoi consiste cette erreur, trop souvent negligee par beaucoup 

d’auteurs et sur laquelle il est bon d’insister fortement. 

Dans certaines reactions, on met en evidence la substance recherch^e 

en faisant agir un reactif donne; il y a formation d’un produit de reaction 

caracteristique, immediatement identifiable. Nous parlons dans ce cas 

d’une reaction directe, Ainsi, pour mettre en evidence Tion ferrique, on 

fait agir un ferrocyanure alcalin et il y a formation de bleu de Prusse, 

immediatement reconnaissable a sa belle couleur bleu fonce. 

Dans d’autres cas, on fait agir un reactif qui donne naissance k un 
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produit de reaction non identifiable immediatement; ce produit de reaction, 

on le met alors en evidence secondairement en faisant agir sur lui un 

reactif convenable. Ainsi Lilienfeld et MoNTi, pour mettre en evidence 

le phosphore, transforment celui-ci en phosphomolybdate d’ammonium tres 

peu soluble, par Taction du molybdate d’ammonium. Le phosphomolybdate 

n’est pas identifiable immediatement sur une coupe histologique. Aussi, 

pour le faire apparaitre, les auteurs, apres avoir lave soigneusement pour 

eliminer toute trace du reactif, traitent-ils par un reducteur. II se forme 

de Toxyde de molybdene bleu. Comme on le voit, la derniere reaction 

utilisee est en realite une reaction du molybdfene et le phosphore n’est 

mis en evidence qu’indirectement, par la formation intermediaire de 

phosphomolybdate. De telles methodes sont utilisees couramment en 

Analyse chimique; elles sont bonnes parce qu’on peut eliminer enti^re- 

ment, par des traitements convenables, toute trace de molybdate d’ammo¬ 

nium en exces. Mais, en Hlstologie, il n’en est pas ainsi. On travaille, 

non pas sur des substances isolables dans des tubes a essai, mais sur des 

constituants cellulaires. Des proprietes physico-chimiques de celles-ci, 

on ne peut faire abstraction. Or, les phenomenes d’adsorption qui se 

pr&entent a leur niveau viennent troubler profondement les reactions 

indirectes. En effet, les protides tissulaires sont capables d’adsorber et 

de retenir energiquement un nombre considerable de substances, parmi 

lesquelles on doit citer les metaux lourds. Lorsqu’on a traite une coupe 

par du molybdate d’ammonium, celui-ci se fixe energiquement au niveau 

de certains elements cellulaires et les lavages les plus soignes et les plus 

prolonges ne parviennent pas a les en debarrasser. Un lavage qui dure des 

mois ne parvient pas a Tenlever completement du collagfene (Macallum). 

Dans la reaction de Lilienfeld et MoNTi, le molybdate adsorbe par les 

colloides des tissus, et quon ne peut pas enlcver, interfere fatalement avec 

le phosphomolybdate effectivement forme et la reaction doit etre consideree 

comme sans valeur histochimique. 

Toutes les reactions indirectes ou il est fait usage de metaux lourds, 

qu’on met secondairement en evidence par un reactif approprie, sont 

passibles des memes critiques, et Ton est toujours oblige de formuler les 

plus expresses reserves a leur sujet. 

Une mention toute sp^ciale doit etre accordee ici aux reactions histo- 

chimiques ou Ton utilise des sels d’argent. Les methodes histochimiques 

argentiques sont trfes nombreuses et il importe de ne pas s’illusionner 
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sur leur valeur slgnaletique. On doit distinguer tres soigneusement, ainsi 

que I’indique CoRDlER, entre deux grands groupes de reactions argentiques. 

Dans le premier, on dolt ranger les reactions ou Ton tralte la pre¬ 

paration par un sel d’argent, sans Vintervention d'aucun agent reducteur, 

physique ou chimique, applique soit avant, soit apr^s le traitement a 

Targent. Dans ce cas, Tapparition d un preclpite noir d’argent metalllque 

est le signe d une reaction chimique definie : la reduction du sel d’argent 

par une substance presente dans le tissu etudie. De telles reactions de 

reduction d un sel d’argent par les elements memes d’un tissu sont relati- 

vement rares. A I’epoque ou CoRDlER ecrlvalt, on n’en connaissait 

qu’une : la reaction argentaffine dans laquelle les elements reducteurs 

redulsent le nitrate d’argent ammoniacal en un temps de quelqucs heures. 

A I’heure actuelle, on en connait une autre: c’est la reaction decrite tout 

recemment par GiROUD et Leblond comme caracteristique de la vitamlne C ; 

ici, il s’agit de la reduction instantanee de nitrate d’argent neutre ou acide. 

Les reactions qui appartiennent a ce groupe ont une valeur hlstochimique 

incontestable. Ce sont en effet, d’apr^ la classification adoptee plus haut, 

des reactions histochimiques directes : le sel d’argent est le reactif mettant. 

en evidence le caract^re reducteur d’une substance, dans les conditions 

ou la reaction est effectuee. 

Dans le second groupe, au contralre, on doit comprendre les reactions 

argentiques du type indirect. Toutes ces reactions se ressemblent extre- 

mement. On traite d’abord par un sel d’argent, puis par un agent reducteur, 

soit la lumi^re, soit un reducteur chimique. Beaucoup de ces methodes 

sont donnees comme methodes d’impregnation argentlque et n’ont pas 

de pretentions histochimiques. Ce sont les tr^s nombreuses methodes 

utilisees de fa?on si couranle dans I’etude histologique du tissu nerveux 

et du tissu conionctif; methodes de Cajal, de BlELCHOWSKY, d’AcHU- 

CARRO, etc. D’autres sont proposees dans le but de mettre en evidence 

des composes chimiques definis : chlorures, phosphates, derives puriques. 

Toujours, il s’agit d’obtenir un precipite argentique insoluble, chlorure, 

phosphate, urate et, aprfes lavage a I’eau, de redulre ce sel d’argent en 

argent m^tallique par Taction reducteur chimique, d’un revelateur photo- 

graphlque ou autre. L’objectlon capitale qu’on peut opposer k toutes 

ces methodes est celle qui est commune k toutes les reactions histo¬ 

chimiques indlrectes. Peut-on esperer, par un lavage de quelques 

heures, enlever toute trace du sel argentique qui impr^gne le tissu? On 
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peut en douter, etant donnes les phenomenes d’adsorption ^nergique que 

presentent les elements d*une coupe histologique. Qu on se rappclle la 

tenacite avec laquelle une coupe retient les colorations histologiques, 

c’est-a-dlre, en somme, les colorants adsorb^ au niveau des structures 

cellulaires. 

De plus, on doit bien avouer que ces reactions se ressemblent trop 

entre elles et ressemblent trop a certalnes methodes d’impregnation argen- 

tique pour qu’on puisse leur attribuer une valeur specifique aussi absolue 

que celle que leurs auteurs leur attribuent. Ainsi, la methode de KOSSA 

pour la detection du phosphate de calcium est identique a une methode 

de Hollande qui met en evidence les urates. La methode recemment 

proposee par GoHS pour la recherche du calcium pourrait tout aussi bien 

s’appeler methode de Cajal, mais alors elle mettrait en evidence Tappareil 

reticulaire interne de Golgi. Les methodes de Leschke, Macallum, 

Macdonald, Groebbels, pour la recherche des chlorures peuvent s*appeler 

methodes de Deckhuysen, de Bergh, et alors impregnent les limites 

cellulaires. La methode de ClACClO pour les purines est a peu de chose 

prfes identique a une methode de HoYER qui impregne les fibres nerveuses. 

Et ainsi de suite. On est done bien loin d’avoir affaire a des reactions sped- 

fiques. Elles ne sont specifiques que sur le papier, lorsqu’on raisonne 

en chimiste, en faisant ainsi abstraction de toute consideration physico- 

chimique. Un chimiste ne consid^re que des corps purs et vous dira par 

exemple que, parmi les sels d’argent, seuls les chlorure, bromure et iodure 

noircissent a la lumiere, en solution nitrique. Cela est exact, mais, en 

pr&ence d’impuretes organiques, a peu prfes tous les derives argentiques 

sont capables d’etre reduits dans les memes conditions. Une mdhode 

de recherche histochimique des chlorures, se basant sur la photosensibilite 

de ceux-ci, manque done en realite de toute specificite. 

En conclusion, il faut se montrer extremement defiant envers les reactions 

argentiques de type Indirect : on ne peut guere les considcrer que comme 

des methodes complementaires, permettant tout juste de confirmer les 

donnees obtenues par d’autres methodes. Mais les utiliser de confiance 

comme methode de detection histochimique signaletique de telle ou telle 

substance, e’est s’exposer a de graves erreurs. 
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CHAPITRE IV. 
POSSlBlLITtS ET LIMITES DE L’HISTOCHIMIE. 

Les considerations qui ont ete developpees dans les deux chapitres 

precedents au sujet des conditions d’exactitude des analyses histochi- 

miques nous permettront de mieux delimiter les possibilites et les homes 

de THistochimie, tout au moins dans I’etat actuel de son developpement. 

En tout premier lieu, il y a des domaines qui ne sont pas encore acces- 

sibles a I’Analyse histochimique et dans lesquels les tentatives effectuees 

jusqu’ici, quoique nombreuses, doivent etre classees comme infructueuses. 

II s*agit de la recherche histochimique des substances existant dans les 

milieux tissulaires a I’etat dissous, lorsqu’elles n’y existent point en liaison 

avec des elements figures des cellules. Nous avons vu en effet que, dans 

ces cas, la substance peut bien etre mise en evidence par des reactifs appro- 

pries, mais qu*on n’est jamais certain de la rigoureuse exactitude de sa 

localisation histologique. L’experience ne repond point aux conditions 

morphologiques exigees pour une Analyse histochimique exacte. 

L’erreur est evidemment d’autant plus marquee que la diffusibilite de la 

substance envisagee est plus grande. Elle est done maximum pour les subs¬ 

tances cristalloides de poids moleculaire has et de haute diffusibilite; alors, 

TAnalyse histochimique ne pourra pas etre effectuee, meme de fa^on grossifere 

et approchee. C’est le cas, par exemple, pour les chlorures, bromures, iodures, 

sulfates, phosphates solubles et pour Turee. La diffusibilite de ces corps 

est telle qu’il ne faut pas songer a les precipiter in situ. — D’autres substances 

dissoutes, de poids moleculaire plus eleve et de diffusibilite moins grande, 

pourront etre recherch^es avec une approximation suffisante, pourvu 

que Ton s*entoure de garanties convenables et que les resultats soient 

passes au crible d’une critique impartiale, mais severe. C’est le cas, par 

exemple, pour la detection histochimique de beaucoup de sels de metaux 

lourds, sels de fer, de plomb, etc., pour les ferrocyanures et pour certaines 
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substances organiques a molecule suffisamment grosse, comme Turate de 

piperazine. Et encore, beaucoup de prudence est-elle necessaire, car 

malgre tout il existe des cas limites oil Ton eprouve les plus grandes diffi- 

cultes a se rendre compte si, oui ou non, il y a eu diplacement de substance 

lors de la fixation. Enfin, lorsque les substances sont colloidales, leur 

fixation pourra generalemsnt etre eff^ctuee de fa^on satisfaisante; c’est 

le cas, par exemple, pour le glycogene. 

Lorsque la substance, quoique soluble, existe dans les tissus en liaison 

avec un element figure des cellules, ou lorsqu’elle existe elle-meme a 

I’etat figure, il devient le plus souvent tres aise de satisfaire aux condi¬ 

tions morphologiques de TAnalyse histochimique, et la mise en evidence 

de la substance etudiee ne depend plus que des reactions chimiques 

utilisees. 

Nous avons dit plus haut que ces reactions devaient etre sensibles et 

specifiques. Ici, nous ne discuterons pas les limites apportees a ! Histo- 

chimie par le fait que les reactions proposees ne se montrent pas suffi¬ 

samment specifiques. Il s’agit, en effet, de cas d’espices, et il est difficile 

de discuter la question en general. Contentons-nous de dire que si le 

nombre de reactions reellement parfaites a cet egard est assez restreint 

k rheure actuelle, nous avons la ferme conviction que de gros progres 

pourront etre encore accomplis dans Favenir. La Chimie analytique s*en- 

richit constamment par Fintroduction de reactions nouvelles, et il en est 

certainement parmi elles qui seront applicables a FHistochimie. 

Reste alors la question de la sensibilite des reactions. C’est la un probl^me 

d’une tres grande importance, car, au fond, c’est de lui que depend en 

grande partie Favenir de FHistochimie. 

Certes, on dispose actuellement en Chimie analytique de reactions 

extremement sensibles pour certaines substances. Mais le sont-elles assez 

pour qu’on en puisse deceler des quantites aussi extraordinairement 

reduites que celles qu’on trouve dans une cellule? Peut-on espirer 
que ces reactions permettront de suivre les aspects de son metabolisme 

au sein meme des tissus? 

On a quelquefois et^ fort pessimiste a cet egard et annonce que la detec¬ 

tion d’une substance donnee, non seulemsnt n’a pas ete realisee jusqu’ici, 

mais n’est meme pas realisable parce que les quantites de cette substance 

qui pourraient se trouver dans une cellule sont trop faibles pour pouvoir 

etre decelees. C’est pour cette raison, par exemple, que PoLlCARD et 
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Leulier ont nie la possibilite de mJse en evidence du phosphore dans les 
cellules par des methodes histocKimiques. 

Pour approfondir cette question, nous devons tout d’abord rappeler 

quelques notions introduces par les microchimlstes Lcs microchimistes 

allemands appellant Erfassungsgrenze, ou limite theorique de sensibilite 

d’une reaction, la plus petite quantite absolue d une substance que la 

reaction est capable de deceler. Cette quantite s’evalue generalement en 

microgrammes (/), valant un millieme de milligramme et correspondant 

done dans Techelle des poids au p- dans Techelle des longueurs. Ils appellant 

Empfindlichkeitsgrenze de la reaction, ou limite pratique de sensibilite, 

la concentration minimum a laquelle la substance est decelable en solution; 

on exprime generalement cette limite en disant en combien de parties 

de soivant une partie de substance est encore decelable (I : 10000; 
I : 100 000, etc.). 

Des histochimistes, surtout parmi ceux qui s’occupent de THistochimie 

vegetale, ont voulu transposer dans le domaine de THistochimie les 

notions de sensibilite determinees par les microchimistes et arrivent ainsi 

a des conclusions fort peu encourageantes, comme on va le voir. 

Les limites theoriques de sensibilite des reactions microchimiques les 

plus sensibles que Ton connaisse oscillent entre 10 / et 1/100^ de /; or, 

on peut demontrer assez facilement que les quantites de substances qui 

sont presentes dans les cellules — abstraction faite des gros amas de 

reserve — doivent osciller entre 1/1CO^' et 1/1 CCOOOO® de '/ (Brunswick). 

Prenons un exemple, tel qu’il est cite par Klein, d’epres Maykhcfer ; 

< le fer, en tant qu’agissant par action catalytique de surface, doit etre 

impossible a deceler histochimiquement. Dans la litterature, on denne, 

en effet, comme limite de sensibilite theorique des reactions 0,(K)2 y de 

fer. Supposons le cas le plus simple, une cellule cubique de 30 y de cote, 

ayant done un volume d’environ 30 000 La densite du protoplasme 

etant supposee igale a 1, le poids total de la cellule est done 0,03 y. Done, 

la quantite de fer qui devrait se trouver dans la cellule etant egale a 0,002 /, 

ce fer devrait y exister a une concentration d’environ 10 pour 100, ou bien 

il devrait y avoir des complexes cellulalres suffisamment gros pour atteindre 

cette limite de la sensibilite. Or, en fait, le fer n’existe dans les cellules 

qu’a un taux de 0,005 k 0,01 pour 100. » 

Gicklhorn s’est deja eleve contre cette maniere de voir. « De tels 

calculs sont certainement instructifs du point de vue_du chimiste, mais 
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pour le biologiste lls ne sont gufere probants, car ils se rapportent a de 

tout autres conditions. En eflfet: dans lessubstrats biologiques, les champs 

de reactions microchimiques sont inhomogenes, et accepter Texistence 

d’elements cellulaires homog^nes comme une simplification favorable 

est illusoire; 2® la condition essentielle de tels raisonnements, c’est-a-dire 

la repartition diffuse d’une substance donnee, n’est pas realisee; 3® les 

limites de sensibilite donnees dans la litt^rature, et qui valent pour des 

milieux de reactions homogenes, ne peuvent constituer des etalons pour 

les reactions dans des substrats structures; au contraire, dans ce cas, ces 

derniers sont a determiner. » Les considerations enoncees par GiCKLHORN 

sont a coup sur exactes : il est faux de considerer qu’une quantite donnie 

d’une substance, telle qu’on peut la determiner par une analyse micro- 

chimique forcement globale, se trouve repartie de fa^on uniforme. L’histo- 

logiste sait, au contraire, que cette quantite se trouve souvent concentree 

au niveau de certains organites de la cellule. Mais, a ces considerations de 

I’auteur allemand, on peut en ajouter d’autres, dont la portee nous parait 

beaucoup plus considerable. 

Les auteurs qui se sont occupes des limites de I’Histochimie se basent 

sur les chiffres de sensibilite theorique maximum fournis par les micro- 

chimistes. Cette fa^on de proceder constitue une erreur. Les donnees 

etablies par les microchimistes sont valables uniquement pour les condi¬ 

tions dans lesquelles ils travaillent. II est evident que la sensibilite d’une 

reaction depend enormement des conditions dans lesquelles elle s’effectue. 

Lorsque la microchimie n’etait pas nee et que les chimistes eflfectuaient 

leurs reactions dans des tubes a essai de dimensions courantes, la sensi¬ 

bilite de la reaction du bleu de Prusse dans la recherche du fer n’allait 

gufere plus loin que 0“^^,02. Par I’emploi du microscope et en operant sur 

des microgouttes de les microchi mistes sont arrives a pousser la 

sensibilite de cette reaction jusqu’i la limite de 0,002 /; ainsi, I’emploi de 

modalltes techniques appropriees a permls de multiplier la sensibility 

de la reaction initiale par 10 000. Mais ce n’est pas tout : les conditions 

dans lesquelles op^re I’histochimiste sont telles que la reaction du bleu de 

Prusse est chez lui encore beaucoup plus sensible que chez le microchi- 

miste. 

Prenons un exemple concret. II n’est pas difficile pour un histolo- 

glste de reconnaitre dans une coupe une granulation de bleu de Prusse 

de 1 de diamfetre, Cette granulation, supposee spherique, a un volume 
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egal a 0,5 approximativement, ou blen 0,5 X 10 ^^centimetres cubes. 
Si nous supposons que la densite du bleu de Prusse est egale a 2 (cbifire 

un peu arbitraire, mais qui ne doit pas etre tres loin de la verite), le poids 
de cette granulation sera de 1 X 10 grammes; soit 1 X 10 

Or, lorsqu’on fait agir du ferrocyanure de potassium sur le compose 

ferrique a mettre en evidence, le poids de bleu de Prusse [Fe (CN)®J^Fe'^ 
(poids moleculalre 872) qui se forme est environ quatre fois plus grand 
que celui du fer contenu dans le compose initial (4 Fe “ 224). Par conse¬ 

quent, la plus petite quantite de fer decelable histochimiquement par la 
methode au bleu de Prusse n*est pas inferieure a 2,5 ^ 10 ’ */. La reaction 

histochimique du fer se revele done 10 000 fois plus sensible que la meme 

reaction effectuee par un microchimiste, et Ton se trouve dans Tordre de 

sensibilite reclame par BRUNSWICK, pour que les reactions histochimiques 
puissent etre utilisees avec fruit. 

Les limites de sensibilite des reactions histochimiques sont done, en 

valeur absolue, comprises dans des limites extraordinairement basses et 

les conclusions pessimistes de certains auteurs ne doivent pas etre genera- 

lisees (0* 
II est curieux de remarquer que les methodes histochimiques depassent 

— et de beaucoup — en sensibilite Tune des methodes analytiques consi- 

derees comme les plus sensibles : TAnalyse spectrale. La sensibilite de 
celle-ci est unanimement consideree comme formidable, legendaire 

comme dit Urbain. Or, ses limites normales oscillent entre 0,1 a 0,01 / 

de substance. La reaction histochimique du fer est environ 50 000 fois 
plus sensible! 

Le probl^me des possibilites de THistochimie doit etre en realite pose 

tout differemment qu’il ne Ta ete. II existe bien, nous Tavons montre, 
des reactions suffisamment sensibles pour pouvoir deceler les quantit^s 

formidablement reduites de substance qui existent dans les cellules. Ceci 

est vrai quand on considere les valeurs absolues de ces quantites; si Ton 

nous permet d’employer dans ce domalne la terminologle allemande, telle 

qu’elle a ete definie plus haut, nous dirons que VErfassungsgrenze des 

reactions histochimiques est satisfaisante. En revanche, nous manquons 

C) PoLICARD (Bull, 11, mai 1934, p, 216) observe que, par microincineration, 
on peut arriver ^ deceler 3,75 X 10'’ Y de fer, grSce k la coloration jaune des cendres. 
C*est encore un exemple de Textr^me sensibilite des reactions histochimiques. 

LISON 3 
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reellement de donnees sur les limltes de sensibilite relatives, c est-a-dire 

leur Empfindlichkeitsgrenze. Une quantite de 2,5 X 10 ^ / de fer est 

decelable histochimlquement, comme nous Tavons vu, si elle est concen- 

tree au niveau d une granulation de 1 X de diam^tre. Mais le serait-elle 

encore si la meme quantite se trouvait repandue uniformement dans un 

organite de 10/^ de diametre? 11 est bien possible que non. II est bien 

evident que cette sensibilite relative depend avant tout de la visibilite du 

bleu de Prusse, c’est-a-dire en somme de Tintensite de sa coloration. 

Lorsqu’on effectue la reaction au ferrocyanure, chacun des ions ferriques 

presents dans la preparation reagit. Mais pour que la coloration apparaisse, 

dans les conditions de Tobservation microscopique, il faut qu’il y ait 

un nombre sufTisant de molecules de bleu de Prusse reunies les unes pr^s 

des autres. 
Exprimons cela en donnees numeriques, et disons qu’il faudra une 

concentration en fer de tant de / par pour qu’apparaisse sous le micros¬ 

cope la teinte blcue caracteristique de la reaction. Si cette limite ne se 

trouve pas atteinte, on obtiendra une reaction negative, non parce qu’il 

n’y a rien, mais parce qu’on ne voit rien. II serait hautement desirable 

d’essayer de determiner, pour des reactions bien connues en Histochimie, 

ces limites relatives de sensibilite. L’histologiste peut deceler du fer dans 

les tissus, c’est entendu; mais il n’a aucune idee de la proportion qui s’y 

trouve, ni a quelle concentration il se trouve. Il y a la une grosse lacune 

et la solution de ce probleme d’Histochimie quantitative serait certainement 

susceptible d’ouvrir un champ nouveau d’investigations et de permettre 

d’interessantes deductions histophysiologiques. 

Il nous reste, pour terminer ce chapitre, a examiner dans quelle mesure 

les facteurs de solubilite peuvent intervenir pour limiter la sensibilite 

des reactions. On sait, en effet, que les reactions en Microchimie sont 

pratiquement limitees a cause de la solubilite du produit de reaction. 

Ainsi, le chlorure d’argent etant soluble k raison de 1,7 partie pour 1 million 

d’eau, il devient impossible de rechercher le chlore en dessous d’une concen¬ 

tration correspondante, soit I partie de chlore dans 2 380 000 parties 

d*eau, quelle que soit d’ailleurs la quantite absolue de liquide dont on 

dispose, et par consequent la quantity totale de chlorure mise en jeu. 

On peut penser que le meme phenom^ne peut se presenter en Histochimie, 

et que certaines reactions deviennent impossibles parce que le produit de 

reaction peut disparaitre de la coupe par solubilisation. Il est Evident que 
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si une coupe histologique renferme en tout quelques '/ d une substance, 

supposee meme aussi peu soluble que Test le chlorure d’argent, il suffira 

d un simple lavage a Teau pour en dissoudre une notable partie. Heureuse- 

ment pour rhistochimiste, cela n’est gu^re vrai qu’en theorie. En pratique 

des lavages meme assez prolong^ ne dissolvent pas dans des coupes 

hlstologiques des substances dont la solubilite est assez appreciable. Par 

example, Taclde urlque est soluble dans 14 000 parties d’eau froide. Cepen- 

dant, on peut laver a I’eau pendant un temps prolonge des tissus renfer- 

mant de Taclde urlque sans que celul-ci disparaisse des coupes, alors 

que Ton a fait passer des quantltes d’eau bien superleures a celles qul 

seraient necessaires pour le dissoudre. Les solubllites des substances en 

Histochimie ne sont plus du tout ce qu’elles sont en Chlmle macroscopique, 

et ce fait rend possible beaucoup de reactions qul, tbeorlquement, ne 

pourraient etre appliquees. 

Pour resumer ces considerations sur les possibllites et les limites de 

rHistochlmle, nous dirons que celles-ci ne peuvent encore etre preclsees 

a rheure actuelle et demandent de nouvelles recherches. Les conditions 

speciales du travail histochimlque sont en efiet tres dlfferentes de celles 

que les microchimistes sont habitues a considerer. D’une part, certaines 

reactions, courantes en Microchimle, ne peuvent etre transposees en 

Histochimie parce que les conditions morphologlques exigees par celles-ci 

ne sont pas remplies. D’autre part, quand les reactions sont applicables, 

leurs limites de sensibilite sont tout autres, tant au point de vue theorique 

qu’au point de vue pratique, que celles que les mlcrochimistes ont definies. 

On ne peut done transposer en Histochimie les notions etablies en Chlmle 

analytique normale. Tout probleme histochimlque doit etre envisage en 

lui-meme, en fonction des conditions speciales de sa realisation. 
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CHAPITRE V. 
MfiTHODES G£n£RALES DE L’HISTOCHIMIE. 

L’ANALYSE HISTOCHIMIQUE 
PAR LtTUDE DES PROPRieXfiS PHYSIQUES. 

En Histologic, de meme qu’en Chimie analytique qualitative, Tidenti- 

fication d’une substance peut s*effectuer soil par la determination de ses 

constantes physiques, soit par la recherche de ses reactions chimiques 

caracteristiques. 

Les reactions chimiques des diverses substances feront Tobjet de 

THistochimie speciale. 

Dans ce chapitre general, on etudiera les principales proprietes physiques 

qui peuvent servir en Histochimie a la recherche des substances, et Ton 

essaiera d’en definir la valeur signaletique. 

En Histochimie animale, ces determinations physiques sont beaucoup 

moins importantes qu en Histochimie vegetale. Celle-ci dispose en efiet 

de techniques extremement interessantes et precises, qu on ne peut songer 

pour diverses raisons a appliquer en Histochimie animale : par exemple, 

les procedes de mesure des points de fusion, de micro-sublimation, la 

mesure des indices de refraction, les mesures microcristallographiques C). 

En Histochimie animale, quelques methodes physiques peuvent cepen- 

dant etre tres utiiement employees. Nous en dirons ici quelques mots. 

I. — Caracteres de solubility. La chromolyse. 

Parmi les constantes physiques les plus importantes des substances chi¬ 

miques, on doit considerer leurs caractdres de solubilite dans les divers sol- 

vants. La determination de ces caractferes, courante en Chimie ;analytique, a 

0) Sur ce sujet, voir TuNMANN et Rosenthaler, Pflanzenmikrochemie, 1931 (Berlin, 
Borntraeger). 
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ete proposee souvent en Histochlmie en vue de ridentification des substances. 

La valeur des indications ainsi fournies est tr^s inegale. La plus grosse 

difiiculte provient sans aucun doute du fait que la solubillte des substances, 

dans une coupe histologique, est tres fortement influencee par Taction 

de differents facteurs. Les solubilites se trouvent modifiees par la presence 

d’impuretes : par exemple, les lipines pures sont insolubles dans Tacetone, 

mais en melange avec d*autres corps gras, elles s y dissolvent aisement. 

Ou bien les solubilites sont changees parce que la substance se trouve 

dans les preparations sous un etat physique different de celui sous lequel 

elle est consideree habituellement en Chimie macroscopique. C’est le 

cas, par exemple, pour les protides; en Biochimie, on peut les disiinguer 

les uns des autres par leurs solubilites dans differentes solutions salines. Ccs 

notions ne peuvent etre transportees en Histochimie, car, dans les coupes, 

les protides ne sont certaincment pas dans le meme etat physique que les 

protides etudies par les biochimistes. Ou bien encore, la solubilite se trouve 

modifiee parce que la substance est adsorptivement liee a un substrat 

insoluble; nous avons deja cite le cas du trypanblau, soluble dans Teau, 

qui devient absolument insoluble lorsqu’il est athrocyte. 

11 en resulte que seule aura une signification rigoureuse en Histochimie 

une mesure de solubilite effectuee sur une substance dont on est certain 

qu’elle est a Tetat pur, et dont on connait de fa^on precise Tetat physique. 

Seules, les substances a I etat cristallin repondent pleinement a cette 

condition. Necessairement, elles sont pures et leur etat physique est 

defini. Malheureusement, les substances a Tetat cristallin sont rares dans 

les cellules; les seules qui aient quelque importance sont des derives des 

purines : acide urique, guanine, etc. Pour ces substances, la recherche des 

caract^res de solubilite a une valeur diagnostique indiscutable; c’est 

meme un des moyens les plus surs que Ton possede actuellement pour les 

identifier et les differencier. 

Dans tous les autres cas, les solubilites ne pourront constituer que des 

documents d’interet accessoire. Par exemple, les corps gras en general 

sont definis essentiellement en Biochimie par leur solubilite dans les solvants 

d^signes sous le nom generique de solvants des corps gras; en Histochimie, 

il n’en est pas de meme et Ton montrera plus loin que ce caract^re, quoique 

important, n’a pas la meme signification primordiale. 

C*est surtout dans Tetude des protides qu’on a fait jouer un grand 

role a Tetude des caract^res de solubilite. Malheureusement ces recherches, 
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si elles peuvent avoir un grand interet au point de vue structural et morpho- 

logique, n’ont qu’une signification histochimique bien mince. 

Notre position a Tegard de ces methodes est la meme que celle que Ton 

doit avoir envers les procedes de coloration histologique; ce sont des 

methodes excellentes pour difierencier morphologiquement les differentes 

structures les unes des autres; cc sont de mauvaises techniques histo- 

chimiques : elles ne definissent pas. 
L’action de differenls reactifs et de solvants, dans le but de differencier 

les structures et les elements tissulaires, a ete mise a profit depuis tres 

longtemps, bien avant que Ton ne parlat de colorations histologiques. On 

en trouve deja les premiers germes au XVIII^' siecle, dans les travaux de 

Bichat. En faisant agir a des concentrations et pendant des temps conve- 

nables divers solvants : eau, alcool, ether, solutions acides, solutions alca- 

lines, solutions de sels, sur des tissus fixes ou vivants, on peut dissoudre 

electivement certaines structures, tout en laissant d’autres intactes, et 

ainsi proceder a leur analyse. A Theure actuelle, comme moyen d’investi- 

gation morphologique, cette methode a presque disparu, supplantee par 

les techniques de coloration, beaucoup plus commodes; en revanche,, 

certains la proposent encore comme methode histochimique. 

Un exemple typique est celui des caryologues qui, il y a une cinquan- 

taine d’annees, s’efforcerent de definir les elements du noyau (Carnoy, 

Zacharias, Schwartz, Heine), et dont les recherches ont ete reprises 

plus recemment par Gross et Pratje avec des resultats pas toujours tres 

concordants. Ayant constate des differences de solubilite entre les difle- 

rents constituants du noyau : chromatine, reticulum, sue nucleaire, nucleole, 

membrane, ils avaient fait de chacun de ceux-ci des entites chimiques 

distinctes: nucleine, linine, paralinine, pyrenine, amphipyrenine, lanthanine, 

oedematinc. D^s 1893, ZiMMERMANN faisait remarquer tres justement que 

les resultats d’une telle methode sont de tout autre nature que ceux que 

fournit Tetude chimique des substances nucleaires. Comme Tecrivait 

Prenant, linine, pyrenine, etc., ne sont pas des entites chimiques; elles 

n’ont pas d’existence en dehors de la forme qu’elles ont dans le champ 

nucleaire. Ce sont des aspects, non des substances » (Policard). Tous 

les auteurs qui se sont occupes de la question depuis lors ont reconnu que 

les resultats des auteurs cites sont tr^s problematiques et que leur « Histo- 

chimie » du noyau est une construction purement arbitraire et theorique 
(voir, par exemple, Meyer, Tischler, G. Hertwig). 
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On en dira autant de toutes les recherches effectuees par des methodes 

analogues en vue d’eclalrcir la constitution chimique de formations tissu- 

laires ou ccllulaires. On a ainsi etudie, dans des recherches dont la liste» 

trop longue, ne peut etre donnee lei : la solubilite ou rinsolubillte des 

granulations des mastocytes, des leucocytes, des cellules de Paneth, des 

cellules muqueuses, des elements des fibres musculaires strlees, de forma¬ 

tions cristalloides diverses, des fibres collagenes ou elastiques, des « Kill- 

substanzen », etc., dans des liquides divers, solutions diluees ou concentrees, 

chaudes ou froides, acides (acetique, chlorhydrique, nitrique, phospho- 

rique, etc.), alcalines (soude, potasse, ammoniaque, carbonates, etc.), 

salines (chlorure de sodium, sulfate de sodium, sulfate d'ammonium, etc.). 

Ces methodes sont interessantes pour effectuer des distinctions morpho- 

logiques entre diverses formations. II est inadmissible en revanche de 

conslderer des tests de ce genre comme des reactions histochimiques. 

Trop de facteurs interviennent en effet pour faire varier les caracteres de 

solubilite et, partant, ne permettent pas de leur attribuer une valeur signa- 

letlque certaine. Le plus ou moins de resistance d’un element cellulaire 

envers une solution d’acide, de base, de sel, etc. est en effet conditionne 

tout autant par son etat physique, sa texture, son degre de cohesion, que 

par sa solubilite reelle. De plus, d’apres Wermel, le gonflement cause par 

ces reactifs sous Faction d’actions osmotiques joue certainement un role 

difficilement analysable : des structures a trame tres serree, difficllement 

solubles, peuvent gonfler par action osmotique, perdre leur cohesion et 

passer secondairement en solution. On observe en effet, dans certaines 

structures, qu’il n’existe pas de demarcation nette entre gonflement et 

passage en solution. 

Par ailleurs, on peut remarquer, avec Wermel egalement, que beaucoup 

des solubilisations obtenues par les procedes utilises ne sont pas des reac¬ 

tions de solubilite pure. Ce sont plutdt des destructions hydrolytiques ou 

autres sous Faction des acides, des bases presents dans le reactif. Ce fait 

introduit encore des facteurs difficllement controlables. Enfin, les protides 

tissulaires sont des melanges ou blen des combinaisons plus ou moins 

laches avec d’autres substances (lipides) et, par consequent, il est illusoire 

de comparer leur comportement a celul des substances que les biochimistes 

ont isolees et caracterisees. 

On ne doit pas parler de varletes histochimiques de mucines, par exemple, 

ou de granulations de mastocytes, parce que, suivant Fage ou Fespfece 
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animale consideree, les unes sont plus resistantes que d’autres envers 

certains solvants. Des variations dans leur etat physique ou la presence 

d’impuretes peuvent causer de telles differences. On peut conclure qu’elles 

different, mais on ne peut pas affirmer en quoi elles different, pas plus 

qu’on ne peut affirmer qu’elles sont composees de telle ou telle substance 

chimiquement Jefinie. 

C’est ici le lieu de parier de la chromolyse, Cette methode, imaginee par 

Unna, consiste a conjoindre les techniques de solubilisation fractionnee 

et les colorations histologiques. 

Unna part de Tidee que les colorations histologiques sont des pheno- 

menes purement et exclusivement chimiques. Une coloration histologique 

serait done, pour Unna, un veritable reactif, parfaitement specifique pour 

des entitfe chimiques determinees. Mais, de Tapplication immediate de 

ces reactifs, on ne pourrait rien deduire. En effet, les elements structu- 

raux microscopiques ne sont pas des corps chimiques purs; ce sont des 

melanges, et c est pour cette raison qu’on peut souvent aussi bien colorer 

une memo structure par des colorants appartenant a des classes opposees, 

comme par exemple par des colorants basiques et des colorants acides.. 

En dissolvant electivement par des reactifs convenables certains consti- 

tuants de ces melanges, on arriverait a obtenir les autres a Tetat pur, en 

quelque sorte; c’est alors que les caracteres de solubilite acquerraient 

une signification chimique precise. En fait, c’est done la solubilisation 

ou la non-solubilisation d’une structure qui servirait a en isoler les elements 

constitutifs; les colorations histologiques serviraient en quelque sorte 

d’indicateur. 

Mieux que de longues explications, un exemple fera saisir I’esprit de 

ce procede. Unna etudie I’epithelium a grandes cellules d’un condylome. 

Tout d’abord, une coupe par congelation est coloree au vert de methyle- 

pyronine phenique (melange de deux colorants basiques). Les membranes 

nucleaires, les caryosomes sont colores en bleu vert par le vert de methyle, 

les nucleoles et les cytoplasmes en rouge par la pyronine. Une deuxieme 

coupe est plac^e dans I’eau distillee k la temperature du corps pendant 

12 heures, puis coloree au vert de methyle-pyronine. On obtient le meme 

resultat, mais les cytoplasmes restent incolores. Unna en conclut qu’il 

existe dans les cytoplasmes une albumine acide C), soluble dans I’eau, qu’il 

(0 Acide, parce qu*elle se colore par un colorant basique. 
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appelle qjtose, Une troisieme coupe est bouillie 12 heures dans une solution 

a 2 pour 100 de NaCl; par coloration au vert de methyle-pyronine, les 

elements nucleaires se colorent, toujours en vert, mais la pyronine ne colore 

plus rien. II existerait done dans les nucleoles un albuminoide acide, la 

glohuline. Une quatrieme coupe, traitee a froid par Tacide chlorhydrique 

a 5 pour 100, puis par le vert de methyle-pyronine, reste incolore. Unna 

en conclut que tous les albuminoides acides sont dissous, y compris la 

nucleine des formations nucleaires, colorable par le vert de rnethyle. Si 

cette derniere coupe, incolorable par le vert de rnethyle, est traitee par 

rhemalun, on voit les caryosomes et le nucleole se colorer, tout comme si 

la coupe n’avalt pas ete traitee par Tacide chlorhydrique. Pour Unna, 

il existerait dans ces formations une « couche moyenne ' (Miitelschichi) 

d une albumine basique (?!) (0» colorable par Themalun, la mesoplasiine, 

qui n’est dissoute que par H Cl a 15 pour 100. Et encore, dans ce cas, il 

reste a la fols dans le cytoplasme et dans le noyau une couche fondamen- 

tale >' {Grundscbicht) d une albumine, basique cette fois, colorable par des 

colorants acides comme le Bordeaux. 

Il n’est pas possible de donner unc idee, meme superficielle, des idees 

auxquelles Unna aboutit en poussant a fond sa methode. 

La chromolyse a ete assez peu employee en dehors de Tecole de Unna. 

Signalons seulement ici les travaux de ScHUMACHER et de GuTSTElN. 

Contre les conceptions de Unna se sont elevees de grosses objections, 

dont les principales sont celles de VON MoLLENDORFF. Unna, nous Tavons 

deja dit, est un partisan acharne de la theorie chimique des colorations 

histologiques. Le fait qu’un substrat se colore par un certain colorant est, 

d’apr^s lui, un phenomene purement chimique. Si done, apres traitement 

par un reactif, on voit que le substrat ne se colore plus par ce meme 

colorant, e’est que la substance qui reagissait avec le colorant a disparu, 

est dissoute; ce point pour Unna est evident, a priori. Mais VON MoLLEN¬ 

DORFF qui, dans des etudes remarquables, a observe que Tetat physique 

des substrats a colorer, et particuliferement leur << densite de structure », 

joue un role trfes important dans le mecanisme de la coloration, objecte 

que le reactif a trfes bien pu modifier Tetat physique du substrat, et plus 

particuli^rement sa « densite de structure »; une telle modification peut 

parfaitement changer du tout au tout la faculte de s'unir a un colorant 

(^) Unna pense que Fh^malun est un colorant acide (?). 
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donne. Les donnees de Unna, ne tenant pas compte du facteur physique 

des colorations, ne peuvent done etre envisagees qu’avec le plus grand 

scepticisme. 
A ces graves objections de VON Mollendorff, auxquelles Unna n a 

pu repondre que par des faux-fuyants, nous n’ajouterons rien, si ce n’est 

que la combinaison de deux techniques qui n*ont rien d’histochimique — 

la recherche des protides par des dissolutions fractionnees et la methode 

des colorations histologiques — ne peut fournir de donnees histochi- 

miques. 
Wermel, dans une tres interessante etude, a d’ailleurs bien montre, 

par un exemple concret, que THistochimie des protides, telle que l a cons- 

truite Unna, est bien loin de THistochimie reelle. Unna, on Ta vu dans 

Texemple cite, considere comme etant la nucleine I’element du noyau 

colorable par le vert de methyle et soluble dans Tacide chlorhydrique 

a 5 pour 100. Or, on possede actuellement une reaction histochimique tres 

precise et tres sure des nucleines du type de I’acide thymononucleique, la 

reaction nucleale de Feulgen-Rossenbeck. En effectuant cette reaction 

nucleale sur des coupes traitees par H Cl a 5 pour 100 et dans lesquelles 

toute colorabilite par le vert de methyle a disparu, on constate que les 

nucleoprotides n’ont pas ete le moins du monde alteres; la reaction nucleale 

persiste meme apres action de H Cl a 25 pour 100, qui detruit la colora¬ 

bilite du noyau par Themalun. On doit done bien en conclure que la 

chromolyse de Unna n’a pas de valeur histochimique. Bien entendu, 

on pourrait s’en servir pour des etudes de Morphologic pure, mais la elle 

ne parait pas non plus appelee a un grand avenir. 

II. — Microspectroscopie. Histospectrographie. 

L’analyse spectroscopique appliquee a THistochimie peut faire Tobjet 

de trois methodes essentiellement differentes. Dans la premiere, on cherche 

a determiner le spectre d*absorption des substances; e’est Tobjet de la 

Microspectroscopie. Dans la seconde, homologue de 1*Analyse spectrale, 

on etudie le spectre d'emission de la substance placee dans une etincelle 

electrique; e’est XHistospectrographie. Une troisifeme application du micro¬ 

spectroscope a THistochimie est Tetude des spectres de fluorescence; 

on Tetudiera ci-dessous au chapitre de FHistofluoroscopie. 
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1. Microspectroscopie, 

Le microspectroscope ou plus exactement Toculalre microspectrosco- 

pique est un instrument qui, monte a la place d un oculaire normal de 

microscope, permet d’etudler le spectre de la lumi^re provenant de la 

preparation. II comprend en principe tous les organes d’un spectroscope 

normal : le collimateur, la fente, le prisme (ou le reseau) et Toculaire. 

Le microspectroscope, instrument tres en faveur chez les microchimistes 

et les physiologistes, n’a re^u que tres peu d applications histochimiques. 

On peut comprendre ce fait, si Ton se refere aux possibilites de Tinstru- 

ment. Celui-ci permet de determiner le spectre d’absorptlon de substances 

colorees de la preparation — avec plus ou mol ns d* exactitude suivant le 

soin apporte a sa construction et Thabilete de Tobservateur. Seulement, 

pour que cette determination soit possible dans une coupe histologique 

mince, il faut que la substance etudiee soit en assez grande quantite et 

qu’elle soit assez coloree; on ne dolt pas compter, sauf rares exceptions, 

obtenlr un spectre d absorption d une substance si elle n’apparait pas deja 

assez fortement coloree a I’examen microscoplque normal. L’lnstrument 

n’est done pas sensible : 11 peut servir a determiner la nature d une 

substance, mais non a la mettre en evidence dans une coupe lorsqu’elle n’y 

existe qu’en petite quantite. 

De plus — et e’est la Tinconvenient le plus grave — il ne permet pas 

d’effectuer une recherche localisee; ce que Ton voit dans un microspec¬ 

troscope, e’est le spectre fourni par tout un faisceau lumineux et non pas 

une image de Tobjet. On peut retrecir le faisceau dans certaines limites et 

ainsl clrconscrire le champ des investigations, mais pas assez pour que 

Ton puisse arriver a une localisation suffisante. On peut obtenlr une 

localisation a un tlssu, rarement a une cellule, jamais a un element 

cytologlque. 

L’etude microspectroscopique en Histochimie se trouve done limitee 

a la determination de la nature des pigments, mais non a leur mlse en 

evidence, ni a leur localisation. Encore faut-il que ces pigments aient un 

spectre assez caracteristique : un spectre mal llmlte, sans maximum 

appreciable, n’a pas une signification bien grande. 

Malgri ces imperfections, nous avons tenu a signaler le microspectros¬ 

cope car certaines recherches assez recentes font entrevoir de nouvelles 

possibilites d*appIication. Nous faisons allusion aux belles recherches de 
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Keilin sur le cytochrome et a celles de BoRST et KONIGSDROFFER sur les 

porphyrines. Dans le livre important que ces derniers auteurs ont 

consacre a ce sujet, on trouvera, dans Tetude des pigments sanguins et de 

leurs derives, quelques notions mteressantes acquises grace a Tobservation 

des spectres d’absorption. Nous le signalons enfin, parce que, en Histo- 

fluoroscopie, le microspectroscope est un instrument indispensable pour 

Tetude des spectres de fluorescence. 

Par ailleurs, le microspectroscope s’est beaucoup perfectionne dans 

ces derniers temps. On dispose mamtenant d’lnstruments beaucoup plus 

perfectionnes que le niodele bien connu d’AfiBE : ce sont, par exemple, 

les microspectroscopes de Hartridge, de ScHUMM, de Borst et Konigs- 

DORFFER (Steinheil, constriicteur), de Sorby-Browning (Seibert, cons- 

tructeur). On peut done esperer que les possibilites de la Microspectros- 

copie en Histochimie s en trouveront elargies. 

2. Histospectro^raphie. 

Tres differente de la Microspectroscopie est THistospectrographie, et 

tres differentes egalemcnt en sonl les possibilites. Elle consiste essentielle- 

ment a faire jaillir une etincelle electrique en un point prealablement repere 

d’une coupe, a prendre un spectre de raies (spectre d’emission) de cette 

etincelle et a rechercher dans le speclrogramme obtenu les raies caracte- 

ristiques des divers elements. La methode histospectrographique peut 

etre rangee parmi les applications de la spectrographie a I’Analyse chimique. 

Elle differe par contre de TAnalyse chimique ordinaire parce qu elle 

implique une localisation lopographique histologique » (Policard). 

L’Histospectrographie a ete rnlse au point, d’une part par Walther et 

Werner Gerlach, d’autre part par PoLlCARD et Morel. Les methodes 

employees par ces auteurs sont quelque peu differentes, mais $e ram^nent 

au fond a un meme type. Une coupe de tissu frais ou fixe est etalee sur une 

plaque d’une substance conductrice. Au-dessus d’un point microscopi- 

quement repere de cette coupe, on dispose une electrode taillee dans une 

substance convenable (graphite, or, platine, aluminium, etc.). Entre cette 

electrode et la plaque conductrice, on fait alors jaillir une etincelle de haute 

frequence qui detruit la coupe au point pr^lablement repere. De Tetincelle, 

on prend un spectrogramme; dans ce spectrogramme, on retrouve, k cote 

des raies de la substance de Tilectrode et des raies de Pair, les raies carac- 
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teristiques des elements entrant dans la constitution de la coupe. Par 

Tidentification de ces raies, on peut done determiner de fa^on tr^s sure 

les elements de la coupe. 

L’appareillage necessaire est assez complique et comprend : un appareil 

destine au reperage des coupes; un dispositif d’etincelage, comprenant, 

outre les electrodes, un appareil de haute frequence assez puissant; un 

spectrographe a equipage de quartz; enfin, un dispositif permettant 

Texamen et le reperage des spectrogrammes. 

On trouvera les details sur les appareils et sur la technique a suivre 

dans les travaux des auteurs cites, et dans la recente These de Petey. 

L’Histospectrographie est une methode tres sensible. On sait, en effet, 

que la quantite minimum d un element capable de provoquer I’apparition 

des raies ultimes (c*est ainsi que Ton appelle depuis DE Grammont les 

raies qui sont les dernieres a disparaitre quand la quantite de Telement 

diminue progressivement) est extremement reduite; suivant les cas, sa 

valeur oscille entre 0,01 V et 0,1 *;» soit de un cent-millieme a un dix-millieme 

de milligramme. De plus, il semble bien, quoique cela n’aie pas encore ete 

realise a Theure actuelle, que THistospectrographie permette une deter¬ 

mination quantitative de Telement recherche. C’est egalement une methode 

parfaitement specifique : Tidentification obtenue est rigoureusement exacte. 

L’Histospectrographie repond done de fa^on absolument parfaite aux 

conditions chimiques de TAnalyse histochimique, telles que nous les avons 

definies plus haut : methode rigoureusement specifique et d une enorme 

sensibilite. On remarquera cependant qu elle ne permet d’identifier que 

la presence des elements et non pas de decider sous quelle forme ni dans 

quelle combinaison ils se trouvent. 

Si, chimiquement, THistospectrographie est une methode parfaite, 

histologiquement elle se trouve limitee. 

Elle ne permet qu’une localisation topographique approchee. En effet, 

le spectre enregistre est celui qui correspond au territoire detruit par 

I’etincelle. Or, les techniques actuelles emploient des coupes epaisses 

(un demi-millimetre) et Tetincelle produit dans cette coupe un trou circu- 

laire ayant de 0,5 a de diametre au minimum. Le volume de tissu 

detruit n’est done pas inferieur a 0*“^^5. II semble tres difficile de descendre 

en dessous de cette limite : on n’arrive pas a obtenir des micro-etincelles 

suffisamment petites, ni surtout suffisamment fixes pour localiser la 

destruction a un territoire beaucoup plus petit, de Tordre de grandeur 
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d’une cellule par exemple. D’autre part, si Ton arrivait a diminuer nota- 

blement la quantite de substance detruite, on se demande si Ton trouverait 

des spectrographes assez lumineux et des plaques assez sensibles pour 

realiser un spectrogramme convenable. 

Dans Tetat actuel des choses, THistospectrographie ne permet done 

qu’une localisation histologique assez grossiere; elle permet d etudier des 

tissus, non pas des cellules. Arrivera-t-on un jour a la rendre plus precise 

a ce point de vue? Nous Tesperons, sans trop y croire. La methode est, 

chimiquement, d’une telle fidelite et d’une telle sensibilite qu elle acquer- 

rait une importance enorme si elle arrivait a une localisation plus 

poussee. 

Quoi qu’il en soit, malgre sa creation tres recente, I’Histospectrographie 

a deja a son actif des resultats tres interessants, surtout dans le domaine 

de THistochimie pathologique. On en trouvera un aper^u dans la Revue 

generale de PoLiCARD, recemment parue dans Protoplasma, 

III. — Microfluoroscopie, Micro-spectro-fluoroscopie. 

Generalites, — La Microfluoroscopie est, en Histochimie animale, une 

methode de recherche extremement precieuse, qui a deja fourni des 

resultats importants et dont I’avenir parait brillant. Elle consiste essen- 

tiellement en la mise en evidence et I’identification des substances par 

leurs proprietes fluorescentes. 

Un corps est dit fluorescent lorsque, frappe par une radiation d’une 

longueur d’onde donnee, il emet de I’energie radiante sous une ou des 

longueurs d’onde diflerentes, toujours plus grandes que celle des radiations 

excitatrices (loi de Stokes), Ce sont les radiations de courte longueur 

d’onde qui presentent au maximum le pouvoir d’exciter la fluorescence 

des corps. Les phenomenes de fluorescence apparaissent done avec le 

maximum de nettete lorsqu’on emploie comme radiations excitatrices des 

rayons ultraviolets, comme I’a observe KoHLER (1906) le premier. 

Les radiations ultraviolettes, comme on le sait, sont invisibles. Les 

radiations emises sous leur action par les corps fluorescents sont de 

longueur d’onde plus grande et appartiennent done au domaine du visible. 

Les corps fluorescents examines en lumifere ultraviolette paraitront done 

illumines, tandis que les autres seront obscurs. £tudi^ au spectroscope, 
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la lumiere ainsi emise par les corps fluorescents donne un spectre caracte- 

ristlque de la substance etudiee, dans les conditions de Texperience. 

II y a tres longtemps que Ton a observe que certains organes ou certains 

tissus se montrent fluorescents a la lumiere solaire. Ainsi, des 1867, 

Brewster et, en 1896, Helmholtz avaient remarque la fluorescence du 

cristallin. L’emploi de la lumiere ultraviolette comme source de radiations 

excitatrices fut realise egalement assez tot en vue de recherches sur les 

tissus ou les organes. Ainsi, R. DuBOlS, en 1909, etudia la pyrophorine que 

Ton trouve dans le sang et les organes lumineux des insectes pbotogenes, 

en particulier du Pyropbore, H. Stubel mit en evidence de Themato- 

porphyrine dans les teguments des lombrics, V. Prowazek dans divers 

organismes. 

Aucune de ces recherches n’avait ete efiectuee au moyen du microscope. 

Ce furent Heimstadt, chez Reichert et Lehmann chez Zeiss qui construi- 

sirent les premiers microscopes a fluorescence. Ces appareils, apprecies 

des chimistes et specialement des microchimistes, ne re^urent guere 

d’applications biologiques. Ce ne fut qu’en 1924 que I’Ecole montpellie- 

raine, sous Timpulsion du chimiste Derrien et de I’histologiste TuRCHlNl, 

montra par de nombreux exemples les possibilites de Tetude des fluores¬ 

cences en Biologie et vulgarisa en quelque sorte ce nouveau precede 

d’etude. Depuis cette epoque, la Microfluoroscopie biologique a fait 

I’objet de nombreuses applications. La plupart sont d’ordre purement 

morphologique : malgre leur interet, on n’en parlera pas ici et nous nous 

contenterons d’un rapide aper^u sur les donnees histochimiques acquises, 

apres avoir donne quelques indications sur les dispositifs d’examen 

utilises. 

1. Dispositifs utilises, 

Un dispositif microfluoroscopique comprend, en principe, trois parties : 

une source lumineuse riche en rayons ultraviolets, un filtre destine a 

arreter les radiations visibles superflues, un dispositif destin^ a concen- 

trer les rayons ultraviolets sur Tobjet et un microscope. 

La source lumineuse est, soit une lampe a vapeur de mercure a parol 

de quartz, soit une lampe a arc a electrodes metalliques. La firme Reichert 

emploie ainsi un arc jaillissant entre des electrodes de fer speciales, four- 

nissant une source trhs intense et tr^s riche en radiations ultraviolettes. 
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Comme filtre, on utilise souvent Tecran de Wood, a Toxyde de nickel, 

transparent pour Tultraviolet entre 3000-4000 A; Tecran de Appert, 

perfectionnement de Tecran de Wood, ne laisse guere passer que Tultra- 

violet de 3650 A. De bons fibres sont egalement constitues par le«Schwarz 

Uviol-glas » de la Societe Hanau et par le filtre Corex G. 986 A. de 

Corning qui, combines avec une solution semi-saturee de sulfate de cuivre, 

sont selectifs pour 3660 A. 

Le dispositif destine a concentrer les rayons ultraviolets sur Tobjet 

est assez variable; ses constituants optiques sont de preference en quartz 

ou en verre special (uviol, ultravit, etc.)* quoique le verre ordinaire soit 

assez transparent pour Tultraviolet long employe et puisse etre utilise 

sans grand inconvenient. 

PoLICARD eclaire les objets en lumiere laterale en concentrant les rayons 

au moyen d une loupe et examine au bmoculaire de Greenough. Ce precede 

ne permel pas Temploi de forts grossissements (jusqu’a 160 fois environ). 

Turchini, Metzner utilisent un microscope ordinaire, sans aucun change- 

ment. L’eclairage de la preparation est done effectue par transparence, 

comme dans Tappareil de Lehmann-Zeiss. Dans ce cas, il est absolument 

necessaire d’empecher les rayons ultraviolets provenant de Teclairage de 

parvenir a Tceil de Tobservateur sous peine de lesions inflammatoires 

graves; on y parvient en interposant au-dessus de Toculaire du microscope 

un ecran de verre impermeable aux ultraviolets (verre Euphos ou analogue). 

L’eclairage lateral — eclairage a fond noir — est utilise dans Tappareil 

de Heimstadt construit par Reichert. La meme firme fabrique d’ailleurs 

des miroirs du type Lieberkiihn permettant un eclairage en lumiere inci- 

dente. De tous ces dispositifs, d’apres BoRST et KoNIGSDORFFER, on doit 

preferer Teclairage lateral sur fond noir. La preparation est portee sur 

une lame de verre ordinaire ou mieux de quartz ou de verre uviol. Elle 

doit etre incluse dans un milieu non fluorescent, generalement Teau ou la 

glycerine. Le baume du Canada ne peut etre utilise a cause de sa forte 

fluorescence. 

L’optique du microscope ne doit en rien diff^rer d une optique normale, 

puisqu’on n’observe que des rayons visibles. Cependant, les objectifs 

a spath-fluor doivent etre evites parce que fluorescents. Les objectifs a 

immersion seront utilises avec une huile speciale non fluorescente, et non 

avec de Thuile de cedre. On trouvera plus de details sur les dispositifs 

utilise dans les travaux de PoLlCARD, Metzner, Haitinger, Naumann, 



I1I8T0(’]IJM1E ANIMALK. MJ^THODES ET PROBLEMKS. 49 

Singer, qui decrivent des appareils realisables avec des moyens simples, 

de Heimstadt, Lehmann. Kogel, Borst et Konigsdorffer qui decrivent 

des appareils plus perfectionnes et surtout plus lumineux. Les modMes 

actuels permettent pour la plupart de passer instantanement de Teclairage 

normal a Teclalrage ultraviolet et de Teclairage a fond clair a I’eclairage 

a fond noir. 

2. Histo-fluoro-spectroscopic et fluoro'^spectrographie. 

La constatation de la fluorescence d’un corps est un fait interessant, 

mais ne permet pas de tirer des conclusions precises et fermes sur sa nature 

chimique. La couleur sous laquelle apparait la substance peut blen etre 

une indication, mais en tout cas extremement vague. Ainsl, les fluores¬ 

cences rouges sont presque toujours dues a des porphyrines; ce serait 

cependant une grosse erreur de crolre qu’une fluorescence rouge permet 

d’affirmer Texlstence d’une porphyrlne (Derrien, Dh^r#.). Ce n’est qu’en 

etudiant le spectre de fluorescence qu’on peut arrlver a des donnees precises. 

Les corps fluorescents donnent, en effet, des spectres d emission generale- 

ment tres caracteristiques et qui permettent de les reconnaitre aisement. 

Cette etude s’effectue au moyen du microspectroscope ou du microspectro- 

graphe monte sur un microscope de fluorescence. Nous renvoyons a ce que 

nous avons dit plus haut au sujet de ces instruments. 

A rheure actuelle, nous ne connaissons guere que BoRST et Konigs- 

DORFFER qui aient utilises en Histochimie la spectroscopic de fluorescence, 

de fa^:on quelque peu etendue. Leur tres remarquable etude sur les porphy¬ 

ries est a lire par tous ceux qui veulent se documentor sur la question et 

se rendre compte des possibilites analytiques de cette methode. 

PoLICARD a essaye de tracer spectrophotometriquement la courbe d’lnten- 

site spectrale de la lumiere de fluorescence emise. Son procede, assez 

primitif, n’a a notre connalssance jamais ete repris. 

3. Applications histochimiques de la fluoroscopic. 

Les applications histologiques de la fluoroscopie sont tres nombreuses, 

ainsi que nous I’avons deja indique. Par contre, les applications reellement 

histochimiques — c’est-a-dire celies oil la fluoroscopie a permis de deceler 

et d’identifier une substance chimique determinee — sont plus restreintes. 

Elies peuvent etre classees sous deux chefs. Dans la premiere catigorie, 

I.ISON 
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nous rangerons les recherches ou la fluoroscopic a permis d’identifier 

chimlquement des substances inconnues, presentes dans des tissus normaux 

ou pathologiques. Dans la seconde, nous reunlrons les etudes ou la fluo¬ 

roscopic a permis de rendre visibles des substances chimiques connues 

introduites dans Torganisme et qu’on n’avait pu mettre en evidence par 

d’autres methodes. 

A I’heure actuelle, le premier groupe comprend exclusivement des travaux 

ayant trait a la recherche des porphyrines. 

L’etude fluoroscopique de tissus animaux y a revele Texistence de 

nombreuses fluorescences. Beaucoup d’elements cellulaires ou tissulaires 

s illuminent en lumiere de Wood et prennent les couleurs les plus variees : 

blanc, jaune, rouge, vert, bleu, violet, etc. Ces faits ont pu donner lieu a 

d’interessantes constatations morphologiques, mais generalement n’ont pas 

eu de signification histochimique : la nature du corps fluorescent n’a pu etre 

determinee, et cela pour plusieurs raisons. Tout d’abord, le plus souvent, 

les caracteristiques des fluorescences n’ont pas ete serrees d’assez pres, les 

caract^res spectroscopiques de la lumiere emise n’ont pas ete determines. 

Mais ensuite, meme si Ton disposait de cette documentation, on serait bien 

embarrasse de rapporter une fluorescence definie a un corps chimique d^fini. 

Nous constatons par exemple une fluorescence jaune et nous en avons etudie 

le spectre; muni de ce fait, il nous faudra chercher, parmi toutes les 

substances chimiques connues, celles qui ont une fluorescence jaune et, 

parmi celles-ci, celle qui donne le spectre de la substance inconnue. On 

comprend que, devant un tel probleme, on se trouve souvent reduit a 

I’impuissance. II faut cependant esperer qu’en presence du nombre toujours 

croissant de documents concernant les spectres de fluorescence des substances 

chimiques connues, on arrivera un jour a identifier les corps fluorescents 

— inconnus — decelables dans les tissus. 

Malgre ces difficultes de I’Analyse histochimique par voie fluorosco¬ 

pique, des resultats trfes importants ont ete obtenus dans un domaine ou, 

precisement, I’Analyse chimique fluoroscopique avait ete elle-meme active- 

ment poussee. 

Un certain nombre de fluorescences rouges en Histologie ont pu en effet 

etre rapportees de fa^on certaine a la presence de porphyrines^ dont la 

nature a pu etre precisee spectroscopiquement, Les premieres recherches 

sur ce sujet sont dues a Derrien et TuRCHiNI, montrant la pr&ence d une 

porphyrine dans le segment calcig^ne de I’oviducte de la Poule; I’examen 
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spectroscopique prouva qu’il s’agissait de Tooporphyrine. Peu apr^s, ies 

memes auteurs decouvrirent que la glande de Harder chez le genre Mus 

renferme de rooporphyrine histologiquement decelable. Depuis cette 

epoque, on trouve d’assez nombreux cas d’identification histocblmique 

des porphyrines par la microfluoroscopie. On les examinera plus en detail 

au chapitre porphyrines (t;o/r p. 255). 

Dans ce domaine, on peut dire que THistofluoroscopie a ouvert un 

nouveau chapitre de rHistochimie, et que ses resultats ont ete plus que 

des promesses. 

Dans une deuxieme categorie de recherches histofluoroscopiques, nous 

rangeons les travaux oil Temploi de la lumiere ultraviolette a permis de 

mettre en evidence et de localiser des substances chimiques connues intro- 

duites experimentalement dans Torganlsme. Pour que de telles recherches 

reussissent, il faut que la matiere fluorescente ne subisse pas dans le milieu 

interieur des modifications lui faisant perdre ses proprietes fluorescentes, 

ni que sa fluorescence puisse etre confondue avec une fluorescence propre 

des tissus. 

Les recherches effectuees dans cet ordre d’idees sont assez nombreuses, 

et ici encore c’est a TuRCHINl que sont dues les premieres eludes experi- 

mentales. Cet auteur a ainsi pu localiser dans les tissus les substances 

suivantes : esculine, acridine, acriflavine, erythrosine, bromhydrate de 

quinine, salicylate de soude. Carnot et CoQUOlN ont egalement cherche 

a localiser les salicylates par leur fluorescence. Joseph, eleve de TuRCHiNl, 

observe par la meme methode que Tesculine (utilisee en therapeutique dans 

les affections du systeme veineux) se localise dans la partie conjonctive de 

la media et de I’intima des vaisseaux, apres avoir traverse I’endothelium, 

et que I’hydrastinine (qui agit sur Futerus par I’intermediaire, pense-t-on, 

du systeme nerveux) se localise dans les centres nerveux et dans les muscles 

de I’uterus. Truc, egalement eleve de TuRCHINl, a etudie Telimination 

renale de Tacridine, de la gonacrine, de la trypaflavine. Citons egalement 

les observations intravitales de F, P. FiSCHER sur les colorations de Foeil 

par la fluoresceine. Tres interessantes sont les observations intravitales de 

Ellinger et Hirt, de Hartoch, elfectuees en lumiere ultraviolette 

incidente apres injection de fluoresceine et de trypaflavine, de meme 

que les etudes effectuees par Singer, Grafflin et Eisenberg, sur Felimi- 

nation renale de la fluoresceine et de Facridine; nous regrettons de ne 

pouvoir en parler avec plus de details. Enfin, signalons les resultats de 
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V. Jancso sur la localisation de quelques substances employees contre les 

trypanosomes : les derives de Tacridine se localisent in vivo exclusivement 

sur le blepharoplaste, tandis que les derives du styrile s’accumulent princi- 

palement sur le noyau vegetatif. Ces recherches, auxquelles on peut 

joindre celles toutes recentes de HaitiNGER et Hamperl, Querner, montrent 

Finteret que peuvent presenter la methode histofluoroscopique, soit en 

vue d’eclaircir des points douteux d’Histophysiologie, soit dans le but de 

preciser Taction de medicaments utilises en Chimiotherapie. 

IV. — Emploi de la lumiere polarisee. 

L’emploi des examens en lumiere polarisee constitue une methode 

generale importante en Histochimie. 

Nous ne detaillerons pas ici les principes, ni la description, ni le mode 

d’emploi du microscope polarisant. Ces notions sont assez connues des 

biologistes. Eventuellement, on trouvera des renseignements comple- 

mentaires a ce sujet dans les ouvrages de ScHMiDT et de Langeron. 

Dans les recherches biologiques, le microscope polarisant sert princi- 

palement a deceler Tanisotropie ou Tisotropie optique des objets, et ce 

n est que tres accessoirement qu’on recherche d autres caract^res optiques. 

II est bon de savoir cependant que les possibilites du microscope polarisant 

depassent de beaucoup Temploi qu’en font les biologistes. Le microscope 

polarisant est devenu un instrument d’une tres grosse importance pour le 

mineralogiste et pour le petrographe. II permet en effet d’effectuer un trfes 

grand nombre de mesures optiques et cristallographiques, par exemple 

la determination des sections principals d une lame cristalline, la deter¬ 

mination des retards, Tallongement optique, la recherche des valeurs de 

birefringence, la dispersion des axes optiques, la determination du signe 

optique, la mesure de Tangle des axes optiques dans les cristaux biaxes, 

la recherche du systeme cristallin, etc. Toutes ces mesures ne peuvent 

pas toujours etre effectuees sur du materiel biologique et leur interet n’est 

pas toujours immediat; cependant, il en est qui permettent de resoudre des 

problemes qu'il n’est guere possible d’aborder autrement. On trouvera 

des details sur la theorie et la pratique de ces determinations dans le livre 

de ScHOEP, et de trfes nombreux exemples d*applications au materiel 

biologique dans les travaux de M. Prenant et surtout de ScHMiDT. 
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Ainsi que nous venons de le dire, le microscope polarisant, pour le 

biologiste, sert surtout a reconnaitre Tanisotropie ou Tisotropie optique 

des corps. Pour definir les utilisations de la polarisation a rHistochimie, 

11 est bon de rappeler les causes qui peuvent rendre les corps blrefrlngents, 

ou, si Ton veut, quelles sont les dlfferentes espfeces d’anisotrople : 

1^ Uanisotropic cristalline. — C*est la plus anciennement connue; elle 

est presentee par tous les crlstaux, sauf par ceux du systeme cubique. 

Elle est due a une disposition geometrique partlculi^re des molecules 

de la substance, de fa^on a former un reseau spatial tridlmenslonnel. 

2^^ La birefringence micellaire est due a une certaine orientation de micelles 

au sein d une substance colloidale. Cet etat est en quelque sorte inter- 

mediaire entre Tetat cristallin et Tetat amorphe; d*ou le nom de substances 

semi-isotropes que Ton decerne quelquefols aux substances qui presentent 

ce phenomene. Les corps semi-isotropes ont done certaines proprietes des 

cristaux (birefringence), mais n’en ont pas certaines autres (plans de clivage, 

Constance des aretes, determination des formes, etc.). Exemple : fibres 

collagenes. 

3^^ La birefringence de tension se produit dans des corps isotropes soumis 

a Taction de certaines contraintes mecanlques. Cette anisotropic est 

accldentelle, parce qu elle n’est pas liee a la nature meme des corps, 

mais a des causes extrinseques. Exemple : verre comprime, verre refroidi 

brusquement, 

4® La birefringence par di0raction se produit au niveau de certaines 

formations tres fines et est produite par la diffraction de la lumlere au 

contact de ces formations. Sa caracteristique principale est de disparaitre 

quand Tobjet est place dans un milieu ayant le meme indice de refraction 

que lul. Exemple : flagelles. 

On voit, par cette enumeration, qu’un corps birefrlngent n’est pas 

n^cessairement cristallin, comme on Tentend quelquefols dire a tort. 

En Histochimle, on n’a guere a considerer que les substances cristallines. 

Les substances presentant de la birefringence pour d’autres causes ne 

sont generalement pas definies chimiquement et leur etude relive unique- 

ment de la Morphologie. 

On peut distinguer, parmi les substances cristallines, entre les cristaux 

proprement dits et les sphirocristaux. Les cristaux proprement dits, facile- 

ment reconnaissables en general a leurs caract^res externes (forme, facettes. 
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angles entre les faces, etc.) presentent toutes leurs molecules dispos^es 

parallelement les unes aux autres. On connait leurs proprietes optiques 

entre nicols croises : examines parallelement a leur axe optlque, ils restent 

obscurs; examines perpendiculairement a leur axe optique, ils presentent, 

pour une rotation complete de la platine du microscope, quatre positions 

d’illumination et quatre positions d’extinction. Ceci, bien entendu, pour 

les cristaux uniaxes. 

Dans les spherocristaux, au contraire, toutes les molecules sont disposees 

concentriquement ou bien radlairement a partir d’un centre. Sous nicols 

croises, Tobjet (qui n’est pas necessalrement de forme spherique) apparait 

eclaire, sauf une croix obscure, dont les branches, perpendiculaires entre 

elles, sont paralleles aux plans de polarisation du polariseur et de Tanaly- 

seur. II est souvent interessant de determiner le signed*un spherocristal. 

Si Ton intercale entre polariseur et analyseur un gypse rouge de premier 

ordre, dont le grand indice est dirige a 45® du plan de polarisation du 

polariseur, le spherocristal est positif lorsque les quadrants 0®-'90® 

et 180®-270*^ sont bleus, les deux autres quadrants 90®-180^^ et 270®-360^^ 

etant jaunes. II est negatif dans le cas contraire. 

On rencontrera frequemment, dans le cours de cet ouvrage, des appli¬ 

cations du microscope polarisant. Citons quelques exemples : recherche des 

purines, acide urique, guanine, etc.; differenciation des differentes formes 

mineralogiques du calcaire : calcaire amorphe, calcite, aragonite, vaterite; 

mise en evidence du complexe digitonine-cholesterol, dans la recherche 

histochimique du cholesterol; differenciation des diverses especes de 

lipides, etc. La valeur signaletique des donnees fournies par Texamen 

polariscopique constitue des cas d’espece et ne peut etre discutee en 

general; on n’en parlera done pas ici et Ton discutera chaque probleme en 

particulier. 
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DEUXIEME PARTIE. 

HISTOCHIMIE SPECIALE. 

SECTION I. 

£Uinents min^raux. 

CHAPITRE VI. 

RECHERCHE DES ELEMENTS MINERAUX IN TOTO. 

MICRO-1 NCINERATION. 

La mise en evidence des elements inorganiques d un tissu, envisages 

in toto, s’eflectue de fa^on tres elegante par la micro-incineration, 

Cette methode consiste a pratiquer des coupes histologiques du tissu 

a etudier et a les mineraliser en les portanl au rouge; les elements orga- 

nlques sont brules et seules restent en place les substances minerales fixes, 

sous forme de cendres. Lorsque I’operation a ete convenablement conduite, 

la combustion respecte integralement la topographic des tissus, et Timage 

que dessinent les cendres — on I’appelle spodogramme — est la traduction 

parfaite de la localisation des substances minerales de la coupe. 

La micro-incineration est une methode tres ancienne et avait deja 

ete appliquee par les histochimistes de Tanclenne ecole. Raspail (1833) 

semble bien avoir ete le premier a se rendre compte de son interet. 11 

avait porte au rouge, sur une lame de verre, une ^caille d’un bulbe d’oignon : 

« En Texaminant alors au microscope, observalt-il, on croirait que ce tissu 

n’a ite nullement altere et que son organisation est restee intacte.» Depuis 

cette ^poque, plusieurs auteurs, sporadiquement, ont de nouveau eu Fidee 
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de se servlr de cette technique. Ainsi, chez les plantes, elle fut utilisee par 

Molisch, sur des tlssus animaux par LlESEGANG (1910), Herrera (1912), 

M. Prenant (1919) et Scholler 0922). Mais c’est surtout Policard et 

son ecole, depuis 1924, qul Tont perfectionnee, en ont montre Tinteret 

par de nombreuses applications et Font en quelque sorte vulgarisee. 

Depuis lors, elle a ete employee sur une grande echelle, et jusqu’a Fheure 

actuelle, on peut compter une bonne centaine de travaux bases sur Femploi 

de cette technique. Elle s*applique a tous les cas ou Ton veut se rendre 

compte de la teneur et de la repartition des elements mineraux en general 

dans les tissus; en revanche, comme on le verra plus loin, elle se prete mal 

a la mise en evidence d’un element determine, a part de rares exceptions. 

A. Fixation et preparation des coupes. — II est evident a priori que la 

fixation des tissus et la preparation des coupes destinees a la micro¬ 

incineration doit etre effectuee de fa^on a conserver aux elements mineraux 

leur localisation telle qu’elle existait in vivo. On note d’assez grandes diver¬ 

gences entre les auteurs sur les moyens a employer pour atteindre ce but. 

Les uns ont voulu que la methode mette en evidence les sels dissous dans 

les humeurs, les vacuoles et les espaces intercellulaires; les autres ont 

neglige systematiquement ceux-ci pour ne tenir compte que des composes 

soit insolubles, soit fixes aux elements constitutifs du cytoplasme. Aussi, 

quelques precisions sont necessaires. 

Tout d’abord, afin d’eviter les pertes par dissolution dans les liquides 

fixateurs, on a preconise des coupes dans des tissus frais, non fixes. C est 

a un tel procede que s’est arrete Schultz-Brauns. 

Comme les coupes dans les tissus non fixes presentent de grosses difficultes techniques, 

Tauteur emploie une methode speciale de coupes par congelation (microtome muni d’un 

dispositif refroidissant energiquement le rasoir). Les coupes, aussitot qu’elles sont efiec- 

tu^es, sont portees sur une lame de verre seche et immediatement dessechees a la flamme 

d’un bee Bunsen. Les organes riches en lipides et specialement les tissus nerveux, doivent 

en etre debarrasses par un sejour de 3 a 5 heures dans de Tether anhydre, sinon il se produit 

lors de Tincineratlon un boursouflement et un charbonnement considerable (Scheide), 

Tschopp delipide en passant 10 minutes dans un melange alcool-chloroforme a parties 

^gales. La micro-incineration proprement dite s’effectue ensuite. 

Cette methode, on doit bien le dire, est d’application assez incertaine. 

La confection des coupes est assez delicate, malgre le dispositif de ScHULTZ- 

Brauns; il n’est jamais possible d’obtenir des coupes minces, condition 
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necessaire de la recherche cytologique fine; 15 , dans les cas les plus favo- 

rables 10 p, sont le minimum sur lequel il faille compter. Les coupes ne 

sont jamais d’epaisseur unlforme et restent presque toujours plissees et 

fortement recroquevillees. Enfin, il est loin d’etre certain que la congelation 

soit sans influence sur la repartition des sels solubles dans les tissus. Les 

etudes de Chambers et Hale sur la vltesse de congelation des cellules et 

des tissus, et les considerations developpees par ScOTT laissent entrevoir 

bien des doutes a ce sujet. 

C’est aussi une methode de congelation que preconlse Gersh, comme 

donnant une image exacte de la repartition des sels a I’etat vlvant. Cette 

methode, perfectlonnernent d’une ancienne methode d’ALTMANN, depuis 

longtemps oubliee, consiste a congeler le tissu par immersion dans I’alr 

liquide, puls, a le deshydrater par evaporation dans le vide a — 20*^ C.; 

la glace a cette temperature a une tension de vapeur suffisante pour 

s’evaporer lentement sans lalsser de traces. Une fois la pi^ce deshydratee, 

on impregne de paraffine a I’etuve et Ton pratique I’incluslon. Cette methode, 

herlssee de grosses difficultes techniques, necessltant un materiel tres 

couteux, voire meme dangereuse pour l experimentateur, ne parait pas 

appelee k une grande extension. Au point de vue theorique, elle est d’allleurs 

sujette a des causes d’erreur analogues a celles de la methode de ScHULTZ- 

Brauns; de telles objections ont ete soulevees par ScOTT. 

A cette methode rejetant I’emploi de tout fixateur histologique, il semble 

bien qu’il y ait lieu de preferer celles qul pratiquent la micro-incineration 

apres fixation. 

Tous les fixateurs ne conviennent pas dans ce but. Sont evidemment a 

proscrire tous les fixateurs susceptibles d’apporter au tissu des substances 

minerales etrang^res; comme tous ceux qui renferment des sels inorga- 

niques (sublime, bichromates). D’autre part, le fixateur doit ne pas dissoudre 

ou extraire de fa^on notable les elements mineraux du tissu. Les fixateurs 

acides, qui sont capables de solubiliser pas mal de sels, sont done egalement 

a ecarter. Les fixateurs aqueux entrainent les sels dissous dans les humeurs; 

on peut les employer si Ton neglige ceux-ci pour ne tenir compte que des 

elements fixes aux constituants cytoplasmiques — en d’autres termes, des 

cendres des matieres organiques — de beaucoup les plus interessants au 

point de vue physiologique. 

En theorie, I’alcool absolu serait le fixateur de choix : il n’y a gu^re de 

substance inorganique existant dans les tissus animaux qui y soit soluble 
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a un degre quelque peu appreciable. Mais il presente de gros inconvenients 

au point de vue histologique pur. Tr^s mediocre fixateur des tissus, il 

retracte beaucoup et defigure les details cytologiques. En outre, il pen^tre 

mal et cela seul rend ses avantages plus theoriques que reels; pendant le 

temps que s’effectue Tentree du fixateur, les sels tres diffusibles peuvent 

s’enfuir fort loin du lieu qu’ils occupaient dans le tissu vivant. Aussi, 

quoiqu’il ait ete largement utilise dans les etudes de micro-incineration, 

il vaut mieux le remplacer par des fixateurs moins mauvais au point de 

vue histologique. ScOTT recommande Talcool-formol : la perte en sels par 

dissolution dans ce fixateur n est guere plus elevee que celle qui se produit 

dans Talcool absolu, et le fixateur est histologiquement bien meilleur. 

De toute fagon, quel que soit le fixateur choisi, il peut y avoir des pertes 

de matiere mincrale. 11 n’y a pas encore accord sur la quantite absolue de 

sels echappant ainsi a la micro-incineration. PoLlCARD et Okkels trouvent 

qu’une extraction a I’alcool absolu, puis au toluene, fait perdre a de la 

poudre de viande 10 a 15 pour 100 de son contenu mineral total. Mais 

ce cas semble exceptionnellement defavorable. Dans les tissus histologi¬ 

quement fixes, le depart de sels doit etre rendu beaucoup moins conside¬ 

rable par la presence des membranes cellulaires et des protides coagules. 

La presence de lipides peut influencer beaucoup la solubilite des sels, 

meme dans les liqnides alcooliques (Henckel); dans ce cas, Terreur 

commise devient difficilement appreciable. Disons cependant, pour en 

terminer avec cette question, qu’il ne faut pas s’exagerer ces pertes mine- 

rales pendant la fixation. ScoTT n’a pas pu trouver de reactions qualitatives 

positives pour le Na, Ca, Mg et K dans des liquides alcooliques ayant 

plusieurs fois servi a la fixation. 

Apres la fixation, on pratique une inclusion a la paraffine suivant les techniques histo- 

logiques classiques. On veillera cependant a un detail : tons les liquides doivent avoir 

ete fraichernent filtres pour eviter la presence de particules en suspension. On coupe 

habituellement en serie, une coupe sur deux etant utilisee pour la micro-incineration; 

les autres, collees a Talbumine et colorees suivant les methodes histologiques habituelles, 

servent de controle pour permettre une exacte localisation des cendres sur les coupes 

inciner^es. Au d^but, on faisait des coupes assez ^paisses (10-13 mais actuellement 

il est reconnu que les coupes tr^s minces (3-5 i^) s'incin^rent plus facilement et donnent 

des images bien plus nettes et plus lisibles. Les coupes destinies a la micro-incineration 

sont etalees, non sur de Teau ou de Talbumine, mais sur de Talcool tiede ou de I'huile de 

paraffine. L'alcool superflu est eloigne par evaporation, I'huile de paraffine par essorage 

au buvard; I'adherence k la lame est toujours suffisante. Les organes riches en tissu fibreux 
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se retractent souvent fortement pendant I’incineration. On evite cet inconvenient en laisant 

bouillir les pieces 10 minutes dans de I’alcool avant I’inclusion (PoLlCARD et Ravaplt). 

B. Incineration, — L’incineration s’effectue dans un four a moufle ou 

mieux dans le four electrique de PoLlCARD (CoUPRiE, Lyon, constructeur) 

ou de Schultz-Brauns (Gerhard, Bonn, constructeur). II est essentiel 

que le debut du chauffage s’effectue tres progressivement, sinon des 

retractions importantes, allant jusqu*au bouleversement total de la struc¬ 

ture, sont a craindre. PoLICARD chauffe pendant 15 minutes, la tempera¬ 

ture finale atteignant 500^^-600^ (rouge tres sombre). Un chauffage plus 

intense doit etre evite. ScOTT chauffe pendant 35 minutes : 10 minutes 

pour atteindre 100^\ le reste pour arriver a 650‘\ La temperature peut etre 

mesuree au moyen d un couple thermoelectrique relie a un millivoltmetre 

(Henckel), mais ce raffinement n est pas indispensable. 

L’incineration dans un courant d’oxygene (TscHOPP) ne presente pas 

d avantages bien marques. En revanche, Tutilisation d un courant d’azote 

(Schultz-Brauns) ameliore le resultat en diminuant la formation de 

produits goudronneux, generalement tres resistants a la combustion et 

empechant une combustion reguliere. La temperature de la combustion 

peut etre abaissee dans ce cas a 50(y'-530^\ ce qui conserve beaucoup mieux 

les chlorures. Lorsque cette temperature est atteinte, on coupe le courant 

d’azote et laisse penetrer Fair; en quelques minutes, I’oxydation du carbone 

par Fair est complete et les cendres sont parfaitement blanches. 

C. Conservation et examen des spodogrammes. — Les cendres sont tres 

fragiles et souvent tres hygroscopiques. Si on laisse les spodogrammes 

trainer a Fair, des sels font efflorescence et Fimage microscopique perd 

beaucoup de sa clarte et de sa precision. On protege les spodogrammes par 

une lamelle posee a sec et lutee sur ses bords au moyen de paraffine ou 

d’un lut quelconque. Le montage au baume du Canada, parfois suggere, 

doit etre deconseille : quelles que soient les precautions prises, il y a toujours 

deplacement de cendres; de plus, a cause de Findice de refraction trop 

eleve du baume, beaucoup de details disparaissent. Les memes objections 

peuvent etre faites a Fenrobage au collodion, preconise par PoLlCARD et 

Okkels dans le but de pouvoir faire agir divers reactifs sur les cendres. 

L’observation des spodogrammes sous faible grossissement se fera sur 

fond noir avec eclairage lateral oblique fourni par une forte lampe. Aux 
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forts grossissements, on examinera avec un condensateur a fond noir. 

L’ultropak pent egalement etre employe. 

Les spodogrammes seront toujours compares avec des coupes temoins 

colorees par les methodes histologiques habituelles. L’usage d’oculaires 

ou de microscopes de comparaison est avantageux, mais non indispen¬ 

sable. 

D. Valeur de la micro-incineration. Localisation. — La micro-incineration 

ne nous parait pas donner des resultats suffisamment stirs dans la recherche 

localisee des elements mineraux solubles : qu’on utilise des coupes de 

tissus frais ou de tissus fixes, la precipitation des sels ne peut s’effectuer 

de fa^on certaine a Tendroit meme ou ils se trouvaient pendant la vie de 

la cellule. 

Au contraire, la micro-incineration donne des resultats excellents dans 

la recherche des sels mineraux insolubles dans Teau et celle des composes 

mineraux lies aux molecules organiques. La combustion respecte beaucoup 

mieux qu’on pourrait le croire la morphologic des tissus et le spodogramme 

peut toujours etre superpose a une coupe temoin coloree du tissu etudie. 

Les cendres dessinent en blanc la structure des tissus avec une fidelite 

tellement grande qu’il n’est souvent nul besoin de coupes temoins pour la 

reconnaitre sans se tromper. 

On notera que la micro-incineration est surtout une methode topogra- 

phique et convient moins bien a la Cytologie. Le spodogramme ne supporte 

pas toujours I’examen aux forts grossissements et les details cellulaires ont 

une tendance a disparaitre; meme les noyaux ne sont pas toujours visibles. 

Cependant, des applications cytologiques tr^s interessantes ont ete effec- 

tuees par ScoTT et par Horning. Pour obtenir de tels resultats, il est indis¬ 

pensable de pratiquer des coupes tr^s minces (3-5 [J maximum) et d’operer 

avec le plus grand soin. 

Specificite. — On doit tout d’abord se demander quels sont les elements 

mineraux rendus visibles par la micro-incineration et sous quelle forme ils 

sont presents dans le spodogramme. Les sels suivants sont conserves comme 

tels : NaCl, KCl, (PO^)* Ca^, (PO^)^Mg®. A noter que si la temperature 

s’eleve trop haut pendant Tincin^ration, le NaCl peut se volatiliser. Les 

carbonates sont transformes en les oxydes correspondants Na"0, CaO, MgO. 

Le phosphate dipotassique est transform^ en pyrophosphate K^P^O^. Le 



IIISTOCniMIE ANIMALE. MJ^THODES ET PBOBLiMES. 63 

fer passe a Tetat d’oxyde Fe^O^. La sJlice se combine generalement au 

calcaire pour donner des composes silicocalcaires complexes. Le soufre 

peut se perdre ou se combiner pour donner des sulfates qui sont conserves. 

L’estimation quantitative des cendres a ete tentee par Schultz-Brauns 

et par ScOTT; les procedes de ces auteurs ne nous paraissent pas suffisam- 

ment au point pour valoir une description detaillee. 

La micro-incineration ne permet pas de distinguer les divers elements 

mineraux les uns des autres; tous les elements min^raux des tissus soumis 

a la combustion donnent des cendres blanches. Un d’eux cependant fait 

exception et est facilement reconnaissable; c’est le fer qui donne de I’oxyde 

de fer Fe“0^ rouge. Suivant leur teneur, les cendres ferrugineuses varient 

du jaune au rouge plus ou moins fonce. Seul done, le fer peut etre mis 

specifiquement en evidence par la micro-incineration. Parfois, on peut aussi 

reconnaitre la silice au fait que certaines de ses formes birefringentes 

(quartz) conservent leur birefringence apres la micro-incineration. Quant 

aux autres elements, on ne peut les distinguer histologiquement les uns 

des autres. C’est la un des plus gros defauts de la micro-incineration : 

elle ne donne qu’une vue globale des elements mineraux des tissus et ne 

permet pas de les distinguer de fa^on certaine. A plusieurs reprises, on a 

tente de resoudre la question tant bien que mal. Les resultats ont ete 

maigres. Morel a ainsi effectue des essais qu’il considere lul-meme comme 

peu fructueux. 

Tout ce qui peut se faire dans quelques cas, ce sont des reactions microcristaliographiques. 

Au moyen d’une micropipette, manipulee a la main ou au micromanipulateur, on depose a 

Tendroit a etudier une goutte tres petite du reactif (pour la recherche de Ca : SO' 

5 pour 100), on voit se produire dans la goutte meme des cristallisations assez facilement 

identihables (C^O ', 2 H^O gypse, de forme lanceolaire). Ce procede grossier ne permet 

pas de localisation precise. 

Herrmann s*est efforce de differencier les differents elements des cendres; il essaic 

ainsi de mettre en evidence les sels de Mg au moyen du reactif de Hahn (tetraoxyan- 

thraquinone ou Bordeaux d’alizarine; donne une laque de magnesium violctte) et les 

phosphates aux moyen du reactif d’EMBDEN (nitrate de strychnine et de molybdene). 

Les resultats de ces methodes ne nous semblent pas concluants, a cause surtout de la 

difficulte de maintenir la localisation des substances a etudier. 
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CHAPITRE VII. 
etude des cations. 

I. — MeTAUX ALCALINS. 

Sodium. 

Le sodium n’a jamais etc recherche en tant que tel en Histochimie 

animale. Les methodes imaginees pour la detection du chlorure de sodium 

sont toutes basees sur la mise en evidence de I’anion chlore {voir ce mot). 

* 

Potassium. 

Le nitrite double de cobalt et de sodium CoNa“ (NO')® precipite Imme- 

diatement le potassium sous forme de cristaux jaune orange de nitrite triple 

de cobalt, de sodium et de potassium Co(NO0^(KNa)NO-+ nH“0; 

comme ce compose est peu colore, on transforme le cobalt en sulfure 

noir par Taction du sulfure d’ammonium. Cest sur ce principe qu’est 

basee la metbode dc Macallum. 

Technique. — Macallum plonge des cellules libres ou des coupes par congelation 

de tissus frals dans le reactif compose comme suit : 20^'" nitrite de cobalt -\- 35*^ nitrite 

de Na f aclde acetique glacial r eau, q. s. ad 100; des vapeurs nitreuses se degagent, 

attendre Icur cessation. Lavage soigne a I’eau distillee glacee fre(|uemment renouvelee; 

puis montage de la preparation dans : 50*^”* glycerine a 50 pour 100 50'"*“ solution 

concentree de sulfure d’arnmonlum. Luter la preparation, qui ne se conserve que 

quelques mois. 

Resultat ; grains noirs, le reste de la preparation incolore. 

Comme le nitrite de cobalt se trouve difficilement, Van Glilick emploie un reactif du 

a Hamburger ; A, 50^ nitrate de cobalt ] 25'*"' acetique glacial -j- 100^"* eau; B. 50" nitrite 

de soude 100'"*'* H^O; 6 volumes de A sont verses dans 10 volumes de B et, au moyen 

d’une trompe a eau, on aspire pendant 1 heure le NO^ qui se forme. 

Un reactif analogue est employe par RohdeNBURG et Geiger. 

Tous ces reactifs ne se conservent que quelques jours. 

I.ISON 



66 L. LISON. 

Valeur. — La specificite de la reaction est assez satisfaisante. Les sels 

d’ammonium peuvent donner lieu a un precipite analogue a celui des 

sels de potassium* mais il est assez soluble dans Teau froide et les rin^ages 

repetes a Teau distillee glacee, tel que les pratique Macallum, semblent 

suffisanls pour Teliminer. Parmi les substances organiques qu’on peut 

rencontrer chez les animaux, seule la creatine (et non la creatinine) fait 

precipiter le reactif dans des conditions analogues au potassium. 

En revanche, Texactitude de la localisation du potassium est tres incer- 

taine. Le reactif est tres peu penetrant, alors que la diffusibilite des sels 

de potassium est considerable. De plus, il donne lieu avec la plus grande 

facilite a la production de precipitations periodiques du type des anneaux 

de Liesegang. Lloyd, sur du materiel vegetal, a trouve frequemment de 

tels phenomenes et en conclut au rejet de la methode de Macallum. 

Liesegang, ayant effectue des constatalions analogues, aboutit aux memes 

conclusions. Meme lorsque Ton emploie des cellules isolees ou des fibrilles 

dissociees, des anneaux de Liesegang peuvent se produire. En revoyant 

les figures memes de Macallum, on en trouve des exemples absolument 

typiques, que Tauteur n’a d’ailleurs pas interpretes correctement. La 

methode de Macallum est done absolument sans aucune valeur pour la 

localisation histochimique du potassium. Les conclusions et les deductions 

physiologiques que des auteurs comme Macallum, Van Gulick, Jacobi 

et Keuscher, W. Schultze, Rohdenburg et Geiger, Waterman, Woerde- 

MANN ont cru pouvoir tirer d’observations effectuees au moyen de cette 

methode ne nous paraissent done pas pouvoir etre retenues. 

Nous croyons d’ailleurs la recherche du potassium irrealisable avec 

quelque precision en Histochimie, dans les moyens actuels de la technique. 

En effet, le potassium ne semble pas exister chez les animaux sous forme 

liee, il n est connu qu’a I’etat ionique ou ionisable et sous forme dissoute. 

Quoi qu on fasse, les memes objections se presenteront, meme si Ton 

emploie d’autres reactifs precipitants, tels que le chlorure de platine ou 

le nitrite de cuivre et de plomb, employes en Histochimie vegetale. Jamais, 

en effet, on ne pourra etre sur de la localisation obtenue par de tels precedes. 

* 
♦ * 

Thallium. 

Les composes du thallium, Introduits dans I’organisme dans des huts therapeutiques, 

peuvent etre retrouves par la methode de Barbaglia. Les pieces sont fixees dans de Talcool 
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a 95‘^ iodo-iodure. Le thallium preclpite sous forme dc cristaux insolubles d’iodure de 

thallium, facilement reconnaissables a leur couleur jaune. 

II. — M^TAUX ALCALINO-TERREUX. 

Calcium. 

Dans le metabolisme des animaux, le calcium a une Ires grande impor¬ 

tance; c’est la un point sur lequel il n’est pas necessaire d’insister. En 

Hislochimie, dans les chapitres consacres a Tetude des elements mineraux, 

c’est celui du calcium qui, avec celui du fer, tient la place la plus impor- 

tante. Malgre le nombre impressionnant de travaux qui lui ont ete consacres, 

on ne peut dire que son etude soit achevee; bien au contraire, elle est encore 

en pleine evolution. Beaucoup de recherches ont en effet ete efiecluees 

sur des bases techniques insuffisanles et devraient etre revisees. Les 

methodes preconisees pour la detection histochimique du calcium sont 

loin d'avoir toutes une valeur certaine; beaucoup sont rien moins que 

specifiques. 

II y a meme des methodes couramment utilisees en vue de Tetude de la 

calcification, et qui ne sont meme pas des reactions de calcium ou d’ions 

metalliques; ce sont en realite des reactions dues a un substrat en voie de 

calcification. Ce sont certainement les etudes sur I’os et Tossification qui 

ont contribue a embrouiller a plaisir le probleme de la detection histo¬ 

chimique du calcium. La substance fondamentale preosseuse et osseuse 

est en effet capable d’adsorber fortement certains reactifs et est responsable 

de certaines reactions considerees comme specifiques du calcium. 

D’autre part, d’autres reactions supposees caracteristiques du calcium 

sont en realite des reactions d’anions, par exemple des reactions d’ion 

phosphorique PC'* ou sulfurique SO^; ces reactions sont positives dans 

Tos, oil le calcium existe a Tetat de phosphates ou de sulfates, mais a propre- 

ment parler, elles n’indiquent pas la presence du metal. 

Aussi, est-il necessaire d’etudier de fa^on approfondie les methodes de 

detection histochimique du calcium et d’en effectuer une critique serree. 

Afin d’essayer d’introduire un peu de clarte dans cette question extra- 

ordinairement embrouillee, nous avons ete oblige de la reprendre sur des 

bases nouvelles. La plupart des auteurs qui ont approfondi I’etude des 

techniques histochimiques du calcium Pont fait en ayant specialement 

en vue la recherche du metal dans les os, et cette preoccupation n*a pas 
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ete sans imposer une tournure speciale a leurs recherches. II nous a semble 

qu’il valait mieux au contraire etudier d’abord le probleme dans sa genera- 

lite et de negllger les probl^mes particuliers qui se posent a propos des 

os, organes complexes et necessitant des techniques histologlques speciales. 

Le calcium peut se rencontrer dans les organismes sous des etats tres 

divers, relevant de methodes d’etudes diflferentes, qu’il est logique d’examiner 

separement. Tout d’abord a Vetat dissous, en circulation dans Torganisme, 

par exemple sous forme de chlorure, de sulfate ou de lactate calcique, soit 

peut-etre meme sous forme colloidale. Ensuite, a Vetat insoluble, mais 

reagissant sous forme ionique, par exemple sous forme de carbonate, de 

phosphate ou de phosphocarbonate calcique. Enfin, a Vetat masque, c’est- 

a-dire engage dans une combinaison oii il ne reagit plus sous forme ionique. 

L’existence de cette derniere forme est extremement frequente. On connait 

dans les organismes animaux un grand nombre de substances dans les 

cendres desquelles on trouve des quantites souvent notables de calcium et 

qui ne reagissent pas avec les reactifs courants du calcium (qui sont tous 

des reactifs de calcium ionise ou ionisable). Citons au hasard : Themato- 

gene (HuGOUNENQ et Morel), des albumines et nucleo-albumines diverses 

(Lonnberg, Halliburton), beaucoup de formations cytologiques tres 

varlees, en particulier les noyaux cellulaires (PoLlCARD et son ecole). 

I. La precipitation des formes solubles du calcium. 

En Histochimie vegetale, la precipitation des sels solubles de calcium 

est une operation courante; on Teffectue en transformant le compose 

soluble en sulfate, en oxalate, en tartrate, en plcrolonate de calcium 

(Kisser) ou en carbonate double de calcium et de potassium (Molisch). 

En Histochimie animale, la recherche des formes solubles du calcium 

n’a preoccupe que quclques auteurs. 

Cretin nous semble avoir ete le premier a mettre en evidence histo- 

chimiquement de telles formes au cours de Tossification. Get auteur admet 

que le premier stade de Tlmpregnation calcairc dans Tos n’est pas le phos¬ 

phate monobasique de calcium, mais une forme soluble, probablement 

colloidale. On peut mettre cette forme en evidence, soit en utilisant le 

reactif gallo-formique (voir plus loin) sur des tissus frais, soit en la preci¬ 

pitant sous forme de sel insoluble, oxalate (senslbllite : 0,06 y), tartrate 

(sensibilite : 0,03 y) ou iodate (reaction de Deniges). 
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Rabl fixe les tissus dans un melange a parties egales d’oxalate d’ammo- 

nlum a 4 pour 100 et de formol neutre au quart, ou mieux dans une solution 

saturee a froid d’oxalate d’ammonium additionnee d*un peu de toluol 

(pour prevenir la putrefaction). Les sels solubles de calcium sont preci- 

pites sous forme de cristaux monocliniques d’oxalate calcique tres facile- 

ment identifiablesr. D’apres Rabl, les phosphates et carbonates de calcium 

ne reagissent pas avec le fixateur. Apr^s action du fixateur et lavage soigne, 

on peut decalcifier au moyen d’acide acetique ou d’acide phosphorique 

additionne d’un peu de formoL Ce traitement solubilise les phosphates 

et carbonates de calcium restes intacts lors de la fixation et respecte Toxalate 

(qui est insoluble dans ces acides). La methode proposee par Rabl permet- 

trait done de distinguer entre les formes solubles et insolubles du calcium. 

Freudenberg a critique vivement ces conclusions. En effet. Taction quelque 

peu prolongee d une solution neutre d’oxalate d ammonium suffit pour 

transformer les phosphates et carbonates de calcium en oxalate de calcium, 

contrairement a Topinion de Rabl. A ces considerations, on peut en 

ajouter d’autres. Conformement aux idees developpees dans le Chapitre II, 

on doit admettre que la localisation d une substance dissoute par une 

methode de precipitation est toujours tres sujette a caution et Ton doit 

montrer une tres grande prudence dans Tinterpretation des images obte- 

nues. Nous pouvons done dire a tout le moins que la recherche histochi- 

mique des composes solubles du calcium rTest pas encore au point, et que 

les methodes proposees ne peuvent etre considerees comme sures. 

2. Les reactions du calcium ionise ou ionisahle. 

Les reactions proposees pour la recherche du calcium ionise ou ionisable 

sont nombreuses. Dedaignant Tordre chronologique de leur decouverte, 

nous les classerons d’apres un ordre logique, suivanl leur principe general. 

A. Reactions de cristallisation, — Ces methodes mettent en evidence le 

calcium par la formation de derives cristallins caracteristiques. 

1® Reaction des cristaux de gypse. Cette reaction est consideree a bon 

droit par beaucoup d’auteurs comme la plus sure que Ton connaisse pour 

identifier le calcium (SCHUEJENINOFF, SCHUSCIK, RoMElS, PoLICARD, 

SCHULTZE, SCHMORL, AsCHOFF, etc.). 

ScHUEJENINOFF op^re comme suit : placer la coupe dans Talcool a40’’; ajouter une goutte 
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d’aclde sulfurique a 3 pour 100; il se produit rapidement une precipitation de cristaux de 

gypse, alsement reconnaissables a leur forme en for de lance, quelqiiefois groupes en 

rosettes. — Pour identifier le calcium sur des coupes nucroincinerees, PoLlCARD depose avec 

une micropipette une tres petite goutlelette d une s()lution d’acide sulfurique sur I’endrolt 

a examiner; les cristaux de gypse se forrnent tres rapidement. 

La reaction dii gypse est rigourcusement specifique pour le calcium. 

Malheureusement, elle ne permct pas une localisation precise; c’est une 

methode topographique, mais non pas une methode cytologique. La preci¬ 

pitation ne s’effectue en effet qu’apres dissolution du compose calcique 

et ne s’opere done pas in loco. II est d’ailleurs aise de constater sur les 

coupes traitees par le procede de ScHUEjENINOFF que les cristaux de gypse 

sont situes nettement sur un plan superieur a celui de la coupe. 11 y a 

done toujours deplacement de substance. La methode au sulfate calcique 

doit etre consideree avant lout comme une methode de controle, permet- 

tant d’affirmer a coup sur la presence du calcium, mais non d’en preciser 

la topographic fine. 

2^^ Reaction a Tacide iodique. La precipitation du calcium a Tetat 

d’iodate, indiquee par Deniges, a ete appliquee par TuRCHINI a THisto- 

chimie. Operant sur des coupes microincinerees, TuRCHiNI les recouvre 

d une solution d’acide lodique dans de la gelatine decalcifiee et obtlent 

ainsi une precipitation localisee de cristaux d’iodate de calcium. L’emploi 

de gelatine pour assurer une localisation plus exacte en empechant les 

transports grosslers de substance est un procede interessant. La reaction 

de Deniges est assez specifique : seuls interferent le strontium et le baryum, 

dont I’importance biologique est reduite. 

B. Methodes aux laques. — Ces methodes ont pour principe la formation 

de laques calciques definies et vivement colorees. 

Pour comprendre la signification de ces methodes et en delimiter la 

specificite, nous devons au prealable rappeler quelques notions concernant 

la formation des laques colorees. Certains colorants ont la propriete de 

se combiner avec des radicaux metalliques pour former des complexes 

definis, generalement peu solubles et tres intensement colores. Ces colorants 

sont appeles colorants a laques ou colorants pour mordants inorganiques; 

les radicaux metalliques capables de se combiner a eux sont des mordants 

et les complexes formes par I’union du colorant et du mordant sont des 

laques, Beaucoup de colorants a laques n’ont par eux-memes qu’un pouvoir 
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colorant extremement reduil; toujours leur affinite pour des fibres textiles 

ou des elements histologiques est extremement faible. Au contraire, les 

laques qui en derivent par combinaison avcc un mordant approprie ont 

un grand pouvoir tinctorial. Enfin, la coloration des laques est generalement 

plus intense que celle du colorant initial et souvent de nuance differcnte. 

La nuance obtenue depend d’ailleurs de la nature du mordant : ainsi la 

laque aluminique de I’hemateine est bleue, la laque ferrique est noire, 

la laque molybdique rouge, etc. Un colorant donne est capable le plus 

souvent de donner des laques avec divers mordants; rares sont les colorants 

a laques specifiques, c’est-a-dire qui ne donnent une laque qu’avec un 

seul mordant (ainsi la tetraoxyanthraquinone-l .4.5.8, qui ne «tire^> que 

sur le glucinium (Georgevics). Cependant, pour qu’un metal puisse 

fonctionner comme mordant, il faut que sa valence soit au moins deux. 

1^ Laques de Talizarine et de ses derives. Plusieurs derives hydroxyles 

de Tanthraquinone ont ete proposes pour la mise en evidence du calcium. 

Ce sont la purpurine (introduite par Grandis et Mainini), Tanthrapurpu- 

rine (Salomon), Talizarine (Cretin, Cameron). L’examen de leur formule 

montre clairement leur parente; on peut done les etudier ensemble, car 

en fait les methodes basees sur Temploi de ces reactifs ont une signification 

sensiblement equivalente. 

(HI Oil 

(.(> 

CO 

(HI 
Pmpui'iiH*. 

on 

'-|-on 

Xntiirapurpniiiu*. 

Technique. — Methode a la purpurine d’apres Grandis et Mainini : les tissus soit frais, 

soit fixes a I’alcool absolu et coupes soit par congelation, soit apr^s inclusion, sont traites 

5 a 10 minutes par une solution alcoolique saturee de purpurine. Les coupes sont alors 

trait^es par une solution a 0,75 pour 100 de NaCl pendant quelques minutes. Traiter les 
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coupes par I’alcool a 70^^ jusqu’a ce que le liquide n’extraie plus de couleur; d^shydratation» 

toluol, baume. Le calcium est colorc en rose ou rouge. 

Methode a I’anthrapurpurine : nous donnons les indications de ScHUSClK de preference 

aux indications originales de SALOMON, trop sommaires. Preparer une solution alcoolique 

saturee d’anthrapurpurine, a laquelie on ajoutc unc trace d’ammoniaque. Operer comme 

pour la purpurine. Le calcium est colore en lilas ou violet. 

Methode a I’alizarine (Cretin) : employer une solution a 0,5 pour 100 d’alizarine sulfo- 

nique (alizarine S) additionnee a chaud d’une proportion equimoleculaire de sesqui- 

carbonate d’ammoniuni. Temps de coloration 5 a 10 minutes a chaud (70"). 

All lieu de viser a obtenir la laque alizarine-calcium, il y a avantage a obtenir la laque 

alizarine-aluminium -f calcium. Cretin opere comme suit : mordancer 24 heures a froid 

ou 5 a 10 minutes a chaud dans : sulfate d’alumine, 7‘'’,50 i acide sulfurique a 66" B., 5*^’ f 

eau, 500™^ puis colorer 24 heures a froid ou 10 minutes a chaud dans une solution 

a 0,5 pour 100 d’alizarine sulfonique. Laver a I’eau de source. Colorer le fond par une 

solution a 1 pour 100 de bleu coton C 4 B Poirier. Parties calcifiees en rouge vif, le reste 

en bleu. 

La laque calcique de I’alizarine prcsente la particularite d’etre tres resistante aux acides 

et aux alcalls. Cameron profile de cette propriete pour decolorer le fond de la preparation 

si celui-ci a pris Ic colorant en quantite notable : dans ce but, on traite alternativement 

par des solutions d’alcool alcalin (renfermant 10 pour 100 d’ammoniaque) et d’alcool 

acide, jusqu’a decoloration du fond. Une autre application tres interessante a ete effectuee 

par Cretin. Lorsqu’il s’agit d’etudier un os ou un tlssu necessitant une decalcification 

pour qu’on puisse en effectuer des coupes, on colore par I’alizarine, puis on decalcifie; 

la decalcification respecle la laque et on la retrouve aisement sur les coupes. Fixer dans 

une solution a 2 pour 100 de sulfalizarinate de sodium, additionnee de 20 pour 100 de 

formol. La penetration du reactif est tres lente et demande souvent plusieurs semaines, 

Ensuite, decalcifier par une solution etendue d’acide trichloracetique et d’acidc acetique. 

Inclusion et coupe d’apres les methodes histologiques habituelles. Calcium en rose ou 

rouge. 

D’autres methodes, utilisant, a la place de I’alizarinesulfonate de sodium, I’alizarine 

elle-meme, comme les methodes proposees par RoEHL et par Spalteholz, semblent 

moins pratiques ct dormer des resultats inferieurs aux techniques citees ci-dessus. 

Quelle est la valeur cle ces methodes? 

En premier lieu, on est d accord que tous les sels de calcium, quels 

qu’ils soient, donnent des reactions positives avec Talizarine et ses derives. 

Cela resulte a Tevidence des essais faits in vitro par Grandis et Mainini, 

Macallum, Salomon, Schuscik, Cameron, etc., par des methodes plus 

ou moins variees et plus ou moins ingenieuses, Cependant, ces reactions 

sont peu sensibles et ne sont capables de mettre en evidence le calcium que 

la ou il existe en quantite deja assez considerable. Macallum a observe 

qu’/n vitro, la purpurine ne precipite plus les sels de calcium sous forme 

de laque insoluble a partir d’une dilution de 1/800®; le meme auteur 
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insiste sur le fait que la methode a la purpurine ne permet pas de voir le 

calcium dans les protoplasmes cellulaires et n’est reellement utile que pour 

la mise en evidence des calcifications. Et meme dans Tetude de celles-ci, 

les reactions peuvent ne pas etre suffisantes. Cameron observant, apres 

beaucoup d’autres, que les parties les plus anciennement calcifiees se 

colorent souvent extremement mal par la purpurine et les autres derives 

de Tanthraquinone, sugg^re que Tetat physique des depots calcaires peut 

influencer fortement leur reactivite avec ces substances. 

Reste alors la question de la specificite de la reaction. II semble bien 

tout d*abord, malgre Tavis contraire de LlTTEN, que Talizarine et ses 

derives, tels qu’ils sont employes dans les techniques decrites plus haut, 

ne sont pas capables de colorer des elements organiques de la preparation, 

de fa^on a produire des reactions pouvant interferer avec celle qui est 

caracteristique du calcium. Nous avons deja dit, en exposant le principe 

de ces reactions, que les colorants a laques, en Tabsence de mordant, n’ont 

qu’un pouvoir colorant tres reduit. L’experience montre qu’il en est bien 

ainsi et que, sur des pieces bien decalcifiees, Talizarine et ses derives ne 

donnent tout au plus qu’une coloration generale tres diffuse, impossible 

a confondre avec la reaction donnee par le calcium (ScHUSClK, Cameron, 

Macallum), Cependant, si les substances organiques ne peuvent interferer 

avec la reaction du calcium, de grosses causes d’erreur peuvent etre appor- 

tees par la presence de substances inorganiques. En effet, la formation 

d’une laque avec les derives de Talizarine n’est pas speciale a l ion calcium; 

beaucoup d’autres ions sont capables de fournir des laques bien colorees 

dans les memes conditions (Cr, Al, Ba, Sr, Fe, etc.). Dans les tissus, c’est 

surtout le fer qui est a considerer, et cela d’autant plus que Tassociation 

entre le fer et le calcium est un phenomene extremement frequent {voir, 

a ce sujet, une importante bibliographie dans Cameron). A vrai dire, la 

coloration des laques ferriques de I’alizarine et de ses derives est differente 

de celle des laques calciques; elle est plus violacee et tire vers des nuances 

noiratres. Mais cette difference est difficilement appreciable sur des coupes 

et il ne faut pas compter sur cette propriete pour effectuer une discrimi¬ 

nation precise. Jusqu’a un certain point, on peut eliminer le fer, comme le 

font Roehl et Masao SuMlTA, en traitant par une solution d’acide oxalique 

a demi-^saturation a 37® pendant une heure : Tacide oxalique dissout le 

fer, tout en insolubilisant le calcium; nous disons jusqu’a un certain 

point, car il n*est jamais possible de savoir si du fer n’est pas retenu par 
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adsorption. Des autres metaux alcalino-terreux et lourds, rares dans les 

organlsmes animaux, on peut generalement falre abstraction; bien entcndu, 

il faut que le fixateur histologique utilise ne renferme pas de sels de ces 

metaux, ni qu’aucun mordant metallique ne soit utilise dans les manipula¬ 

tions precedant la reaction; sont ainsi a proscrire les fixateurs renfermant 

du sublime ou du bichromate. 

En resume, on dira done que les reactions utilisant l alizanne ou ses 

derives sont des reactions assez simples, manquant de sensibilite, et dont 

la specificite est suffisante si Ton peut eliminer la presence du fer et de 

tons les autres metaux alcalino-terreux et lourds. 

2^^ Laque de rhematoxyline. L’hcmatoxyline, ou plutot son produit 

d’oxydation, Themateine, est un colorant a laques. Comme on le sait, 

rhematoxyline est incolore, Themateine un peu jaunatre; ni Tune ni Tautre 

n’ont de pouvoir colorant. Au contraire, leurs laques sont tres fortement 

colorees et ont un pouvoir colorant considerable. 

11 importe, si Ton veut comprendre quelque chose aux applications de 

ces substances a THistochimie du calcium, de distinguer deux cas. Dans 

le premier, on utilise des solutions pures d’hematoxyline ou d’hemateine, 

en rabsence de tout mordant; dans le second, on se sert d une solution d’une 

laque de Thematoxyline, par exemple de sa laque aluminique ou hemalun. 

Scales les methodes ou Ton utilise le premier precede peu vent etre qualifiees 

d’histochimiques. Les autres ne sont pas autre chose que des methodes de 

coloration et n’ont, en reahte, rien a voir avec la mise en evidence du 

calcium. 

Technique. — Nous indiquons, a titre documental re, une methode oil 11 est usage 

d’hcniatoxyllne, celle de Roehl, et une ou 11 est fait usage d’hematelne, celle de Leutert. 

Methode de RoEHL : les coupes sont traitees par une solution a 1 pour 100 d’hernatoxyline 

pure dans Talcool, ni trop fraiche, ni trop mure, pendant 5 a 10 minutes. Differencier dans 

I’eau distillee, a laquelle on a ajoute quelques gouttes d’ammoniaque, jusqu’a dlsparltion 

complete de la coloration du fond. Rincer; coloration de fond a la safranine, montage au 

baume. 

Methode de Leutert : tralter 15 minutes par une solution concentree alcoolique fraiche 

d’hemateine; laver 15 minutes a I’eau de source frequemment renouvelee. Safranine; 

montage au baume. Dans les deux cas, les portions calcihees doivent etre en bleu noir 

et les noyaux rouges sur fond rose. 

Quand on essaie de delimiter la specificite de ces reactions, on ne tarde 



IIlSTOnilMIE ANlMAliE. METflODES ET PROTU.KMES. 

pas a faire des constatations assez surprenantes. Si Ton s’avise de iaire 

reagir in vitro des sels de calcium sur des solutions d’hematoxyline, comme 

font fait par cxemple Macalujm, ScHUSCiK, E. CowPER Eaves, Cameron, 

on constate bien Tapparition d une coloration rougeatre ou bleuatre, mais 

tres faible; et si Ton s’adresse a des sels insolubles de calcium, la reaction 

ne s’effectue que tres lentement et le produit legerement colore qui prcnd 

naissance se dissout et diffuse dans la solution. Les essais effectues in vitro 

ne sont done pas favorables a Tidee que Thematoxyline ou I hemateine 

peuvent servir de reactif histochimique du calcium. Cameron observe 

de plus que sur des coupes d’os, soit frais, soit fixe au formol ou a Talcool, 

ni rhematoxyline ni Themateine ne produisent de coloration au niveau des 

parties calcifiees. S’il s’en produit une, elle est due a la presence de fer, 

comme on peut facilement s en assurer. Apres decalcification, il n’y a 

pas non plus de coloration, sauf si Von a employe au corns des manipulations 

histologiques des liquides renjermant des sels de chrome, de Valun ou des sels 

dor, 

Ces resultats permeltent de comprendre pourquoi RoEHL et Leutert 

ont cru que Thematoxyline ou Themateine constituaient des reactifs du 

calcium : ces auteurs se servaient couramment du liquide fixateur de 

Muller, qui renferme du bichromate. C’est en realite la substance fonda- 

mentale de Tos qui donne la reaction. Comme elle a une tres grande affinite 

pour les sels metalliques, elle fixe fortement les sels de chrome et ce sont 

ccux-ci qui forment une laque avec Themateine. Les sels de calcium n’ont 

rigoureusement rien a voir avec ce processus. L’assertion que rhema- 

toxyline et Themateine colorent en bleu fonce les sels de calcium — assertion 

que Ton trouve dans beaucoup de Traites de technique histologique, et 

non des moindres — est radicalement fausse. Les methodes de RoEHL 

et de Leutert n’ont pas de valeur histochimique. 

Dans beaucoup de methodes d’etude de Tos et de rosslfication, on utilise des solutions 

de laques de Thematoxyline, par exemple sa laque d’aluminium ou hemalun. On sait 

depuis tres longtemps (Strelzoff, 1873) que I’hernalun colore intensement en bleu fonce 

les portions calcifiees des os. Cette coloration s’efiectue toujours beaucoup mieux aprh 

decalcification que sur les pieces fraiches (Strelzoff, Cohn, Aschoff, Schuscik et beaucoup 

d’autres). Elle est evidemment due aux affinites ebromatiques de la substance fondamentale 

de I’os et ne constitue en rien une reaction histochimique. II est parfaitement correct 

d*utiliser ces affinites pour une etude morphologique de la calcification, et en fait les 

methodes utilisant les derives de Thematoxyline ont rendu de tres grands services. Seule- 

ment, il ne faut pas s’imaginer que Ton fait de I’histochimie et que Ton met par la en 
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evidence le calcium. Rien n est plus faux. On fait seulement Tanalyse chromatique du 

substrat sur lequel s’effectue la calciHcation. 

3® Reactif gallo-formique. Ce reactif, du a Cretin, constitue une methode 

extremement sensible de recherche du calcium. La composition du reactif 

n’est pas entierement elucidee a Fheure actuelle, mais il s’agit probable- 

ment d un colorant a laques s’apparentant aux gallocyanines. Avec les 

sels de calcium, il donne naissance a une coloration bleue tres visible. 

Preparation : melanger au mortier, acide gallique 2 parties ! trioxymethylene 1 partie. 

Au moment de I’emploi, dissoudre 0^,25 du produit dans d’eau distillee bouillante. 

Au reactif bouiliant, ajouter d’ammoniaque a 18^ B. (attention aux projections). Agiter 

jusqu’a ce que le reactif soit jaune paille. A ce moment, il est utilisable; lorsqu’il est brun 

ou rose, il ne vaut plus rien. Ne se conserve que tres pen de temps. 

Le reactif encore tiede est verse sur la coupe deparaffinee au xylol et lavee au chloro- 

forme. Au bout de 10 a 15 secondes, jeter Texces du reactif et lalsser la preparation a l air. 

On volt se developper une teinte bleue caractensant la chaux. Rincer a I’eau saturee 

deSO'^Ca et filtrce. Coloration de fond dans une solution d’eosine additionnee de 5 pour 100 

d’ammoniaque; laver rapidement dans I’eau formolee a 10 pour 100; deshydrater; xylol; 

montage dans Thulle de c^dre. Calcium en bleu, le reste rouge. 

La reaction de Cretin est sensible au millionieme pour le calcium. Elle 

permet de deceler celui-ci jusque dans les noyaux cellulaires. La coloration 

bleue est specifique dc la presence du calcium. D’autres metaux donnent 

egalement des laques colorees avec le reactif gallo-formique; mais la couleur 

obtenue est differente el la reaction est beaucoup moins sensible (au 

millieme). Ainsi, le baryum et le strontium donnent des laques vertes, le 

silicium une laque jaune, le fer une laque violet brunatre, le magnesium 

une laque rosee. Ces diverses reactions pourraient, a Toccasion, servir a 

identifier histochimiquement ces elements. 

La reaction de Cretin, extremement sensible et specifique, presente 

cependant quelques inconvenienls. Tout d*abord, c’est une reaction assez 

delicate, qui demande un peu d’habitude et de tour de main pour qu’on 

la reussisse a coup sur. Ensuile, a cause de sa forte alcalinite, le reactif 

peut deteriorer des coupes delicates ou les decoller. Malgre cela, c’est une 

des meilleures que Ton connaisse pour la detection histochimique du 

calcium. 

C. Methode au pyrogalloL — 11 y a longtemps, Merkel avail observe 

que des solutions de pyrogallol colorent fortement en jaune brunatre les 

elements calcifies. Cette reaction a ete reprise par Kossa et par Grandis 
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et Mainini. D’apres les auteurs, le mecanisme de la reaction serait le 

sulvant : le pyrogallol, capable de se comporter comme un acide faible, 

donne, en presence d un sel de calcium, du pyrogallate de calcium peu 

soluble. Ce pyrogallate, tout comme le pyrogallol lui-meme, absorbe ener- 

giquement Toxyg^ne de Tair en donnant naissance a un produit jaune 

brunatre. 

Kossa dissout de pyrogallol dans 40''*”'* d’eau, et ajoute 0^.5 de soude caustique; 

les coupes sont traitees par cette solution pendant 5 minutes, puis tres soigneusement 

lavees a I’eau distillee, de fa?on a eliminer toute trace de reactif; enfin, les coupes sont 

abandonnees quelques heures ou quelques jours dans Teau, ou la coloration se developpe 

de plus en plus. 

La question de la specificite de la reaction au pyrogallol ne nous semble 

pas encore suffisamment eclaircie. II a ete verifie in vitro que le pyrogallol 

donne bien avec les sels de calcium un precipite jaunatre, brunissant 

fortement par exposition a Fair. Grandis et Mainini, Macallum, Schuscik 

ont observe que les sels de sodium, de potassium et de magnesium donnent 

aussi des pyrogallates brunissant dans les memes conditions; ces pyro- 

gallates sont beaucoup plus solubles que le pyrogallate de calcium, mais 

pourraient etre difficilement extractibles des coupes et etre retenus par 

adsorption. Cependant, nous ne pensons pas que ces sels puissent fournir 

des reactions interferanl avec ceile du calcium, car ils n’existeni pas ou 

n’existent plus a I’etat libre dans les tissus dans lesquels on recherche 

le calcium. Nous craindrions plutot une adsorption du pyrogallol ou de 

son produit d’oxydation (qul,en solution alcaline, se produit spontanement 

et assez rapldement) par des elements organiques des tissus. El de fait, 

on constate generalement une coloration jaune clalr du fond de la prepa¬ 

ration qul, a vral dire, n’est guere difficile a dlstinguer de la reaction du 

calcium. Ces restrictions faites, la methode au pyrogallol semble constituer 

une bonne methode, d’une assez grande sensibllite (Schmorl), donnant 

des preparations honorables, mais d’une teinte generale assez peu 

agreable. 

D. Methode de Macallum au sulfate de plomh. — La methode proposee 

par Macallum est une methode Indirecte. Le sel de calcium est d’abord 

transforme en sulfate de calcium, par Taction de Talcool sulfurlque 

a 2 pour 100 prolongee 20 minutes. Un rin^age tr^s soigne a Talcool 
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absolu renouvele cinq ou six fois, elimine toute trace d’acide sulfurique. 

On fait agir alors une solution n/lO d’acetate de plomb pendant une 

deml-heure, de maniere a transformer le sulfate de calcium en sulfate de 

plomb. Un nouveau rin^age tres soigne a Teau distillee elimine toute trace 

du sel soluble de plomb. Enfin, un traltement par un melange a parties 

egales de glycerine et d une solution concentree de sulfure d’ammonium, 

met en evidence le sulfate de plomb cn le transformant en sulfure de 

plomb, intensement colore en noir. 

Cette rnethode nous parait sujette a de grosses causes d’erreur, et ne 

nous semble pas devoir etre retenue. Macallum lui-meme estimait que, 

lors des transformations cbimlques compliquees necessitees par sa rnethode, 

des transports de substances pouvaient s’effectuer et que la localisation 

du compose calcique initial pouvait etre faussee : il recommandait en 

consequence de la prudence dans Tinterpretatlon des resultats. Cependant, 

la ne nous parait pas encore resider la plus grosse cause d’erreur. Celle-ci 

nous parait etre Temploi de la rnethode indirecte. Dans le premier temps 

de la reaction, on transforme le compose calcique en sulfate de calcium, 

c’est exact; mais en meme temps, on transforme aussi tous les autres 

metaux alcalino-terreux et lourds en sulfates; tous ces sulfates, comme le 

sulfate de calcium, sont insolubles dans Talcool; ainsi, les sels de fer se 

transformeront en sulfate de fer. Dans le deuxieme temps, on transforme 

le sulfate de calcium, et tous les autres sulfates avec lui, en sel de plomb par 

Taction de Tacetate de plomb. Ce n est pas tout : Tacetate de plomb peut 

etre adsorbe par des elements organiques de la coupe; il Test par exemple 

au niveau de la substance fondamentale de Tos, comme cela ressort des 

experiences de RoEHL (elfectuees d’ailleurs dans un tout autre but). Et 

nous ne parlerons pas du plomb qui pourra etre retenu a Tetat de phos¬ 

phate ou d’autre sel insoluble, a cause de la presence de phosphates quel- 

conques, non solubles ou retenus par adsorption. Enfin, dans le troisieme 

temps, on met le plomb en evidence, celui qui provient du sulfate de 

plomb (e’est-a-dire de torn les sulfates initiaux), celui qui a ete adsorbe 

par des elements organiques a Tetat d'acetate, sans compter celui qui a 

pu etre retenu a Tetat de phosphate de plomb. Et ce plomb est suppose 

representer la localisation exacte du calcium ! On voit combien la speci- 

ficite du procede de Macallum est aleatoire. Nous pensons qu’il doit 

etre considere comme sans valeur, dans la recherche histochimique de 

Tion calcium. 
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E. Methodes destinies plus specialement a la mise en evidence du phosphate 

de calcium. — A cote des methodes precedemment exposees, dont le but 

est de mettre en evidence l ion calcium en general, on en a propose d’aulres, 

specialement destinees a mettre en evidence de fa^on specifique le phosphate 

de calcium. 

Methode argentique de VON Kossa et methodes derivees. Les appli¬ 

cations du nitrate d’argent a la recherche du calcium sont anciennes. 

La premiere semble avoir ete realisee par Flesch en 1885; mals e’est 

surtout celle de VON KosSA qui est la plus connue. 

Technique. — Les coupes sont traitees pendant une demi-heure par une solution de 

nitrate d’argenl de 1 a 5 pour 100 et exposees au soleil on a une lumiere vive; rin(;age a I’cau 

distillee; elimination du sel d’argent en exces par un traitement par une solution a 5 pour 100 

d’hyposulfite de sodium; rln<;:age; coloration de fond a la safranine; montage au baume. 

Les portions calclfiecs inontrent au debut de la reaction une coloration jaune, qui ne 

tarde pas a se changer en noir. II existe quelques varianles de cette technique : quelquefois, 

apres traitement au sel d’argent, et rin^age soigne, on reduit par une solution dlluee d’acide 

pyrogalllque. D’aulres fois, le temps de passage dans la solution d’argent est reduit, et 

I’exposition au soleil se fait sous eau distillee. GoHS pratique une reaction sernblable sur 

des os fixes au formol, en prolongeant le traitement argentique 2 a 7 jours a I’obscurlte; puls 

decalcification a I’acide nitrique et inclusion a la celloidine. GoMORI fixe a I’alcool, argente 

les pieces 6 a 10 jours, et reduit 4 a 6 jours par I’hypophosphite de Na a 5 pour 100. 

Ces modifications peuvent presenter des avantages de realisation, mais ne sont pas 

foncierement differentes de la reaction de KossA. Elies sc ramenent toutes en somme a 

une impregnation argentique. 

La reaction de Kossa est, pour Tauteur, absolument specifique du phos¬ 

phate de calcium. Son mecanisme serait le suivant : Targent serait preci- 

pite par le phosphate de calcium a I’etat de phosphate d’argent, que la 

lumiere redulralt en argent metallique. Cette reduction n’est possible 

qu’en presence d’une substance organique; le phosphate de calcium, 

traite in vitro par du nitrate d’argent donne lieu a un preclpite jaunatre, 

mais qui ne noircit pas a la lumiere; ce meme precipite, en presence de 

substances << albuminoides », se reduit rapidement a la lumiere. Kossa 

admet done que le calcium present dans les tissus Test, tout au moins 

en partie, sous forme d’albumlnate; e’est cet albuminate qui serait I’agent 

du noircissement a la lumiere. 

Les etudes experimentales poursuivies par ScHMORL, Klotz, ScHUSClK, 

Cameron et d’autres ont apport^ bien des restrictions aux idees de Kossa. 
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En premier lieu, malgre les affirmations de KosSA, la reaction peut fort 

bien etre donnee par d’autres sels de calcium que le phosphate. 

ScHUSClK a re marque que le carbonate de calcium amorphe donne la 

reaction de KosSA, tandis que le carbonate cristallin ne la donne pas. 

Cette interessante constatation est a mettre en rapport avec Texistence de 

diverses formes mineralogiques du calcaire, telle qu’on Texposera plus 

loin. D’autres sels de calcium que les phosphates et les carbonates sont 

d’ailleurs capables de fournir la reaction a Targent, par exemple les chlo- 

rure, sulfate, oxalate et oleate de calcium. 

La reaction n est meme pas specifique pour le calcium. Klotz a reconnu 

que le cuivre, le mercure, le plomb donnent egalement des reactions 

positives. Cameron a de meme observe qu’en milieu gelatine, la reaction 

est donnee egalement par les phosphates et carbonates de strontium, de 

baryum, de fer et de cuivre. 

La methode de KosSA, il est facile de le voir, n est pas un test speci¬ 

fique, ni pour les sels de calcium, ni pour les phosphates. Cependant, 

malgre ses causes d’erreur nombreuses, elle est susceptible de rendre de 

grands services pour une etude morphologique de Timpregnation calcaire 

des tissus. Les images qu’elle fournit sont en effet fort belles et s’obtiennent 

sans difficulte. 

Methodes aux metaux lourds. Un certain nombre de reactions qui 

sont donnees par leurs auteurs comme revelant le phosphate de calcium 

utilisent des metaux lourds. Ce sont loutes, en realite, des methodes 

d’impregnation metalliques et elles peuvent se ramener a un seul schema : 

on traite le tissu a examiner par une solution d’un sel d’un metal lourd, 

puis, apres lavage soigne destine a enlever tout exces du sel, on traite 

par un reactif capable de << reveler » le metal lourd utilise. Voici les sels 

metalliques utilises par RoEHL et leur •' revelateur » : 1^^ sulfate de cuivre 

ammoniacal-hematoxyline de Weigert; donne une laque bleu noir; 

2^^ acetate de plomb-sulfure d’ammonium; donne du sulfure de plomb noir; 

3*^’chlorure de fer-ferrocyanure de potassium; donne du bleu de Prusse; 

4^’ molybdate d'ammonium-chlorure detain; donne de I’oxyde de 

molybdene bleu fonce. Stoelzner a de meme propose huit methodes pour 

la recherche du calcium, basees sur des principes analogues. Les methodes I, 

II et VIII de Stoelzner sont analogues aux methodes de Kossa et de 

Roehl; voici les autres : III, nitrate de cobalt-sulfure d’ammonium; 
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donne du sulfure de cobalt noir; IV, sulfate de cuivre-sulfure d’ammo- 

nium; donne du sulfure de cuivre noir; V, chlorure de fer-sulfure de potas¬ 

sium; donne du sulfure de fer noir; VI, chlorure de fer-sulfocyanure de 

potassium; donne une coloration rouge sang; VII, chlorure de fer-tanin; 

donne de Tencre noire. On pourrait encore imaginer beaucoup de techniques 

du meme genre. 

Toutes ces methodes n’ont absolument aucune valeur histochimique. 

Comme ScHUSCIK Ta montre, elles restent positives apres decalcification. 

Ce ne sont done pas des reactions histochimiques du calcium, ni de I’ion 

phosphorique. Elles sont dues, en realite, aux affinites de la substance 

fondamentale des tissus calcifies et n’ont pas plus de signification histo¬ 

chimique que les affinites colorantes de celle-ci. 

3. Les reactions du calcium masque, 

A I’heure actuelle, il n’existe gu^re qu’un moyen de mettre en evidence 

le calcium masque : e’est la micro-incineration, employee pour la premiere 

fois dans ce but par PoLiCARD. 

Sur les preparations micro-incinerees {voir details sur les methodes de 

micro-incineration, pages 57 et suivantes), le calcium est passe quantita- 

tivement a I’etat d’oxyde (CaO). Un observateur exerce peut reconnaitre 

les cendres riches en calcium a leur aspect blanc crayeux; mais comme 

toutes les cendres des autres metaux, sauf le fer, sont egalement blanches, 

cet aspect ne peut guere entrer en ligne de compte pour une etude quelque 

peu precise, 

Le meilleur moyen d’identifier le calcium sur les coupes micro-incinerees 

est d’y pratiquer la reaction des cristaux de gypse (PoLlCARD, voir p. 63) 

ou la reaction de Deniges (Turchini, voir p. 70). Ces reactions sont haute- 

ment specifiques et permettent d’identifier de fa^on certaine I’elemenl 

calcium; malheureusement, ces procedes ne permettent qu’une localisation 

assez approximative; une localisation topographique est possible, mais 

non pas une localisation cytologique fine. Leur sensibilite est conside¬ 

rable et depasse de beaucoup toutes les autres methodes proposees. 

Schultz-Brauns, afin d’identifier le calcium sur un spodogramme, 

plonge celui-ci avec precaution dans de I’eau distillee, I’y fait sejourner 

2 ou 3 minutes, puis le sfeche. Ce traitement doit dissoudre les sels les 

plus solubles, sodium, potassium, etc., et laisser intacts les oxydes de 
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calcium, de magnesium, de manganese, peu solubles. ScOTT attire Tatten- 

tion sur les causes d’erreurs de cette met bode. D’apres les donnees de 

Ramage et Sheldon, il existe dans les organismes des elements encore 

moins solubles dans Teau que Toxyde de calcium. D’autre part, dans 

la masse complexe de fusion des elements d’une preparation, il y a de 

larges possibilites de combinaisons chimiques des sels, et Ton ne peut 

rien prevoir de la solubilite de tels complexes. 

Resumons, en quelques lignes, les methodes dont on peut disposer 

actuellement en Histochimie pour la recherche du calcium : 

a. Calcium soluble, Methode de Rabl, utilisable seulement avec beaucoup 

de restrictions. 

b. Calcium insoluble, mais ionisable : I® methodes aux laques de la purpu- 

rine, de Talizarine, de I’anthrapurpurine; assez sures, mais guere sensibles; 

2^ methode de Cretin au reactif galloformique; reaction sure, sensible, 

mais delicate et parfois brutale. 

c. Calcium masque. Micro-incineration suivie de la reaction du gypse; 

tr^s sure, mais ne permet pas de fa^on certaine une localisation cytologique 

precise. 

Toutes les autres methodes qui ont ete proposees ne presentent pas 

assez de securite pour pouvoir servir en Histochimie. Quelques-unes, 

comme les reactions de cristallisation et la reaction au pyrogallol, peuvent 

cependant etre utilisees a titre complementaire pour confirmer les donnees 

obtenues par les premieres methodes. Quant aux autres, a savoir les reactions 

a I’hematoxyline, au sulfate de plomb, la methode argentique de KOSSA 

et les reactions qui en derivent, les methodes aux metaux lourds de RoEHL 

et de Stoeltzner, et les methodes analogues, elles ne peuvent en aucun 

cas etre utilisees comme reactions histochimiques du calcium. On a vu, 

en effet, qu’elles n’ont en realite rien a voir avec la presence de calcium 

et qu’elles sont dues aux proprietes des substrats calcifies ou en voie de 

calcification. Il est parfaitement legitime de s’en servir en Histologie, 

dans I’etude des processus de calcification, et d’en tirer des conclusions 

d’ordre morphologique; en revanche, ce serait une grosse erreur de vouloir 

en faire des reactions histochimiques, et d’en deduire des conclusions 

d’ordre chimique sur la repartition et le mitabolisme du calcium dans 

les tissus. 
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4, Les varietes da calcaire CO^Ca. 

Le carbonate de calcium, nomme aussi calcaire, existe sous un grand nombre de formes 

min^ralogiques. Les principales sont la calcite, I’aragonite, la vaterite et le calcaire amorphe; 

toutes correspondent k la formula CO^Ca. Ce sont a peu pres les seules que Ton trouve 

cbez les etres vivants. Outre ces formes, il en existe d’autres, composees soit de calcaire 

anbydre, soit d’hydrates, qui n’ont qu’un interet mineralogique. 

L’exislence chez les animaux de differentes formes mineralogiques du calcaire souleve 

de nombreux probl^mes qui, au point de vue histologique, ont surtout ete etudies par 

M. Prenant et par Schmidt. En effet, la forme stable, dans les conditions biologiques 

normales de temperature et dc pression, est la calcite. Toutes les autres formes tendent a 

se transformer en calcite, alors que la transformation inverse est impossible. Cette trans¬ 

formation s*effectue toutefois avec des vitesses differentes : elle est grande pour le calcaire 

amorphe et la vaterite, faible pour I’aragonite. Des lors, du moment que chez les animaux, 

il y a production d’une autre forme que celle qui est stable, c’est-a-dire d’une autre que 

la calcite, se pose le probl^me du delerminisme de la formation de cette variete en quelque 

sorte anormale. C’est la un probleme extremement complexe que nous ne pouvons songer 

a aborder ici, mcme de fa?on elementaire, et pour Tetudc duquel nous rcnvoyons aux 

recherches de M. Prenant. 

Nous nous contenterons d’esquisser ici les methodes utilisables en microscopie pour 

distinguer les diverses formes les unes des autres et de donner un bref aper^u de la repar¬ 

tition de ces formes chez les etres vivants. 

Les propriet^s qui peuvent servir pratiquement pour reconnaitre les differentes formes 

de calcaire sont les caracteres optiques (examen en lumiere polarisee), les caracteres morpho- 

logiques et, notamment, ceux qui sont tires des figures de corrosion, les essais de densite, 

de durete, de stability, les spectres de rayons X et enfin, des reactions chimiques speci- 

fiques. Ces caracteres ne sont pas tous utilisables pour des recherches microscopiques, 

car certains d’entre eux exigent des echantillons assez volumineux. Nous indiquons 

ci-dessous comment on pent, de fa^on tres elementaire, effectuer la distinction entre les 

differentes formes. Une telle analyse n’a qu*une valeur assez relative et ne peut servir 

pour des recherches tres precises. Pour realiser celles-ci, il est necessaire d’avoir recours 

a une analyse mineralogique approfondie, dont on ne peut parler id. 

Le calcaire amorphe se reconnait au fait qu’il n’est pas blrefrlngent, et ne s*illumine done 

pas entre nicols croises. Il se presente sans formes definies. 

Toutes les autres formes du calcaire qui existent chez les etres vivants sont cristallines 

et blrefringentes. 

La calcite appartient au syst^me rhombo^drique; elle est done birefrlngente. Elle presente 

les caracteres d'un cristal uniaxe; ces caracteres, qui s’observent en lumiere polarisee 

convergente (conoscopie) peuvent servir a une identification sous le microscope {voir 

details theoriques et techniques dans le livre de Schmidt), mais ne sont pas toujours 

d’application aisee. Pour distinguer la calcite de l aragonite et de la vaterite, les moyens 

les plus pratiques sont les reactions de Meigen. Dans une solution assez etendue de 

nitrate de cobalt, la calcite ne se colore pas a froid et tres peu a chaud, tandis que Laragonite 

et la vaterite, a froid et surtout a chaud, se colorent en lilas ou violet. Le sulfate ferreux, 
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agite avec le mineral broye, donne lieu avec la calcite a un leger precipite jaune, tandis 

que les deux autres donnent un precipite abundant et vert fonce. La reaction de 1 HUGUTT 

peut elre egalement utile : traitee par une solution centinormale de nitrate d’argent pendant 

une demi-minute, lavee a I’eau distillee, puis traitee par un exces de bichromate de potas¬ 

sium a saturation, la calcite se teint a peine, tandis que Taragonite se colore en rouge vif 

par formation de chromate d’argent. Signalons une modification de la reaction de Meigen, 

due a Quercigh, et qui, d’apres Debenedetti-Pischler, doit etre applicable aux recherches 

microscopiques. Apres traitement par le nitrate de cobalt et rin^age, on traite par une 

solution de sulfure d’ammonium : aragonite noir intense, calcite tout au plus grisatre. 

La calcite peut se presenter, soit sous I’aspect de cristaux de formes diverses, possedant 

toujours un axe morphologique ternaire, soit sous forme de spherolithes, generalement 

a caractere positif (voir p. 54), soit enfin sous des formes spiculaires a surfaces plus ou 

rnoins courbes. 

L,'aragonite appartient au systeme rnonoclinique; e’est done un mineral biaxe, qui, 

examine en iumiere polarisee convergente, donne naissance aux fig ares d'axes caracte- 

ristiques des cristaux biaxes. Ce caractere, joint aux reactions de Meigen et de Thugutt, 

sert a la distinguer de la calcite. Les formes sous lesquelles se presente I’aragonite sont 

tres voisines de celles de la calcite : cristaux, spherolithes a caractere positif, spicules. 

La valeriie est probablement biaxe; elle donne, comme I’aragonite, les reactions de 

Meigen. Elle se presente presque toujours sous forme de spherolithes, dont le caractere 

est negatif; rarement ce sont des spherolithes positifs. Sa densite (2,5) est beaucoup moins 

grande que celle de I’aragonite (2,9). Elle est instable et se transforme ais^ment en calcite, 

au contact dc Tcau, surtout a chaud; cette transformation s’effectue en quelques heures; 

au contraire, la transformation de I’aragonite en calcite demande des mois. Enfin, la vaterite 

est assez soluble dans I’eau. Signalons enfin que la vaterite peut etre confondue quelquefois 

avec le calcaire amorphe, car sa birefringence est faible et ne peut souvent etre mise en 

evidence que par I’emplol d’un gypse ou d’un quartz teinte sensible. 

D’apres M. Prenant, on trouve du calcaire amorphe dans les glandes de Morren poste- 

rieures des Lombnes; la coque des oeufs de Couleuvre, et surtout dans les teguments 

de nornbreux Arthropodes; on en trouve egalement dans les os des Vertebres, ou cependant 

on ne trouve que peu de carbonate de calcium. On trouve de la vaterite dans certaines 

concretions du conjonctif chez les Mollusques, les Cestodes, quelques Trematodes, et 

dans le tissu adlpeux de quelques Insectes. L’aragonite, plus frequente, se rencontre 

dans la plupart des otollthes des Vertebres, la coque des ceufs de Tortue, la coquille de 

la plupart des Mollusques, le dard des Escargots, le squelette des Coralliaires et chez 

certaines Algues calcaires. Presque toutes les autres formations calcalres des etres vivants 

sont formees de calcite. 

♦ 
* * 

Magnesium. 

La recherche du magnesium en Histochimie animale n*a ete effectu^e 

a notre connaissance que par Cretin et PoUYANNE dans leurs etudes sur 

Taction des metaux sur la consolidation osseuse. Se referer k leur memoire. 
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III. -- M^TAUX lourds. 

Fer. 

De tous les metaux lourds, le fer seul presenle un interei considerable 

en Histochimle animale. 

Toutes les reactions du fer utilisees actuellement — sauf la micro- 

incineration — ne mettent en evidence que le fer a Tetat ionise ou facile- 

ment ionisable. On sait cependant, depuis longtemps, que le fer des orga- 

nismes se Irouve pour la plus grande partie a Tetat non ionisable et done 

inerte vis-a-vis des reactifs histochimiques. Si Ton veut mettre en evidence 

le fer dans des composes ou il est ainsl « masque » (Molisch), « bloque 

(Backer), « occulte (Kockel), il faut au prealable le liberer a Tetat ioni¬ 

sable par Toperation appelee demasquage. 

Si les reactifs histochimiques du fer ionisable sont connus depuis bien 

longtemps (Perls, 1866; QuiNCKE, 1868) et n*ont guere subi que de tres 

petites modifications, il n’en est pas de meme des methodes de demas- 

quage, qui ont souleve et soulevent encore beaucoup de discussions. 

Nous exposerons done separement les reactifs histochimiques du fer 

ionisable et les methodes de demasquage du fer occulte, apres quelques 

considerations sur la fixation des pieces utilisees pour la recherche du fer, 

1. La fixation histochimique du fer, 

Le fer existant dans les tissus n est que tr^s rarement a Tetat soluble. 

Aussi, le probleme de la fixation histologique du fer est-il bien plus une 

question de conservation parfaite in situ que de precipitation a proprement 

parler. 

Il existe pas mal de d&accord entre les auteurs sur les precedes a employer 

pour assurer cette conservation. Les premiers auteurs ont ete evidemment 

preoccupes par I’idee d’empecher toute dissolution du fer, bien plus que 

par le souci d’assurer une fixation histologique impeccable; en cela, ils 

se laissaient guider bien plus par des considerations d’ordre chimique 

que par des considerations d’ordre morphologique. Ainsi, Hall avait 

propose des fixateurs a base d’alcool et de sulfure d’ammonium; tous les 

composes ferrugineux ionisables sont ainsi fixes sous forme de sulfure 

de fer insoluble. Cette technique est actuellement abandonnee parce que 

fournissant des fixations histologiquement tres mauvaises. L’alcool (absolu) 
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a eti egalement fortement preconise, surtout par Macallum. Ce reactif 

ne dissout pas les composes ferrugineux d’une fagon appreciable; cependant, 

11 n*est pas certain qu’il respecte de fa^on Integrale leur localisation fine. 

En efiet, si le compose etudie est en liaison (adsorptive ou autre) avec des 

structures a base protidlque, la localisation ne pourra etre assuree que si 

la structure elle-meme est convenablement fixee. C’est la, au fond, une 

application des regies que nous avons developpees dans le Chapitre 11 

de cet ouvrage. Or, Talcool est, comme on le salt, un tres mediocre fixateur 

des structures. Aussl, a plusieurs reprises, s’est-on eleve energiquement 

contre son emploi. Ainsi, AbdeRHALDEN estime que la fixation des tissus 

par Talcool influence la distribution du fer a tel point qu’ll devlent impossible 

de se faire une idee exacte de sa repartition. Asvadourova observe frequem- 

ment sur des pieces fixees a Talcool des plages diffuses resultant evidemment 

d une fixation defectueuse; on ne les retrouve plus si Ton a fixe au moyen 

de reactifs meilleurs. 

Le formol, en solution a 10 pour 100, a ete egalement consellle, par 

exemple par SwiRSKl, Tartakowsky, Nishimura. Ce dernier trouve que 

ce fixateur n’extrait pas sensiblement le fer des tissus : dans des liquides 

formoles ayant servi a fixer des organes riches en fer, on ne parvlent pas 

apres 24 heures a deceler qualitativement ce metal. Cependant, Falken- 

BERG estime qu’a cause de son acidite le formol est capable de dissoudre 

le fer; si cela est exact, il ne sert de rien de se servir de formol neutre, 

car celui-cl se reacidifie toujours quand on y plonge des tissus anlmaux 

(Spatz). 

Le sublime en solution saturee, consellle par Macallum, dolt etre 

rejete (Herxheimer) car il ne permet pas d’utlliser toutes les reactions du 

fer, par exemple la reaction de Quincke. 

Avec Prenant et Asvadourova, nous pensons qu’il est preferable d’uti- 

User, non pas des agents qui sont censes insolubiliser ou garder insoluble 

le fer, mais les fixateurs les plus fideles de la technique histologique, 

comme par exemple le llqulde de BouiN ou celui de BouiN-HoLLANDE. 

Non seulement la fixation histologique est meilleure, mais egalement la 

fixation histochimique : c’est en effet essentiellement par la fixation du 

substrat qu’est assuree la fixation des substances chimiques. Celle-cl 

vaudra ce que vaut la premiere. 

Les fixateurs chromes peuvent egalement etre utilises avec avantage. 

A plusieurs reprises, il a ete constate que la recherche du fer sur les pieces 
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fix^es par les fixateurs chromes ne pouvalt s’effectuer par les methodes 

au bleu de Prusse et au bleu de Turnbull. Grynfeltt et Cristol pallient 

cet inconvenient en se debarrassant du chrome qui trouble la reaction 

par un traitement des coupes avec une solution de nitrate de plomb. Ce 

precede permet une localisation tr^s precise du fer, car il rend possible 

I’emploi de fixateurs cytologlques trhs fins, comme les llquldes de Regaud 

ou de Helly. 

Dans ces derniferes annees, un certain nombre d’auteurs ont preconise 

d’effectuer les reactions du fer sur des tissus non fixes (Weill) ou sur des 

coupes par congelation de tissus non fix&, efiectuees par la methode de 

Schultz-Brauns (Romeis). Non seulement de tels precedes ne vont pas 

sans dlfficultes techniques, mais nous estlmons la localisation du fer 

beaucoup moins sure que par n’importe quel autre precede : si le fer 

existe en liaison avec des elements cellulalres de nature protldique — et 

c’est souvent le cas — la non-fixation de ces elements et leur lyse entrai- 

nera fatalement des changements dans la localisation des composes ferru- 

gineux. C’est un point sur lequel nous avons egalement deja inslste dans 

le Chapitre II. 

2. Les reactifs du fer ionise ou ionisable, 

Le fer ionise ou ionisable est facile a mettre en evidence avec beaucoup 

de securite. II existe dans ce but cinq groupes de methodes : methodes 

au bleu de Prusse; methodes au bleu de Turnbull; methodes au sulfure de 

fer; methodes au sulfocyanure de fer; methodes aux laques d’hema- 

toxyline ou de braslline. 

II est a noter que le fer ionise peut exlster sous deux formes : solt sous 

forme d’ion ferrique Fe" trivalent, soit sous forme d’ion ferreux Fe" 

bivalent. C’est generalement le fer ferrique trivalent que Ton rencontre 

dans les tissus; le fer ferreux, bivalent, est beaucoup plus rare. On peut 

cependant le rencontrer; par exemple, ViLLARET, Justin-Besan^ON, 

Doubrow et Even ont note sa presence dans des pigments ferrugineux 

d’orlgine hematlque. 

A. Methodes au bleu de Prusse, — Dans ces methodes, dont la premiere 

fut indiquee par PERLS (1866), le fer est mis en evidence sous forme de 

ferrocyanure ferrique ou bleu de Prusse [Fe(CN)*PFe^. 
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Technique. — La reaction au hleu de Prusse peut s’effectuer, soit en traitant les coupes 

successivement par une solution de ferrocyanure de K, et par une solution ou des vapeurs 

de H Cl, ou hicn faisant aglr le ferrocyanure et I’acide slmullanement. Nous ne detaillerons 

pas ici toutes les variantes proposees, qu’on trouvera dans tous les Traitcs de technique 

mlcroscopiqiie, et nous nous contenterons d’indlquer la technique que nous employons 

habituellement. Les coupes sont iraitees pendant 15 minutes a une deml-heure par un 

melange a parties egales de stock-solutions de ferrocyanure de potassium a 2 pour 100 

et d’aclde chlorhydrique a 2 pour 100; ce melange doit toujours etre prepare extempo- 

rancment et etre de couleur jaune clair; les solutions ayant une couleur verdatre doivent 

etre rcjctees. Apres rln^age, les noyaux sont colores au carmin alune et les coupes montees 

a I’huilc de cedre. 

La reaction au bleu de Prusse est cxlremement sensible (limite de sensi- 

bilite en Microchimie : 0,002 '/). Elle est specifique des sels ferriques; elle 

n’est pas donnee par les sels ferreux. Aucune substance minerale ou orga- 

nique ne donne de reaction pouvant etre confondue avec celle des sels 

ferriques. Sa specificile est done parfaitc. Cependant, elle n’est rigou- 

reusement sure qu’effectuee avec beaucoup de soin. Le ferrocyanure de K, 

sous Taction d’un acide trop concentre ou sous Taction prolongec d’un 

acide dilue, se decompose partiellement en acide ferrocyanhydrique, puis 

en sel ferrique; celui-ci, reagissant avec le ferrocyanure restant, donne 

lui -meme du bleu de Prusse. Ce bleu de Prusse, a Tetat naissant, est 

capable de se precipiter electivement sur certaines formations et en impose 

ainsi pour un compose ferrugineux tissulaire. La methode d’ « impregnation 

ferrique » de la microglie, indiquee par Del Rio Hortega, n’est pas autre 

chose qu’une telle impregnation par le bleu de Prusse naissant; celui-ci 

se produit par un simple chauffage a 60^ du melange de ferrocyanure et 

d’acide chlorhydrique. II ne faut pas considerer cette methode comme histo- 

chimique; elle ne decele pas le fer des tissus, mais bien des affinites 

cellulaires pour un colorant a Tetat colloidal. 

Enfin, il faut prendre garde aux reactifs employes et tout specialement 

a Tacide chlorhydrique. Celui-ci contient presque toujours du fer; e’est la 

un fait qu’il ne faut pas negliger, lorsqu’on doit effectuer des recherches 

tres precises. 

B. Methodes au bleu de Turnbull. — Le bleu de Turnbull est le ferri- 

cyanure ferreux [Fe(CN)®J‘Fe^; il ne faut pas le confondre avec le bleu 

de Prusse. Il s’obtient par Taction de ferricyanures sur les sels de fer 

divalents. Les sels ferriques ne donnent pas cette reaction. 
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Les sels ferreux etant peu repandus dans les tissus, la reaction au bleu 

de Turnbull est rarement employee seule, a molns qu’on ne veuille mettre 

les composes ferreux exclusivement en evidence. Le plus souvent, on 

commence par ramener tous les composes ferrugineux du tissu a Tetat de 

sel ferreux; dans ce but, on se sert de sulfure jaune d’ammonium qui les 

transforme en sulfure de fer FeS. Ensuite, on fait agir une solution acide 

de ferricyanure, qui transforme ce dernier en bleu de Turnbull. La reaction 

ainsi effectuee est la reaction de TlRMANN et ScHMELTZER. 

Technique. — Les coupes, venant de I’eau distillee, sont traitees de I a 24 heures par 

une solution concentree de sulfure d'ammonium; cette solution doit ctre jaune clair et 

ne pas dater de plus de trois semaines. Apres rin9age soigne a I’eau distillee, traitcment 

pendant 10 a 20 minutes par un melange a parties egalcs et fraichement prepare de solutions 

a 20 pour 100 de ferricyanure de K et a I pour 100 de H Cl. Rln^age, coloration nucleaire 

au carmin alune, ou mieux coloration triple safranlne, vert de methyle, acide picrique, 

d’apres Okkels. 

Les preparations colorees au bleu de 1 urnbull ont I’inconvenient de palir au bout d’un 

temps plus ou moins long (a ce sujet, voir Cans). 

La reaction de TlRMANN et ScHMELTZER, assez peu utilisee en France, 

est consideree par un certain nombre d’auteurs allemands (RoMElS, 

ScHMIDTMANN, etc.) comme la meilleure technique de detection histo- 

chimique du fer; ce serait la methode la plus sensible et la plus fidMe. 

Elle est absolument specifique et donne moins facilement lieu a des causes 

d’erreur que la methode au bleu de Prusse. 

C. Methodes aa sulfure de fer (QuiNCKE, 1868). — Dans ces methodes, 

le fer est mis en evidence sous forme de sulfure de fer FeS noir. Fort 

employees au debut de ce siecle, elles tombent peu a peu en desuetude. 

Moins sensibles que les autres methodes, elles necessitent des manipu¬ 

lations desagreables, fournissent des preparations peu agreables a voir 

et enfin ne sont pas specifiques : d'autres metaux lourds ont egalement 

des sulfures noirs. Nous n’en indiquerons done pas la technique. 

D. Methodes a racide sulfocyanhydrique (Mousen, 1893; Kockel, 1925). 

— La couleur rouge sang des sels de fer traites par Tacide sulfocyanhydrique 

(acide rhodanique) permet de deceler 0 ,0025 de fer; cette reaction est 

done encore beaucoup plus sensible que celle du bleu de Prusse. Malheu- 

reusement, la coloration est fugace et disparait en une dizaine de minutes. 
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En outre, la couleur produite est soluble et peut diffuser. Elle n’est done 

indiquee que lorsque la quantite de fer a rechercher est tr^s faible, 

Voici la technique que Kockel emploie apres le demasquage effectue 

d’aprfes sa methode au chlore-thetrachlorure de carbone (c/. plus loin). 

Les preparations venant du tetrachlorure de carbone sont sechees; on couvre le fond 

d une boite de Petri d’une mince couche de solution de sulfocyanure de K, et on I’acidifie 

par H Cl. La preparation est exposee, face en dessous, aux vapeurs d’acide rhodanique qui 

se degagenl. En quelques instants, la coloration rouge se produit. On depose sur la coupe 

une goutte de glycerine, on la couvre d une lamelle et examine immediatement. Lorsque 

la preparation a pali, on peul renouveler Toperation avec succes une et parfois deux fois. 

ScHMELTZER opere comme suit pour obtenir des preparations stables : on pratique des 

coupes a la celloidlne; celles-ci, montees sur lame, sont traitees successivement par I’alcool 

absolu, par un melange de creosote et de xylol 2:1, par le xylol, par un melange ana de 

xylol et de paraffine liquide, et enfin par de la paraffine liquldc pure. Dans un petit tube, 

on melange extemporanemenl 0*^,5 de sulfocyanure avec 0 d’acide sulfurique concentre. 

La coupe, impregnee de paraffine est exposee aux vapeurs qui se degagent de ce melange, 

pendant 10 minutes. On pose une lamelle sur la preparation et on la lute. Les preparations 

ainsl obtenues se conserveraient plusieurs semaines. 

E. Methodes des laques, — Ces methodes sont basees sur le fait que les 

ions fer donnent naissance, par action sur des colorants convenables, a 

des laques fortement colorees et insolubles C). 

L’hematoxyline et la bresiline, jaune tres pale a Tetat libre, donnent 

des laques de fer intensement colorees en noir; Talizarine monosulfonate 

de sodium, rouge, donne une laque de fer (ou plutot une laque ferro- 

calcique) brun noir. 

Reaction a I’hematoxyline (Macallum, Dieterle) : traiter les coupes 24 heures par une 

solution a 5 pour 100 d’hematoxyline pure. Laver longuement a I’eau distillee. Coloration 

de fond a la safranine ou a I’eosine. Fer noir ou brun. 

Reaction a la bresiline (Mawas) : la bresiline est tres voisine de Thematoxyline; s’emploie 

comme elle. Apres coloration, differencier dans de Falcool chlorhydrique a 1 pour 100. 

Fer brun ou violace. 

Reaction a Talizarinemonosulfonate de soude : 1^ colorer 5 a 15 minutes dans une solution 

a 5 pour 100 de rouge d’alizarine S; 2^ laver dans un cristallisoir renfermant des traces de 

chlorure de calcium. La coloration s’accentue fortement. £ventuellement, differencier 

par Talcool sulfurique a 0,5 pour 100; 3® laver a I’eau; deshydrater au xylol baume. Fer 

en brun noir noyaux rouge violet, fond rose. 

{^) Sur les colorants a laques, voir p. 70. 
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Ces reactions sont tr^s senslbles, mais leur specificlte est toajours trhs 

douteuse. On n*est jamais sur de Tabsence des sels de calcium qui peuvent 

souvent fournir des reactions interferant avec celles du fer. II est certain 

d’ailleurs que les methodes basees sur la formation des laques ont donne 

des resultats positifs dans des cas oil aucune methode, ni bistochimique, 

ni macrochimique, n’a jamais permis de detecter le fer, par exemple au 

niveau de certains noyaux celluiaires (voir, a ce sujet, les interessantes 

constatations de Marza et Chiosa sur Tovaire de la poule). On peut assez 

aisement comprendre la cause de ces erreurs. Vraisemblablement, dans 

nombre de cas, une petite quantite de fer se trouve apportee par les reactifs 

ou le verre des ustensiles; de ce fer. il est a peu pres impossible de se 

debarrasser (Wiener). Passant dans la solution d’hematoxyline, il y cause 

la production d’une petite quantite de laque; cette laque, identique a la 

laque ferrique de Weigert ou de HanSEN, a une enorme affinite pour 

certains elements celluiaires (comme les noyaux) et va done les colorer 

electivement. On doit en outre tenir compte de la presence possible dans 

la coupe de calcium ou d’autres metaux bivalents ou trivalents; tous ces 

metaux peuvent en effet donner naissance a des laques au meme titre que 

le fer. S’ils se trouvent comme impuretes dans la solution du colorant, 

ils y forment egalement des laques ayant une tres forte affinite pour des 

elements celluiaires, et e’est une cause d’erreur de plus. 

Les methodes de detection du fer par Temploi de colorants a laques 

sont done tr^s aleatoires; elles sont tout au plus bonnes pour confirmer 

les donnees obtenues par les autres methodes. 

3. Demasquage du fer masque. 

Dans un certain nombre de composes organiques, le fer ne peut etre 

mis en evidence par ses reactifs habituels, qui sont des reactifs de fer 

ionique. Le fer y est masque (^). Tels sont par exemple les ferro et ferri- 

cyanures, le saccharate de fer, Thematog^ne de BuNGE, la ferratine 

P) Les anciens auteurs parlaient volontiers de fer « organique », comme synonyme de 

fer « masque ». C’est la une terminologie qui nous semble a abandonner. En effet, il existe 

des composes organiques du fer, oil celui-ci est ionisable et decelable par les reactifs 

habituels; par exemple, le citrate de fer. D’autre part, certaines formes de fer masque ne 

sont pas des substances organiques, comme le fer colloidal etudie par Marfori et par 

Lapicque. 
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(Macallum, Marfori), la vitelline, rhemoglobine, etc., et meme certaines 

forines d’oxyde de fer colloidal (Marfori, Lapicque). De tels composes 

sont importants en Biologic, et Ton meme dire que leur interet depasse 

de beaucoup celui que presentent les formes ioniques. 

La question du demasquage du fer » occulte » a donne lieu a d’inter- 

minables discussions. Quand les uns pretendent qu’il est possible au 

moyen de reaclifs appropries de liberer a Tetat ionique tout le fer organique- 

ment combine (Macallum, Kockel, etc.), les autres croient que cette 

operation est irrealisable et que le fer soi-disant libere du tissu est apporte 

par les reaclifs ou les instruments employes (Wiener, Molisch, 

Hueck, etc.). 
II nous semble que ces opinions extremes sont exagerees, mais renferment 

chacune une part de verite. II est certain en effet que des reaclifs appropries 

peuvent faire passer des composes dont le fer est masque a Tetat de fer 

ionique, mais que, d’autre part, un certain nombre de resultats ont pu 

etre fausses par des impuretes provenant des reaclifs. 

A. Methodes de Macallum. — Demasquage par le sulfure d’ammo- 

nium. En prolongeant Teffet du reactif de Quincke pendant deux jours 

a deux semaines a la temperature de 50^, Macallum pense demasquer le 

fer de ses combinaisons organiques. 

2^ Demasquage par Talcool acide. Trailer d’une demi-heure a plusieurs 

heures par Talcool sulfurique (alcool : 96 T SO^H“ concent] e : 4); 

rincer a Talcool; puis mettre le fer ionise en evidence par la methode au 

sulfure d’ammonium, au ferrocyanure, ou a rhematoxyline. 

Valeur des methodes de demasquage de Macallum. — Les points suivants 

nous paraissent acquis : 1^ ces methodes peuvent demasquer le fer de 

certaines combinaisons; par exemple, les pigments ferrugineux dans les 

organes hematopoietiques, le saccharate de fer (^). Dans ces composes, ainsi 

qu’il est facile de s*en assurer, le fer ne peut pas etre mis en evidence sans 

demasquage, mais Test fort bien apres demasquage a Talcool sulfurique; 

2® elles sont incapables de le mettre en evidence dans beaucoup d’autres. 

(^) Dans ce compose, le fer est lie a un hydroxyle alcoolique et non pas a un radical 

acide; le saccharate de fer est done cn somme un alcoolate. C'est pour cette raison que 

le fer n’y est pas ionisable. 
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Citons, par exemple : les ferro et ferricyanures, rhemoglobine (Tread¬ 

well, Wiener, Macallum). Disons-le tout de suite, la plus grande partie 

du fer masque des organismes parait rentrer dans cette categoric; 3^ la 

methode peut etre sujette a des erreurs du fait d’impuretes existant dans 

les reactifs ou apportes par les instruments. Ces impuretes sont fixees 

electivement sur certains elements tissulaires. De tels cas de contamination 

sont indubitables : la demonstration de la presence de fer dans les noyaux 

cellulaires est presque certainement due a cette cause d’erreur. La notion 

de la presence du fer dans les noyaux cellulaires avait ete admise pendant 

longtemps et etait devenue classique, sous Tinfluence surtout de ScHNElDER 

et de Macallum. Les methodes les plus precises de recherche du fer masque 

et tout specialement la micro-incineration {voir, a ce sujet, les recentes 

conclusions de Policard) ont bien montre depuis que, en realite, I’immense 

majorite des noyaux cellulaires ne renferment pas de fer. Des analyses 

chimiques de sperme d’oursin (Masing), de sperme de hareng ou de thymus 

de veau (Sauerland), ensembles de cellules tres riches en matiere nucleaire, 

n’ont d’ailleurs permis de deceler que d’infinitesimales quantites de fer. 

Deja, en 1892, GiLSON avait insiste sur la formidable affinite que possfede 

le noyau pour le fer : le fer que les anciens auteurs decelaient dans les 

noyaux provenait en realite de leurs reactifs. Dans des etudes extremement 

precises, A. Wiener a prouve la realite du point de vue de GiLSON. II 

faut lire le travail de WiENER pour se rendre compte de la difficulte que 

Ton a a eviter toute contamination par les reactifs. Tous les reactifs donnes 

comme purs contiennent, en realite, du fer; une quantite extremement 

minime, a la limite des possibilites analytiques, est deja sufflsante pour 

produire des contaminations notables. II faut s’astreindre a toutes sortes 

de precautions speciales. Tous les reactifs, tous les liquides devant servir 

a la fixation ou a Tinclusion doivent etre purifies et analyses a plusieurs 

reprises, jusqu’a ce que Ton soit certain de Tabsence de la plus minime 

trace de fer; on ne peut employer que du verre Pyrex; on doit prohiber 

de fa^on absolue I’emploi de tout instrument et de tout ustensile en fer 

ou renfermant du fer. 

Cette propriete d’adsorber le fer, de Taccumuler, meme a partir de 

solutions extremement etendues, n’est d’ailleurs pas propre aux noyaux 

cellulaires. Pas mal d’elements tres divers peuvent se comporter de meme. 

On peut faire la remarque qu’il s’agit en general de formations a caractfere 

basophile prononci. Ainsi les blocs de NiSSL, la substance fondamentale 
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de Tos (Cameron), des membranes vegetales (Devaux). En ce qm concerne 

Tos, Cameron observe qu’un sejour de 24 heures dans des solutions 

aqueuses ne renfermant qu’une partie de sulfate de fer pour un million 

suffit a rendre positive la reaction du fer dans des pieces qu’une analyse 

preliminalre avait montre rlgoureusement prlvees de fer. 

Tout cela demontre que, dans la recherche du fer masque d’apres la 

methode de Macallum, la plus grande prudence s’impose. La methode 

cst capable de demasquer quelques composes ferruglneux, au nombre 

desquels on peut ranger certainement certains pigments de d&integration 

de I’hemoglobine; elle est incapable de demasquer la plupart des autres 

combinalsons ferruglneuses de I’organisme; enfin, des resultats absolument 

errones ont ete causes par des phenomenes d’adsorptlon elective de fer 

present en quantite infinlteslmale dans les reactifs employes. 

B. Demasquage par le chlorc'^tetrachlorure de carbone (Kockel). — Klein 

avait signale que le traitement de frottis sanguins par les vapeurs de brome 

permettalt d’obtenir la reaction du bleu de Prusse sur les globules rouges. 

Mais les elements cellulaires sont alors devenus meconnaissables. 

Kockel est arrive a demasquer le fer de I’hemoglobine par Taction du 

chlore dlssous dans le tetrachlorure de carbone. 

Technique, — Fixer au formol ou a ralcool. Couper a la paraffine ou par congelation. 

Les coupes, impregnees d’alcool, sont passees dans du tetrachlorure de carbone pur, 

puis pendant 20 minutes dans du tetrachlorure de carbone sature de chlore sec. Apr^s 

ce traitement, les coupes sont retirees et on laisse s’evaporer le tetrachlorure de carbone 

et le chlore. Puis on effectue une des reactions histochimiques du fer d^crites plus haut; 

de preference la reaction du bleu de Prusse ou la reaction de Tacide sulfocyanhydrique. 

Nous donnons cette methode a titre indicatif; nous Tavons essayee, 

dans le but de mettre en evidence le fer de Themoglobine, et n’avons 

obtenu que des resultats negatifs. 

C. Demasquage par micro-incineration (Policard). — La micro-incine¬ 

ration est la seule methode capable de liberer de fa^on certaine le fer 

occulte des tissus. Apres la combustion, les cendres ferrugineuses se 

reconnaissent a leur couleur rouge ou jaune, suivant qu’elles sont melangees 

ou non a des cendres blanches. La methode est rigoureusement specifique, 

car Toxyde de fer est la seule substance coloree parmi les cendres des 

tissus. Elle est sure, car le fer est libere integralement de ses combinaisons. 
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Enfin, sa sensibilite est tres grande. PoLlCARD vient recemment de montrer 

qu’un observateur exerce pent deceler, par la coloration jaune des cendres, 

une quantite de fer egale a 3,75 X 10 ’y. 

La methode de detection du fer total par micro-incineration est done 

de loin la meilleure de toutes les methodes de recherche du fer masque, 

comme I’ont indique Marza, Marza et Chiosa, au terme d une soigneuse 

etude comparative. Bien entendu, on ne pourra esperer avoir des resultats 

trhs exacts que si Ton ^vite tres soigneusement les diverses causes de 

contamination dont on a parle plus haut. Les precautions necessaires sont 

d’ailleurs bien plus faciles a prendre que celles qui sont de rigueur dans 

les methodes de Macallum, car le nombre de reactifs a employer est redult 

a un minimum. Signalons seulement, apres ScoTT, que des precautions 

speciales doivent etre prises en ce qui concerne le rasoir, Un rasoir fraiche- 

ment aiguise donne de nombreuses particules ferrugineuses qui viennent 

se deposer sur la coupe. 

Les indications pratiques suivantes resument Tensemble de Tetude qui 

precede : 

a. Fer tenique. — Fer ferrique : reaction du bleu de Prusse et accessoi- 

rement a I’acide sulfocyanhydrique. Fer ferreux : reaction du bleu de 

Turnbull. Fer ionique total : reaction de TiRMANN et ScHMELTZER. 

b. Fer masque, mais facilement demasquable. — Demasquage a I’alcool 

acide d’apres Macallum, puis reaction du bleu de Prusse, ou de Tirmann- 

SCHMELTZER. 

c. Fer total — Micro-incineration. 

Les autres methodes de recherche ou de demasquage du fer ne nous 

paraissent pas a conseiller. 
* 

♦ ♦ 
CUIVRE. 

La detection histochimique du cuivre presente un interet biologique 

assez grand. D’une part, en effet, ce metal intervient dans la constitution 

de pigments respiratoires chez certains Invertebres (hemocyanine chez 

de nombreux Mollusques et quelques Arthropodes). On doit done s’attendre 

la a un m^tabolisme particuli^rement intense de ce metal. Des recherches 

histochimiques dans ce domaine ont ete effectuees par BoYCEet Herdmann 

et par Mendel et Bradley. 
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D’autre part, le foie renferme normalement du cuivre, en petite quantite 

(dans le foie du foetus humain, 1,73 '/ par milligramme de foie, d’apres 

Ramage et Sheldon). Dans ces dernieres annees, on a soutenu qu’il existe 

un rapport entre I’augmentation de la teneur du foie en cuivre et le deve- 

loppement des cirrhoses hepaliques atrophiques type Laennec (Aska- 

NAZY, Mallory). Enfin, Mallory, Parker et Nye ont suggere que 

rhemochromatose pourrait etre due a un empoisonnement chronique par 

le cuivre. Dans le but de verifier ces idees, des etudes histochimiques 

ont ete entreprises afin de deceler et de localiser le cuivre dans le foie; 

ont ete employees des methodes histochimiques pures (Mallory et 

Parker) et des methodes histospectrographiques (PoLICARD, Gerlach). 

Les techniques utilisees par les auteurs cites ont ete les suivantes : 

Boyce et Herdmann, sur des tissus de Mollusques, utilisent le recoupement de trois 

methodes : 1*’ action du sulfure d’ammonium a 1,5 pour 100 acidule par 0,5 pour 100 

de H Cl : formation de sulfure de cuivre noir (reaction non specifique); 2^ action d’une 

solution a 0,025 pour 100 d’hematoxyline pure, qui donne naissance en 5 a 15 minutes 

a la laque de cuivre bleu fonce (reaction non specifique); 3” action du ferrocyanure de 

potassium; formation de ferrocyanure de cuivre rouge (reaction specifique). 

Outre ces methodes, Mendel et Bradley emploient une solution concentree d’acide 

bromhydrique renfermant une trace de brome libre. Entre lame et lamelle, ce rcactif’ 

developpe une couleur violet intense, mais disparaissant apres quelque temps. Cette 

reaction est hautement specifique. 

Mallory et Parker, dans leurs etudes sur les cirrhoses et rhemochromatose ont utilise 

egalement Taction de Thematoxyline. IIs fixent les tissus, soit dans Talcool a 95”, soit dans 

du forrnol a 10 pour 100 tamponne a pH 7,0. Sur les coupes, ils font agit une solution 

a 0,5 pour 100 d’hematoxyline pure, tamponnee a pH 7,0. Les composes cuivriques sont 

colores en bleu a bleu noir, tandis que Themosiderine est brun a brun noiratre. Comme 

controle de cette reaction, ils utilisent une reaction microchimique de cristallisation : 

sur une coupe, on depose un cristal d’acetate de sodium, puls une ou deux gouttes d une 

solution saturee de nitrite de potassium, puis une ou deux gouttes d’acide acelique. Enfin, 

on dissout une petite quantite d’acetate de plomb dans le melange, recouvre la preparation 

d’une lamelle et attend sous le microscope le developpement a la surface de la coupe, 

de cristaux jaune fonce quadrangulaires apparaissant noirs lorsque leur taille devient 

suffisante. Cette derniere reaction ne permet evidemment pas de localisation du compose 

cuivrique et ne peut servlr que de test chimique de la presence de cet element. 

Des resultats obtenus dans la recherche histochimique du cuivre, nous 

ne retiendrons que ceux qui ont ete obtenus chez les Vertebres. Mallory 

et Parker ont tout d’abord etudie Tempoisonnement experimental du 

cobaye par le cuivre. Cet empoisonnement produit de Tanemie, de rhemo- 

globinurie, de la necrose des cellules hepatiques et des cellules renales, 
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et enfin de la pigmentation hepatique. Le pigment qui se forme donne les 

reactions du cuivre; les auteurs sugg^rent qu’il serait forme par une combi- 

naison du cuivre avec un derive de Themoglobine; outre les reactions du 

cuivre, ce pigment donnerait en effet les reactions caracteristiques de 

rhemofuscine. Au bout de quelques semaines, la reaction du cuivre 

commence a s’aflaiblir et le pigment est alors de Themofuscine pure; plus 

tard, il se transforme en hemosiderine (donnant done les reactions du fer). 

Dans rhemochromatose, Mallory et Parker retrouvent le meme pigment 

dans les ilots de regeneration du foie et dans les masses de bile concentree. 

Ce pigment suit une evolution analogue a celle qui a ete decrite : cuivre- 

hemofuscine, hemofuscine, hemosiderine; mais cette evolution s’effectue 

ici lentement et demande des annees. 

On pourrait reprocher aux resultats de Mallory et PARKER de n’avoir 

pas ete obtenus par une methode irreprochable. La coloration bleu fonce 

de la laque de cuivre de Thematoxyline ne nous parait pas tres differente 

de la coloration bleu noir de sa laque ferrique. La confusion entre pigments 

cuivreux et pigments ferrugineux peut done etre facilement commise. Et 

comme le test de controle de Mallory et Parker ne per met pas une loca^ 

lisation histologique, la constitution des pigments de Mallory et Parker 

peut rester douteuse. Les etudes de ces auteurs gagneraient beaucoup a 

etre reprises en controlant la reaction a Thematoxyline par des methodes 

vraiment specifiques, comme la technique au ferrocyanure de BoYCE et 

Herdmann ou la methode a Tacide bromhydrique de Mendel et Bradley. 

Par la voie histospectrographique, beaucoup plus sure chimiquement, 

PoLlCARD a recherche le cuivre dans des foies normaux, des foies d’animaux 

intoxiques et des foies cirrhotiques, dont certains avaient deja ^te etudies 

par Mallory et Parker eux-memes. Dans Tensemble, les resultats de cette 

methode semblent confirmer ceux des auteurs americains. La repartition 

du metal dans le foie n’est pas reguli^re. Specialement, dans le cas de 

cirrhoses, il y a des territoires oii le cuivre est accumule, tandis que d’autres 

en demeurent depourvus. Malheureusement, la methode histospectro¬ 

graphique ne permet pas une localisation histologique assez precise, car 

il n’a pas ite possible a PoLlCARD de determiner de fa^on precise le carac- 

t^re histologique des points d’accumulation cuprique, Les resultats de 

Tetude histospectrographique sont done assez fragmentaires au point de 

vue morphologique; cependant, leur rigoureuse exactitude au point de vue 

chimique en fait des documents d’une haute valeur. 

LISON 7 



98 L. LISON. 

* 
^ * 

Zinc. 

Mendel et Bradley ont essaye de mettre en evidence le zinc dans 

rhepato-pancreas des Mollusques (ou Tanalyse chimique en demontre 

Texistence en grande quantite, 2 pour 100 du tissu sec, 9-15 pour 100 des 

cendres). Ils transforment le zinc en nltroprussiate de zinc insoluble et 

caracterisent ce nitroprussiate par Taction d’un sulfure alcalin (couleur 

rouge). 

Les coupes a la paraffine sont traitees pendant 15 minutes a 50‘^ par une solution 

a 10 pour 100 de nitroprussiate de soude; laver a feau courante trh soigneusement 

(15 minutes). La coupe est couverte d’une lamellc; on introduit entre lame et lamelle une 

goutte d’une solution de sulfure de potassium. II se produit une couleur pourpre intense. 

La reaction serait assez specifique, car les tissus ou Tanalyse ne decele 

que des traces de zinc ne donnent jamais la reaction. 

* 
* * 

Bismuth. 

Le bismuth introduit dans Torganisme peut etre mis en evidence paf 

la methode de Christeller-Komaja, basee sur la formation d’un iodo- 

bismuthate de quinine tr^s peu soluble et de couleur jaune brun fonce. 

Fixer au formol. Couper par congelation. Traiter les coupes I minute par le reactif 

prepare comme suit ; solution a : sulfate de quinine, H + H^O, 50’’““ + acide nitrique, 

X gouttes; solution b : iodure de potassium, 2^ H H^O distillee, 50*^““. Conserver a et h 

separement. Au moment de I’emploi, melanger parties egales de a et ^ et ajouter 2 gouttes 

d’acide nitrique officinal, Filtrer. Rincer tres rapidement dans : H^O, 10^^““ -f NO^FI, 

2 gouttes. Coller la coupe sur porte-objet, essorer, monter. Coloration de contraste facul¬ 

tative au violet de gentiane. Le bismuth apparait en grains brun fonce. 

Cette methode a ete utilisee par Califano, Christeller, Komaja, 

Vonkennel dans leurs etudes sur la Chimiotherapie par les composes 

bismuthiques. 
♦ 

* * 

Manganese. 

£tant donnee Timportance biologique du manganese, dont le role dans 

les processus oxydasiques a bien ete mis en evidence par les celfebres 

travaux de G. Bertrand sur la laccase, la recherche histochimique de ce 
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metal se presente comme un probleme interessant, qui n’a toutefois pas 

ete beaucoup etudie jusqu’ici. 

Behrens et Gossl, sur une coupe de tissu frais, deposent une goutte d’une 

solution de phosphate ammonlaco-sodique NaNH^PO^H et placent le 

tout dans une atmosphere de vapeurs d’ammoniaque; il se forme un preci- 

pite brun clair, d’abord amorphe, puis cristallin de phosphate ammoniaco- 

manganeux MnNH^PO^. Le fer et le magnesium interferent en donnant 

des complexes analogues FeNH'PO^ et MgNH^PO^. Mais le sel manganeux 

est le seul qui resiste a un lavage prolonge et le seul qui brunisse par 

Taction de permanganate de potassium. 

Bureau, ayant repris Tetude de cette methode, aboutit a en nier la 

valeur. Au point de vue chimique pur, le principe de la methode de Behrens 

et Gossl est exact; en revanche, essayee sur les feuilles d^Aucuba et sur 

les branchies d'Anodonia qui sont tres riches en manganese (DuBUlSSON 

et Van Heuverswyn), elle s’est montree inutilisable. La precipitation du 

manganese ne se produit que sur des tissus frais et seulement au bout 

d’un a deux jours d’action du reactif, Au bout de ce temps necessaire 

au demasquage du metal, les alterations du tissu sont tellement grandes 

que la preparation est illisible. 
♦ 

* * 

Or. 

Les composes auriques introduits dans les organismes peuvent etre 

mis en evidence histochimiquement par les methodes suivantes : 

A. Methode de Christeller, modifiee par Michaelis. — Principe : 

reduction des sels d’or en pourpre de Cassius au moyen du chlorure 

stanneux. 

Fixer au forniol ou a I’alcool absolu. Trailer les coupes 10 minutes au bain-marie 

ou 36 heures a 56” par : solution SnCF a 5 pour 100, 10; H Cl concentre, 1. 

Coloration de fond au carmin alune. L’or apparait sous forme de granulations noires 

ou brun fonce. 

La methode de Christeller a ete utilisee par Gallinal, Okkels, 

Michaelis, Gauthier-ViLLARS et a ete consideree par ces auteurs comme 

fournissant de bons resultats. 

Cependant, elle offre un inconvenient assez serieux (Gerard et Cordier). 

Le precipite de pourpre de Cassius ne se produit qu’aprfes dissolution 
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prealable du compose aurique dans le reactif. II s’ensuit qu’il ne se depose 

pas rigoureusement a Tendroit ou se trouvait le compose aurique primitif. 

Dans les cas favorables, cette precipitation se fait immediatement autour 

du compose aurique, lui formant une aureole. D’autres fois, elle se fait a 

distance, au niveau surtout du conjonctif et des basales. 

Tous les composes auriques ne peuvent etre mis en evidence par la 

methode de Christeller. Les formes inorganiques, comme la Sano- 

crysine ou la Chrysalbine (aurothiosulfate de Na) reagissent bien. Au 

contraire, des composes organiques, comme le 2949 I. G. Farbenindustrie, 

ne donnent que des resultats negatifs (MiCHAELls). 

Methode de BoRCHARDT, modification de MiCHAELIS. — Principe : les 

sels d’argent mettent en liberte For de ses sels, parce que I’argent precede 

Tor dans la serie electrolytique des tensions (0- 

Fixer au formol ou a Talcool. Traiter les coupes 15 minutes au bain-marie bouillant 

ou 12 a 24 heures a 40*^ par une solution de nitrate d’argent a 5 pour 100; pour enlever 

I’argent precipite dans la coupe, traiter la coupe par I’acide nitrique a 20 pour 100. Resultat: 

granulations noires. 

Cette methode est beaucoup plus sure que la precedente, de I’avis de 

Michaelis et de G^rard-Cordier. 

Methode de Okkels. — Principe : la lumi^re, par action photochimique, 

met en liberte Tor de ses sels. Les coupes sont simplement exposees a 

Taction de la lumifere solaire pendant au moins 12 heures, ou d’une lampe 

a rayons ultraviolets pendant le meme temps (Gauthier-Villars). Les 

resultats sont comparables a ceux de la methode de Christeller, mais la 

reduction est generalement moins complete. 

Quelle que soit la methode employee, verifier que les granulations noires 

sont bien constituees par de Tor metallique : insolubles dans les acides 

concentres, solubles dans Teau regale (“ NO^H + H Cl aa.), solubles 

dans les solutions de cyanure de K ou de Na. 

Signalons enfin que Tor peut etre detecte par voie histospectrographique 

(Gerlach, Policard). Cette methode, beaucoup plus sensible que toutes 

les autres, permet de deceler avec securite Tor dans des organes qui n*en 

P) C’est du moins I’explication que BoRCHARDT donne de sa reaction. Elle ne nous 

parait pas convaincante. 
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montrent aucune trace par les methodes usuelles. Malheureusement, elle 

ne permet pas une localisation suffisamment precise. 

* 
♦ ♦ 

Plomb. 

Les sels de plomb injectes dans Torganisme peuvent etre deceles par 

les methodes suivantes : 

A. Methode au chromate (Frankenberger, Cr^TIn). — Les pieces sont 

slmplement fixees avec un llqulde bichromate neutre, tel que le Regaud. 

Le plomb est preclpite sous forme de chromate de plomb jaune insoluble, 

tres facllement identifiable. Coloration au bleu de toluldine. Cette methode, 

employee egalement par Truc, joint une bonne specificite a une fixation 

histologique impeccable. 

B. Methode par microAncineration (Tada). — Les coupes sont Incinerees, 

puis, apr^s collodionnage, traitees par H"S, un chromate ou un iodure 

alcalin. II y a formation respectlvement de sulfure de Pb nolr, de chromate 

jaune ou d’iodure jaune. Cette methode, purement topographlque, convient 

mal a une recherche cytologique precise. 

C. Methodes au sulfure, — 1^ Methode d’lwAHASHI : fixer au formol; 

traiter les coupes par une solution de sulfure d’ammonlum. Le plomb 

apparait en noir. IwAHASHi controle la specificite de la reaction par Taction 

de qui dolt decolorer le PbS; 2® Methode de Okkels : fixer deux 

jours au liqulde de Almkvist {voir ci-apres : mercure). Apres fixation, 

laver 24 heures a Teau courante. Inclure a la paraffine. Dans les coupes, 

les depots de plomb se presentent en nolr sur fond jaune. 

Ces dernieres methodes nous paraissent moins bonnes ; la quallte 

histologique du fixateur est moindre; la formation de sulfure de fer inter¬ 

fere avec celle de sulfure de plomb et necessite done un controle sur des 

pieces temoins (se rappeler que dans les intoxications par le plomb, 11 

existe de graves perturbations dans les organes hematopoletlques avec 

formation de depots ferruglneux). 

D. Detection par voie historadiographique, voir Behrens et Baumann. 
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* 
* * 

Mercure. 

Les sels de mercure introduits dans Torganisme peuvent etre retrouves 

par les methodes suivantes : 

A. Methode d’ALMKVIST-CHRlSTELLER. — Fixer deux jours dans : 

solution saturee d’acide picrique 100 |- acide nitrique a 25 pour 100 : I; 

saturer de H‘“S gazeux; laisser reposer un jour et filtrer. Apres fixation, 

laver 24 heures a I’eau courante, inclure a la paraffine. Mercure sous 

forme d*un precipile noir de sulfure de mercure. 

Des pieces de controle, fixees avec des fixateurs normaux, traitees de 

fa^on a mettre le fer en evidence, sont necessaires car le fixateur d’ALMKVIST 

transforme le fer en sulfure (noir) qu’on peut confondre avec le sulfure de 

mercure. 

SiMONNET fixe 10 heures dans : alcool-chloroforme a parties egales 
100<^ni!„j acide nitrique le tout sature de H“S par barbotage. 

B. Methode de Lombardo-Debenedetti. — Fixer au formol. Les coupes 

sont traitees par une solution acide de chlorure stanneux (on peut utiliser 

le reactif de Christeller-Michaelis pour la recherche de Tor). Les sels 

de mercure sont reduits a Tetat de mercure metallique qui apparait 

en noir. 

C. Methode de BRANDING. — Fixer au formol ou a Talcool. Les coupes 

sont traitees par une solution a 1 pour 100 de diphenylcarbazide. Le 

mercure fournit un precipite violet. Ce procede, qui est tr^s sensible, a 

permis a Tauteur de retrouver le sublime dans des organes de malades 

decedes d’intoxication mercurielle et conserves dans le formol depuls 17 ans. 

♦ 
* * 

Nickel. 

A notre connaissance, le nickel n’a ete recherche histochimiquernent 

dans les tissus animaux que par Cretin et PoUYANNE, dans leurs etudes 

sur Taction des metaux sur la consolidation osseuse. Fixer dans : formol, 30; 

serum physiologique, 100; sulfhydrate d’ammonium, 5 gouttes; puis 

immerger la piece dans une solution de phosphate ammonique pour 

obtenir le sel double NH^NiPO^ + 6 H^O insoluble. Decalcifier. Sur les 
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coupes, colorer le nickel par une solution alcoolique d’hematoxyline pure. 

II y a formation d’une laque de nickel lilas, apparaissant en bleu lorsqu’elle 

est abondante. 
* 

♦ ♦ 

Uranium. 

Les sels d’urane injectes dans les tissus peuvent etre deceles bistolo- 

giquement en se basant sur la formation d’urani-ferrocyanure de potassium, 

de couleur brun fonce. ScHNElDER, dans le but de fixer et de deceler en 

meme temps les sels d’urane, fixe par : ferrocyanure de potassium k 

5 pour 100, 50"”^; solution saturee d’aclde plcrlque, aclde chlorhy- 

drique, 10^”^'; apr^s fixation, lavage dans H Cl a 4 pour 100; puis alcool 80^ 

acidifie par H Cl; Inclusion et coupe. 

Gerard et Cordier decelent les sels d’urane retenus dans les cellules 

renales en traltant les coupes exactement par les memes reactlfs que ceux 

qui servent a deceler le fer par la methode au bleu de Prusse. Les sels 

d’urane se colorent en brun fonce. La methode est d’une haute specificite. 
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CHAPITRE VIII. 

ETUDE DES ANIONS. 

Chlore. 

A. Chlorures, — De nombreux auteurs se sont preoccupes de deceler 

et de localiser histochlmiquement les chlorures dans les tissus anlmaux, 

surtout dans le but d’etudier leur elimination renale. 

Toutes les methodes qu’ils ont proposees sont des methodes argentiques. 

Le chlore est precipite sous forme de chlorure d’argent par Taction d’un 

sel d’argent, le plus generalement en solution nitrique, et Ton met secon- 

dairement Targent en evidence soit par Taction d’un reducteur chimique, 

soit par Taction de la lumiere. Ce sont done des methodes indirectes. 

Des nombreuses variantes proposees par differents auteurs (Macallum, Monti, Leschke, 

Macdonnald, Groebbels, Defrise), nous ne citerons que quelques-unes, a titre docu- 

mentaire. 

Macallum plonge les cellules isolees ou les tissus dissocies dans une solution n/lO de 

nitrate d’argent, acidifice a raison de d’acide nitrique a 60 pour 100 par litre de 

solution. Apres avoir laisse agir une demi-heurc, on expose la preparation au soleil ou a 

une forte lumiere pendant une demi-beure; rin^age et examen dans la glycerine. 

Leschke fixe des pieces de 0^”^,5 a d’epaisseur au plus dans une solution renfer- 

mant I a 3 pour 100 de nitrate d’argent ct 1 pour 100 d’acide nitrique, pendant 12 a 24 beures 

et a Tobscurite. Rincer plusieurs fois a I’cau distillee, a I’obscurite; reduire 10 a 20 beures 

dans un revelateur pbotograpbique a I’bydroquinone. Inclure, couper, colorer les noyaux 

au carmin alune. 

Groebbels fixe de petites pieces 24 beures dans du nitrate d’argent nitrique a Tobscurlte; 

apr^s 24 beures, ajouter a cette solution 5 a 10 pour 100 de formol; rincer a plusieurs 

reprises a I’eau distillee, toujours dans I’obscurite. Ensuite, exposer a la lumiere solaire 

ou aux rayons d’une lampe a arc pendant un ou plusieurs jours. Inclusion, etc. 

Defrise fixe a 37® et a I’obscurite dans du nitrate d’argent nitrique, rince dans NO^H 

a I pour 100, inclut, et coupe, le tout a I’obscurit^, rince de nouveau a I’acide nitrique, 

redult dans un melange de formol (I partie) et d’alcool sature de soude caustique (2 parties), 

passe a I’hyposulfite et colore les noyaux par un colorant quelconque. 

Toutes ces methodes doivent etre considerees sans aucune valeur 
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hlstochlmique; on n’est sur, en effet, nl de Texactitude de la localisation 

de I’ion chlore, ni de la specificite de la reaction : ni les conditions chimiques, 

ni les conditions morphologiques requises pour une analyse histochimique 

exacte ne sont remplies. 

Tout d’abord, les conditions morphologiques : Tion chlore est extreme- 

ment diffusible, les sels d’argent sont lourds et peu diffusibles. De plus, ils 

exercent une action coagulante energique sur les materiaux cellulaires et 

ils se creent ainsi une barriere a leur propre penetration. II est done impos¬ 

sible de precipiter les ions chlores rigoureusement in loco, 

Enfin, comme on se trouve en milieu colloidal, les conditions de la preci¬ 

pitation se trouvent fortement troublees. Les composes argentiques sont 

de ceux qui donnent le plus aisement les phenomenes de precipitation 

periodique du type des anneaux de LlESEGANG (les lignes de Frommann 

ne sont pas autre chose). 

Cette critique est d’autant plus grave que tous les auteurs, sans excep¬ 

tion, ont fait agir le sel d’argent sur des fragments de tissus ayant quelques 

millimetres d’epaisseur. Aucun n’a cherche a assurer une meilleure penetra¬ 

tion du reactif en le faisant parvenir aux cellules par la voie des vaisseaux. 

On peut dire qu’en travaillant dans de telles conditions, non seulement 

les resultats peuvent etre entaches d’erreur, mais encore qu’ils sont certai- 

nement errones et que la localisation de I’ion chlore telle qu elle a ete 

decrite par les auteurs n’est certainement pas celle qui existait sur le vivant. 

Non seulement la localisation de l ion chlore est fausse, mais la reaction 

n’a meme pas de valeur signaletique certaine. 

Les auteurs se sont evidemment fait de grosses illusions sur la valeur 

specifique de leurs reactions, en appliquant de fa^on trop brute les donnees 

de la Chimie inorganique. Celle-ci enseigne, comme on le sait, que tous 

les sels d’argent sont solubles dans I’acide nitrique, sauf les chlorure, 

bromure et iodure. En faisant done agir sur les tissus une solution de 

nitrate d’argent acidulee par de I’acide nitrique, ils ont pense precipiter 

exclusivement les sels haloides d’argent, tous les autres derives argentiques 

devant passer en solution; ils ont admis implicitement que le lavage suffit 

a enlever integralement tous les derives argentiques solubles. 

La realite est tout autre. Comme tous les metaux lourds, I’argent est 

fortement adsorbable par certains elements des tissus. De I’argent ainsi 

adsorbe, il est pratiquement impossible de se debarrasser, meme par les 

lavages les plus soignes. Outre la precipitation des chlorures, les auteurs 
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obtiennent en realite une impregnation argentique de certaines formations 

cellulalres. 

Ce que nous venons de dire n’est pas seulement base sur des vues 

theoriques. Avec les methodes qui sont supposees mettre en evidence de 

fa^on specifique les chlorures, on peut obtenir de fort belles impregnations 

d’elements cellulaires tres divers. Ainsi, Deckhuyzen met en evidence les 

limites cellulaires en traitant par des solutions de nitrate d’argent nitrique, 

rin^ant a Teau acidulee par Tacide nitrique, et operant une reduction 

ulterieure. II est a noter que Deckhuyzen, pour se debarrasser le plus 

possible des chlorures de Torganisme, les enleve au prealable par un 

lavage au nitrate de potassium! Bergh decrit une methode tres analogue 

dans le but de mettre en evidence les limites cellulaires des vaisseaux des 

Annelides. Ces methodes de Deckhuyzen et de Bergh sont absolument 

superposables aux methodes de Leschke, de Defrise et de Macallum, 

par exemple. 

Certains auteurs, comme Achard et Aynaud, frappes par ces faits, 

ont admis que les impregnations argentiques etaient dues en toute premiere 

ligne a la presence des chlorures dans les tissus. C’est une opinion qui, 

aujourd’hui, nous parait encore defendable dans certains cas, mais qui 

est certainement trop absolue. Achard et Aynaud eux-memes ont d’ailleurs 

bien du reconnaitre que certaines impregnations argentiques sont sans 

relation aucune avec la presence des chlorures. Un des exemples qu’ils 

citent a ce point de vue est precisement constitue par les substances 

nte rcellulaires des membranes sereuses (qui, nous venons de le voir, sont 

parfaitement mises en evidence par les methodes au nitrate d’argent 

nitrique). Ces « Kittsubstanzen » sont d’autre part impregnees par beaucoup 

de methodes non argentiques. On peut, par exemple, traiter les tissus par 

du ferrocyanure de potassium, puis par un sel ferrique: les « Kittsubstanzen » 

sont mises en evidence par formation de bleu de Prusse. II s’agit alors, 

de toute evidence, de phenomenes adsorptifs et I’impregnation a I’argent 

n’en est qu’une modalite. Tout cela demontre done que la reaction au 

nitrate d’argent nitrique n’est en rien specifique des chlorures. 

Dans les ecrits des auteurs qui ont employe ces reactions, on peut 

d’ailleurs assez facilement trouver des cas oil ils ont admis la presence de 

chlorures, alors qu’il ne s’agit probablement que d’impregnations argen¬ 

tiques tr^s banales. Ainsi, Groebbels, etudiant le systeme nerveux par la 

methode de Leschke, observe un depot d’argent reduit au niveau de nom- 
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breux elements nerveux (dendrites, trophosponge dendritique, reticulum 

glial, etc.). De fil en aiguille, il en arrive a admettre que la metbode de 

Golgi est une reaction histochimique des chlorures. On pourrait fort bien 

renverser le sens de son raisonnement, et cela paraitrait plus vraisemblable : 

si la metbode de Leschke et la metbode de Golgi donnent des resultats 

superposables dans certains cas, ce n’est pas parce que la reaction de GoLGl 

est due a la presence de cblorures, c*est parce que la metbode de Leschke 

est, comme la metbode de Golgi, une metbode d’impregnation argen- 

tique. De meme, il est bien possible que le depot d’argent reduit obtenu 

par la metbode de Leschke au niveau des cellules « speciales » decouvertes 

par Okkels dans les segments intermediaires et les tubes de Bellini 

du rein cbez les Vertebres, ne soit pas du, comme le croit Feyel, a la 

presence de cblorure de sodium electivement resorbe par ces cellules, 

mais a une impregnation des granulations de ces cellules. Celles-ci possedent 

en effet une affinite specialement marquee pour les sels d’argent et s’im- 

pregnent par la metbode de Da Fano par exemple. Feyel en deduit que 

« ces cellules presentent une ricbesse particuliere en cblorures, ce qui 

est probablement la raison de leur forte argentopbilie ». Encore une fois, 

on peut renverser I’argument : au lieu de « prendre » le Da Fano, parce 

qu’elles seraient ricbes en cblorures, ne peut-on admettre qu’elles donnent 

des resultats positifs a la metbode de Leschke, comme a la metbode de 

Da Fano, parce que leurs granulations ont une affinite considerable pour 

les sels d’argent, affinite due a des potentialites adsorptives? Cette affinite 

ne pourrait-elle pas s’exercer aussi bien en milieu acide (metbode de 

Leschke) qu’en milieu neutre et apres fixation (metbode de Da Fano)? 

A ces objections, on pourrait encore en ajouter d’autres. Ainsi, les 

travaux recents de GiROUD et ses collaborateurs demontrent que la vita- 

mine C, presente dans a peu pres tous les tissus en quantite plus ou moins 

grande, reduit le nitrate d’argent, instantanement et a I’obscurite, meme 

en solution acide. Le precipite d’argent ainsi forme va interferer avec la 

reaction argentique des cblorures. La presence de substances argento- 

reductrices dans les tissus constitue done encore une nouvelle cause 

d’erreur. 

Les reactions jusqu’ici proposees pour la reeberebe de I’ion cblore ne 

sont done pas specifiques, et le moins que Ton puisse en dire est qu’il 

serait absolument necessaire de les controler par d’autres metbodes. 

Si nous resumons, nous devons avouer que les metbodes bistoebimiques 
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actuelles de detection des chlorures sont sans valeur. Elies ne sont pas 

specifiques, mais on pourrait faire des progres a ce point de vue en imaginant 

des methodes de controle. D’autre part, elles sont nettement insufHsantes 

au point de vue topographique, et, de ce cote, nous sommes pessimistes 

quant a Tavenir. 

B. Acide chlorhydrique, — La recherche histochimique de I’acide chlorhy- 

drique lors de la secretion gastrique a ete effectuee pour la premiere fois 

par Claude Bernard (1859). Un melange d’un sel ferrique et de ferro- 

cyanure de potassium reste parfaitement intact en solution neutre ou en 

presence d’acides organiques. II se produit instantanement un precipite 

de bleu de Prusse, en presence d’un acide mineral libre. Cl. Bernard 

avait injecte dans la veine jugulaire d’un chien une solution de lactate de 

fer, puis une solution de ferrocyanure de potassium. Dans I’animal, tue 

au bout de trois quarts d’heure, I’auteur ne trouva de bleu de Prusse 

nulle part dans I’organisme, sauf a la surface de la muqueuse gastrique. 

L’experience fondamentale de Cl. BERNARD a ete reprise par un certain 

nombre d’auteurs, avec des modalites quelque peu differentes, mais sans 

que le principe en fut change (L£piNE, Sehrwald, Fitz-Gerald, HAMMEt, 

Harvey et Bensley, Brenckmann et Deloyers). Pour pouvoir obtenir 

des preparations durables et des coupes histologiques, il suffit, I’experience 

faite, de fixer a I’alcool absolu ou tout autre fixateur neutre et de pratiquer 

une inclusion suivant les methodes habituelles. 

Comme Lepine I’avait deja montre en 1872, I’acide chlorhydrique ne se 

trouve a I’etat libre qu’a la surface de la muqueuse gastrique. Ni les cellules 

de I’epithelium, ni celles des glandes n’en contlennent. Cependant, a 

plusieurs reprises, des auteurs (Sehrwald, Fitz-Gerald, Hammett) ont 

decrit des localisations d’acide chlorhydrique dans les cellules bordantes, 

et meme dans d’autres elements cellulaires de la muqueuse gastrique. Ces 

observations, d’apres Harvey, Bensley, Plenk, doivent etre rapportees 

a des erreurs techniques. Les tissus morts ou mourants peuvent, en effet, 

se teindre secondairement par le bleu de Prusse forme a d’autres endroits; 

il faut done prendre garde a ces phenomines de diffusion et de coloration 

secondalre. 
♦ 

Brome. 

Jusqu’ici, a notre connaissance, le brome n’a pas ete recherche histo- 
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chimiquement dans les tissus animaux. Pour sa detection chez les vegetaux, 

consulter la revue generate de Mangenot. 

* 
* * 

loDE. 

L’iode peut exister dans les etres vivants sous plusieurs formes. II 

peut etre a I’etat d’lode lonique, c’est-a-dlre d’iodures; dans les organismes 

animaux, Tiode n’existe pas normalement sous cette forme, et Ton n’aura 

a le rechercher que si Ton a introduit des iodures dans Torganisme dans 

des buts therapeutiques ou en vue d’etudes histophysiologiques. L’iode 

peut egalement exister sous forme organique combinee; il est alors masque 

a ses reactifs. Dans les organismes animaux, la forme masquee la plus 

importante est celle qui existe dans la thyroide. 

A. lode ionique {iodures), — Pour la recherche des iodures introduits 

dans Torganisme, plusieurs methodes ont ete proposees. 

Stieglitz injecte dans les veines de I’anirnal a sacrifier de nitrate de plomb 

a 5 pour 100. Fixation des pieces au formol. Dans les coupes, on retrouve Tiode sous 

forme de cristaux d’iodure de plomb jaune. On est souvent gene par la formation de 

cristaux insolubles de chlorure et de carbonate de plomb (Hintzelmann). 
Hintzelmann fixe les pieces dans du formol a 10 pour 100 additionne de I pour 100 

d’acetate de thallium. On coupe par congelation. Examinees en lumiere incidente, les 

coupes montrent des cristaux jaunes d’iodure de thallium, se detachant sur le fond noir. 

La methode est specifique. Ne pas laisser les coupes trop longtemps dans I’eau, car I’iodure 

de thallium finit par s’y dissoudre. 

Leschke utilise la mcme methode argentique qu’il a proposee pour la detection des 

chlorures, en eliminant ceux-ci par une perfusion prolongee a I’eau, avant d’injecter I’iodure 

par voie intraveineuse. 

Dans une revue critique recemment parue, Gersh et Stieglitz ont 

repris Tetude des methodes de detection des iodures. Ils ont essaye trois 

groupes de methodes. Dans les premieres, ils se sont efforces de preci- 

piter les iodures en tant que tels dans les tissus; ou bien, ils congelent les 

tissus par le CO' solide ou par I’air liquide et coupent par congelation; 

ou bien ils pratiquent une inclusion par la methode de congelation-dessic- 

cation d’ALTMANN-GERSH; dans les deux cas, ils re^oivent les coupes dans 

du chlorure de palladium. Enfin, ils essaient de fixer par des liquides dans 

lesquels les iodures sont insolubles, comme par exemple Tacetate d’ethyle. 
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Les secondes methodes consistent a essayer de precipiter les iodures sous 

forme de precipitfe insolubles et color&, par perfusion des animaux avec 

des reactifs convenables (nitrate d’argent, chlorure de palladium, chlorure 

de thallium, acetate mercurique, nitrate mercureux, nitrate de plomb). 

Un troisieme groupe de methodes comprend celles ou I’iodure est precipite 

sous forme de precipite incolore, mais que Ton peut ulterieurement 

convertir en precipite colore (sulfate acide de diphenyliodonium, sels 

cuivreux). Toutes ces methodes ont donne des resultats non satisfaisants. 

Comme conclusion a leur etude, effectuee avec des moyens techniques 

remarquables et avec un excellent esprit de critique, les auteurs doivent 

avouer qu’aucune technique de detection histochimique des iodures n’a 

de valeur. Ils attribuent leur echec a la grande diffusibilite de I’ion iodure 

et a Timpuissance du reactif precipitant de penetrer assez rapidement dans 

les tissus. « Pour des buts histochimiques, la reaction doit non seulement 

conduire a un precipite extremement insoluble, mais Tintroduction du 

reactif precipitant doit etre tout a fait instantanee. Comme des metaux 

lourds sont requis pour la precipitation des ions iodures, leur tendance a 

precipiter les proteines et ainsi a bloquer leur penetration est une diffi- 

culte apparemment insurmontable. » 

Cette etude, effectuee par les auteurs americains, est riche en enseigne- 

ments generaux. Elle montre bien, en effet, toute I’importance des facteurs 

de diffusion dans la localisation histochimique des composes crlstalloides 

existant a I’etat dlssous dans les tissus. Leur critique a une portee qui 

depasse le domalne qu’ils ont approfondl. En effet, les memes constata- 

tlons valent pour un grand nombe de cas ou Ton a pretendu locallser histo- 

chimiquement des substances dlssoutes; c’est le cas, par example, pour les 

chlorures, les sulfates, les phosphates solubles, Puree, etc. C’est pourquoi, 

il nous a paru bon d’insister quelque peu. 

B, lode en combinaison organique. — Methode de Justus : dans les coupes, Tiode est 

libere par un traitement de \ k2 minutes par Teau de chlore, Ensuite, on precipite I’iode 

a I’etat d’iodure et le chlore k I’etat de chlorure d’argent par Taction d’une solution 

a 2 pour 100 de nitrate d’argent pendant 2 a 3 heures. Le chlorure d’argent forme est 

dissous par une solution concentr^e et chaude de chlorure de sodium. A ce moment, Tiodure 

d’argent est reconnaissable a sa teinte faiblement jaune. On traite alors, apr^s lavage 

soigne, par une solution saturee aqueuse de sublim^. II se forme de Tiodure mercurique, 

reconnaissable a sa couleur rouge. 

Cette methode a ete vivement critiqu^ par Herxheimer et Macallum, 
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qui lui ont denie toute valeur. En tout cas, il semble bien qu’elle ne puisse 

mettre en evidence que de Tiode tr^s lachement lie; ce n’est guere que 

dans les organismes vegetaux qu’on peut le trouver dans cet etat. Aussi, 

en Histochimie animale, cette methode parait d’utilite tres restreinle. 

Methode de TuRCHINI: Turchini a pu mettre Tiode en evidence dans les tissus d’Huitre 

par la methode suivante. Traiter par une solution fraichement pr^paree de nitrite de 

soude a 10 pour 100, acidulee par 1 pour 100 d’acide sulfurique. L’iode est libere a Tetat 

moleculaire et communique aux tissus une coloration jaune. Un traitemenl a I’empois 

d*amidon a 3 pour 100 filtre developpe une belle coloration bleiie. Les preparations ne 

sc conservent pas. 

Cette methode ne peut convenir que pour Tiode tres lachement combine 

et ne permet guere de localisation cytologique fine. 

C. lode ihyroidien, — La thyroxine renferme 4 atomes d iode, fixes 

sur des noyaux benzeniques. On sait que Tiode directement lie a des radi- 

caux aromatiques n’est pas mobilisable et ne peut etre guere libere que 

par destruction totale de la molecule. Aussi, on peut considerer comme 

fantaisiste la reaction de Falozzi, qualifiee d’histochimique par son auteur : 

on fixe 36 heures par le melange suivant: chlorure de palladium, 1 ^ i- H Cl, 

3 gouttes i formol, 30^“‘^+ H'O, 300^'”\ Inclusion a la paraffine; sur les 

coupes, on voit des granulations noires entourees d’une zone claire, que 

I’auteur pretend representer I’iode contenu dans la thyrokle (*). 

* 
* * 

Phosphore. 

Le phosphore compte parmi les elements constitutifs les plus impor- 

tants de la matiere vivante; nul organisme n’en est depourvu. L’etude de 

son metabolisme presente done un gros interet, et en Histochimie, des 

recherches assez nombreuses ont vu le jour dans le but de le mettre en 

evidence et de le localiser au sein des tissus et des cellules. 

Comme le fer, le phosphore peut exister dans les organismes, soit sous 

une forme immediatement decelable, a I’etat ionique, soit sous forme 

masquee, en combinaison organique. 

A I’etat ionique, on ne le trouve gu^re qu’a I’etat de phosphates. Genera- 

lement, dans les organismes animaux, il s’agit de phosphates de calcium. 

0) En ce qui concerne Tiode chez les vegetaux, voir la revue de Mangenot. 

l.lSO> 
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Nous avons deja expose, au chapitre traitant du calcium, des methodes 

proposees pour detecter histochimiquement le phosphate de calcium, 

et nous n’aurons plus a y revenir ici. Les formes solubles du phosphore sont 

assez rares, et, en Histochimie animale, on n’aura guere a effectuer leur 

recherche que si on les a introduites experimentalement dans I’organisme. 

Les formes masquees, organiques, du phosphore sont de beaucoup les 

plus nombreuses et les plus importantes. Parmi les groupes les plus repre- 

sentatifs de substances renfermant du phosphore masque, on doit citer les 

nucleoprotides, les phosphoproteides, les phospholipines. Le phosphore y est 

present, soit sous forme d’ether, soit sous forme d’ester. En Histochimie, 

les reactions ou Ton recherche le phosphore masque sont souvent designees 

sous le nom de reactions du phosphore '>. II nous parait opportun, en 

raison de Texistence des formes ioniques solubles et insolubles de phos¬ 

phore, de les designer sous une denomination ne pretant pas a equivoque, 

comme par exemple celle de « phosphore occulte ». 

A. Phosphates solubles en generaL — Leschke, dans ses etudes sur 

THistophysiologie renale, s’est efforce de rechercher les phosphates 

solubles par le procede suivant : 

II precipite les phosphates a I’etat de phosphate d’urane insoluble, par fixation des 

pieces dans une solution de nitrate d’urane a 0,1-0,5 pour 100. Apr^s lavage a I’eau 

distillee, plusieurs fois renouvelee, inclure a la paraffine. Les coupes, apres un lavage 

soigne a I’eau distillee, sont traitees par une solution fraichemcnt preparee de ferrocyanure 

de potassium a 1 pour 100 dans I’acide chlorhydrique a 1 pour 100. II y a formation d’urani- 

ferrocyanure de potassium brun rouge. Coloration de fond a Themalun et montage au 

baume. 

Cette methode merite tous les reproches que nous avons deja adresses 

a plusieurs reprises a toutes celles qui visent a precipiter in situ des subs¬ 

tances cristalloides dissoutes. Le fixateur, etant beaucoup moins diffusible 

que Telement a rechercher et bloquant sa propre penetration en coagulant 

energiquement les proteines, ne peut penetrer assez vite pour que toute 

diffusion ait pu etre evitee. De plus, comme on se trouve en milieu colloidal, 

la precipitation du compose insoluble se trouve fortement troublee et de 

nouveaux transports de substance peuvent se produire. Ajoutons enfin que 

la methode de Leschke est une methode indirecte et que cela rend passa- 

blement suspecte sa valeur specifique. On ne peut done la considerer 

que comme une mauvaise methode, qu’il vaudrait mieux rayer une fois 
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pour toute de la technique histochimique, comme d’ailleurs toutes les 

methodes proposees par Leschke pour la recherche des elements solubles 

dans les tissus renaux. 

WiNTHER et Smith ont essaye de localiser le phosphore Inorganique mis 

en liberte lors du fonctlonnemcnt du muscle, en precipitant le phosphore 

a Tetat de phosphomolybdate d’ammonium par Taction d’une solution 

nitrique de molybdate d’ammonium. Le phosphomolybdate forme est 

ensuite mis en evidence par Taction d’une solution a 3 pour 100 de ferro- 

cyanure de potassium; ce traitement developpe une coloration bleu fonce 

au niveau du phosphomolybdate, tandis que le molybdate d’ammonium qui 

pourrait rester en exces ne se colore pas si Ton est en solution neutre, ou 

bien se colore en rouge fonce si Ton est en solution acide. 

Cette methode, dans les conditions ou elle a ete appliquee, n’a pas plus 

de valeur que celle de Leschke. En effet, la localisation du precipite forme 

est encore beaucoup plus aleatoire que dans le cas de celle-ci. On sait, en 

effet, que la precipitation de l ion phosphorique par le molybdate d’ammo¬ 

nium n’est jamais instantanee. Pretendre localiser du phosphore dans des 

elements cytologiques aussi fins que des disques sombres de fibrilles 

musculaires est depasser de beaucoup les possibilites de Texperience. En 

revanche, la reaction est beaucoup plus specifique que celle de Leschke. 

En effet, si du molybdate se trouve adsorbe par des elements de la prepa¬ 

ration, il se colorera en rouge et non en bleu et n’interferera pas avec 

la reaction fournie par le phosphomolybdate. 

B. Phosphore occulte. — Les premiers, Lilienfeld et MoNTi, travaillant 

sous la direction de KossEL, s’efforc^rent de deceler histochimiquement 

le phosphore masque dans les nucleines. Le principe de leur methode est 

le suivant. Le phosphore est libere de ses combinaisons organiques et 

transforme en acide orthophosphorique par Taction prolongee d’un acide 

fort (acide nitrique). Au moment de sa liberation, Tacide phosphorique 

est precipite par Taction du molybdate d’ammonium, qui le transforme 

en phosphomolybdate d’ammonium insoluble. Liberation et precipitation 

s’effectuent done simultanement par Taction d’un reactlf nitromolybdique. 

Le phosphomolybdate d’ammonium est jaune, mals sa couleur est trop 

pale pour pouvoir etre distinguee sur des coupes microscopiques. Aussi 

le met-on en evidence en le redulsant en oxyde de molybdfene forte- 

ment colore en bleu, par Taction d’un reducteur, le pyrogallol. 
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Technique. — Les coupes sont plongees de I a 5 jours a 35^’ en flacon clos dans le reactif 

nitromolybdique [prepare comme suit: I partie d’acide molybdique (MoO'^H*) est dissoute 

dans 4 parties d ammoniaque (d = 0,88); puis on y ajoute lentement 15 parties d*acide 

nitrique (d - 1,2). Apres quelques jours de repos, filtrer]; 2^ apr^s Taction du reactif 

molybdique, laver longuement pour enlever l exers de molybdate ammonique; 3^ reduire 

pendant 15 minutes dans une solution fraiche de pyrogallol a 1 pour 100; 4® coloration 

de fond au carinin; 5*^ deshydrater; xylol-baume. Phosphore en noir verdatre. 

La methode de Lilienfeld-Monti a ete utilisee dans sa formule originale 

par Grandis et Mainini pour apprecier la repartition du phosphore dans 

la ligne d*ossification du cartilage, par Russo, par Comes pour deceler le 

phosphore dans la zone pellucide de Toeuf des Mammiferes, par Bertolo 

dans Tetude de Tceuf d’Oursin. Sa valeur a ete tres fortement critiquee 

et on lui a fait subir pas mal de modifications pour essayer de la rendre 

plus precise; nous parlerons plus loin de ces modifications et de leur 

valeur. 

Pour la clarte de I’expose, dedaignant Tordre chronologique, nous 

scinderons les objections faites a celte methode et a celles qui en derivent 

en deux groupes : la methode de Lilienfeld-Monti est-elle capable 

de demasquer reellement les formes occultes du phosphore et de les mettre 

en evidence? 2^ est-elle specifique? 

Le probleme du demasquage du phosphore combine a preoccupe Bensley, 

Scott et surtout Policard et Leulier. Est-il possible, par les methodes 

preconi sees de liberer le phosphore lie aux molecules organiques et de le 

liberer a Tetat d’ion phosphorique, seul capable de reagir avec le molybdate 

d’ammonium? A cette question, les auteurs precedents repondent negati- 

vement. ' Pour liberer meme une partie du phosphore nucleinique, affirment 

Policard et Leulier, il faut une attaque chimique incompatible avec le 

maintien de la structure histologique. 

Cette affirmation nous parait beaucoup trop absolue, a ne considerer 

que les documents experimentaux. Des essais ont ete effectues, dans les 

conditions memes ou s’effectue la reaction de Lilienfeld-Monti. 

Considerons d’abord les nucleines et les acides nucleiques. On savait, 

d’apres Osborne et Harris, Schmiedeberg, que des acides meme assez 

dilues mettent en liberte en quelques heures k rebullitlon une fraction 

importante du phosphore contenue dans la molecule de ces substances et 

Ton pouvait s’attendre qu’a froid Taction fut la meme, mais considerable- 

ment ralentle. Macallum demontra ainsi qu’a 35*^, Tacide nitrique 
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a 30 pour 100 peut deja liberer du phosphore de I’acide zymonucleinlque 

et du nucleoprotide pancreatique d’HAMMARSTEN. Nasmith et FiDLAR ont 

sulvi la reaction quantitativement sur une nucleoproteine extralte du testi- 

cule : en 10 minutes, Tacide nitrique a 30 pour 100 libere deja 36 pour 100 

du phosphore; en 72 heures, la liberation est totale. D’autres acides, comme 

Tacide chlorhydrique, ont d’ailleurs les memes proprietes (ScOTT; Bensley). 

Tout cela est en parfait accord avec les experiences de Levene 

et de Feulgen, montrant la facilite d’hydrolyse des acides nucleiques avec 

liberation des purines, du groupement hydrocarbone et de Tacide phospho- 

rique. On peut done conclure, contrairement aux affirmations de PoLlCARD 

et Leulier, qu’il est possible, par Taction du reactif nitromolybdique, de 

liberer le phosphore des nucleines. ScOTT a constate que la liberation du 

phosphore est aisee, mais elle s’effectuerait sous une forme soluble orga- 

nique, ne reagissant pas avec le molybdate; toutefois, Nasmith et Fidlar 

ont verifie que le phosphore est bien libere a Tetat d’ion phosphorique. 

Ce qui est vrai pour les nucleines et les acides nucleiques n’est pas 

applicable a toutes les formes masquees du phosphore. Ainsi le phosphore 

des phosphoproteides, tels que la caseine, n’est pas libere, meme a Tetat 

de traces, par un traitement de deux mois par Tacide nitrique a 30 pour 100 

(Macallum). De meme, Posternak a montre que le reactif nitromolyb¬ 

dique ne libere pas d’acide phosphorique d’un ether phosphorique de 

Tinosite apr^s un traitement de 24 heures a la temperature ordinaire. Nous 

manquons de renseignements sur la facilite de liberation du phosphore 

du phosphagfene ou des phospholipines, dans les conditions ou s’effectue 

la reaction de LilienfELD-Monti. 11 semble que la liberation du phosphore 

de ces substances soit cependant beaucoup moins aisee que celui des 

nucleines O. 

Nous ne pouvons done nous rallier aux conclusions pessirnistes de 

PoLICARD et Leulier ; tout au moins certaines formes de phosphore occulte 

sont demasquables par la methode de Lilienfeld-Monti. 

Signalons que, sur du materiel vegetal, Klein demasque le phosphore organique par 

Taction du perhydrol (solution concentree de a 30 pour 100), en presence d’un sel 

(^) Par Temploi d*acide nitrique fumant, chaulf^ k 40®-50^, PoLACCi et Orsenigo arrivent 

a demasquer le phosphore de composes tels que la phytine, la caseine, les nucleines, Talbu- 

mine, la fibrine, la l6cithine. Un tel traitement parait trop brutal pour pouvoir 6tre appliqu^ 

a des coupes de tissus animaux. 
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ferreux (nitrate ferreux a 3 pour 100). Ce traitement, qui n’est pas nocif pour les coupes, 

met en liberte quantitativement le phosphore a Tetat cl’ion phosphorique. Cette methode 

de dcmasquage, a notre connaissance, n’a pas cte appliquee en Histochimie animale et 

meriterait d’etre cssayee. 

C*est sur la question de la specificite de la reaction que la methode de 

Lilienfeld et Monti est passible des plus graves critiques. On a vu que, 

dans cette methode, le phosphomolybdate d’ammonium, insoluble et peu 

visible, est transforme en oxyde de molybdene bleu (apparaissant sur les 

coupes en vert, a cause de la reaction xanthoproteique surajoutee) par 

Taction du pyrogallol. Or, on n’a pas tarde a reconnaitre que le pyrogallol 

reagit egalement avec le molybdate d’ammonium seul, pour donner une 

coloration brune ou noiratre tres facile a confondre avec la couleur produlte 

par la reduction du phosphomolybdate (Raciborski, Heine, Macallum, 

Arcangeli). Or, le molybdate est fortement adsorbe par certains organltes 

cellulaires, et les lavages les plus soignes, des lavages qui durent des mois 

(Macallum), ne peuvent Ten enlever. La reaction brune ou noiratre 

observee par Lilienfeld et MoNTI au niveau des noyaux cellulaires est 

done due, non au phosphore, mais au molybdate d’ammonium pour 

lequel les noyaux cellulaires ont une tres forte affinite, comme GiLSON 

Tavait d’ailleurs demontre anterleurement. 

Passons maintenant aux modifications proposees a la methode de Lilien- 

FELD et Monti. 

Pour que la reaction prenne une signification precise, il faudrait trouver 

un corps capable de reduire le phosphomolybdate en compose colore, 

tout en lalssant le molybdate Incolore. 

PoLACCi, au lieu du pyrogallol, utilise comme reducteur le chlorure 

stanneux. Cette methode a paru satisfalsante a plusieurs auteurs, comme 

ZoiA, Comes, Checchi, Cesaris Demel. Mais le chlorure stanneux 

reduit en bleu les molybdates tout comme les phosphomolybdates, et 

Arcangeli, Heine, Macallum et d’autres ont pu lui opposer les memes 

objections qua Lilienfeld et MoNTI. PoLACCi, avec Orsenigo, a encore 

affirme recemment la valeur de sa methode, mais, d’apr^s nous, il n’a fait 

qu’effleurer Tobjection principale : les lavages aprfes Taction du reactif 

nitromolybdlcjue suffisent-ils a ellminer toute trace de molybdate adsorbe 

par les elements de la coupe? 

Macallum crut pouvoir tourner la difficulte en proposant le chlorhydrate 

de phenyl hydrazine qu’il affirmait n’avoir d’action reductrice que sur le 
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phosphomolybdate. Ce precede, d’abord considere comme un gros progr^s, 

fut ensuite reconnu defectueux (Bensley, Nasmith et Fidlar). Les 

reactions positives obtenues sent dues au molybdate adsorbe par la coupe 

et non au phospbore libere des tissus. Pas plus que le pyrogallol ou le 

chlorure stanneux, le chlorhydrate de phenylhydrazine n’est capable 

de « distinguer » le molybdate du phosphomolybdate. 

Ces critiques sont extremement graves et enlevent absolument toute 

valeur aux travaux qui ont ete efiectues par les met bodes precitees. Prati- 

quement, la metbode de Lilienfeld et MoNTl, ainsi que les metbodes qui 

en derivent, n’ont about! qu*a des ecbecs ou a des constatations fausses. 

La metbode de Lilienfeld-Monti ne doit au fond etre abandonn^e 

que pour une raison assez secondaire : les auteurs cites ne sont pas arrives 

a trouver un reactif mettant en evidence le pbospbomolybdate forme sans 

toucher au molybdate adsorbe par les coupes. Depuis quelques annees, 

en Histoebimie animale, on semble s’etre desinteresse de la question, qui 

avait fait I’objet de nombreuses tentatives il y a vingt-cinq ans. II nous 

semble cependant que tout espoir d’arriver a modifier la reaction de 

Lilienfeld et Monti de fa^on a la rendre specifique n’est pas enti^rement 

perdu. 

Le botaniste Angeli a cherche une modification permettant d’obtenir 

des resultats surs, meme si du molybdate se trouve adsorbe par les tissus. 

En reduisant les phosphomolybdates, on obtient du phosphomolybdate 

de molybdenyle, ou phosphoconjugue ceruleomolybdique de Deniges • 

[(4 MoO®) MoOn 2P0* HM 0. 

La reduction du molybdate seul, par le chlorure stanneux, donne le bleu 

de molybdene ordinaire : 4MoO^MoO\ Le phosphoconjugue est de 

nuance plus verdatre que le bleu de molybdfene. Ce contraste s’accentue 

si Ton traite par I’eau oxygenee : le phosphoconjugue devient vert-pre, 

le bleu de molybdfene bleu-ciel. De plus, I’ammoniaque reste absolument 

sans action sur le phosphoconjugue, tandis qu’il dissout le bleu de molyb¬ 

dene en le decolorant. 

Angeli precede comme suit (il s’agit de materiel vegetal) : trailer les coupes 20 minutes 

par le reactif chloromolybdique (molybdate d’ammonium 3®; + eau 20'"*’ + solution a 

30 pour 100 d’acide cblorhydrique 20'^"*"); rincer sommairement a Teau distillee; reduire 

par une solution N/50 de chlorure stanneux; rincer sommairement; laver longuement 

dans une solution d’ammoniaque a 2,5 pour 100; par ce traitement, le bleu de rnolybd^ne 



120 L. LTSON. 

forme par reduction du reactif adsorbe par la coupe se decolore et seul restc colore le 

phospboconj’ugue provcnant de la reduction du pbosphomolybdate. Resultat final: elements 

renferrnant du phospbore colorcs eleclivement en bleu vcrdatre. 

D’autre part, WiNTHER et Smith ont observe que le pbosphomolybdate 

d ammonium, traite par une solution de ferrocyanure de potassium, 

donne naissance a une coloration bleue, tandis que le molybdate, en solution 

neutre ne se colore pas, et en solution acide ne donne naissance qu*a 

une coloration brune. Comme nous Tavons dit plus haut, WiNTHER et 

Smith ont utilise leur reaction dans le but de rechercher le phospbore 

inorganique dans le muscle, mais il semble bien que leur methode d’identi- 

fication du pbosphomolybdate puisse etre tres avantageusement utilisee 

pour la recherche du phospbore occulte. Apres le demasquage par le reactif 

nitromolybdique de Lilienfeld et MoNTI, il suffirait de laver pour enlever 

tout exc^s d’acide et de traiter par le ferrocyanure de K a 3 pour 100. La 

methode de WiNTHER et Smith pour Tidentificatlon du pbosphomolybdate 

semble bien, d’apr^s les quelques verifications in vitro que nous en avons 

faites, ne pas preter le flanc aux critiques qui enlevent toute valour aux 

methodes dont on a parle plus haut. Il y aurait un grand interet a reprendre 

I’etude du phospbore masque en se basant sur cette methode, qui, nous 

ne savons pourquoi, semble avoir passe a peu pres inaper^ue. 

Si nous resumons tout ce que nous venons de dire sur la detection 

histochimique des formes occultes du phospbore, nous conclurons ainsi : 

aucune des methodes jusqu’ici utilisees en Histochimie animate pour la 

recherche du phospbore masque n’a de valeur et toutes les conclusions 

qui en ont ete tirees doivent etre considerees comme manquant totalement 

de base. Cependant, tout espoir n’est pas perdu; le demasquage du phos- 

phore organique, ou tout au moins de certaines formes de celui-ci, est 

possible, en employant des methodes convenables. D’autre part, la possi- 

bilite d’arriver a une technique de detection rigoureusement specifique 

de l ion phosphorique semble donnee par I’emploi de la methode de 

WiNTHER et Smith ou de celle d’ANGEU. 

SoUFRE. 

♦ 
* * 

A I’etat inorganique, le soufre se rencontre dans les etres vivants, soit 

comme element libre (soufre des Thiobacteries), soit comme sulfate, 

rarement comme sulfure. En Histochimie animale, de toutes ces formes 
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on n’a guere a considerer que les sulfates, soit qu’ils existent a Tetat normal 

dans Torganisme, soit qu’on les ait injectes dans des buts therapeutiques 

ou histophysiologiques. Les formes organiques du soufre sont nom- 

breuses : —SO^H; —OSO^H; —S—S—; —SH, etc. Les formes 

sulfhydriles seront etudiees au chapitre des aminoacides soufr^s (voir p. 132), 

les esters sulfuriques au chapitre des glucides (i^oir p. 236). 

A. Sulfates. — Pour rechercher les sulfates solubles, Macallum a 

propose la methode suivante. Son principe est de precipiter les sulfates 

sous forme de sulfate de plomb insoluble dans Tacide nitrique; secon- 

dairement, on met ce corps en evidence en le transformant en sulfure de 

plomb noir. 

Les coupes de tissu frais sont portees au moins 10 minutes dans une solution n/IO 

d’acetate de plomb; 2^ laver a H^O distillee; 3^^ 2 a 5 minutes dans NO*H n/10; 4^^ rlnccr 

soigneusement; 5^ examiner dans le melange glycerine-solution saturee de sulfure d’ammo- 

nium (ana). 

La methode de Macallum ne peut fournir que des localisations trhs 

approximatives, comme toutes les methodes ou Ton essaie de precipiter 

in situ un sel soluble et diffusible (voir Chap. II). De plus, sa specificite 

est passablement aleatoire, comme celle de toutes les methodes indirectes 

(voir Chap. III). 

B. Soufre organique, masque, — A part les derives a fonction SH, dont 

on parlera plus loin, la recherche des composes organiques soufres a fait 

Tobjet de peu d’etudes. Les premiers essais de Mann avaient ete infruc- 

tueux. 

pAURfi-pREMlET et Dragoiu ont decele un compose soufre dans la cellule 

granuleuse du poumon, en traitant pendant 30 jours par une solution de 

chlorure de cadmium a 3 pour 100 additionnee de 10 pour 100 de formol. 

Le compose soufre se revfele par la formation de sulfure de cadmium jaune. 

Par une fixation de 20 jours dans : formol 10 pour 100, 100^’^^ + acetate 

de plomb, 5^ + acide acetique, quantite suffisante pour atteindre un pH 

de 3,3 a 3,5, le compose soufre se r^vfele par un precipite noir de sulfure 

de plomb. 

La reaction du soufre labile, au plombite de soude, bien connue des 

biochimistes, a pu etre quelquefois appliquee en Histochimie (Giroud 
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et Bulliard, Broussy). C’est cependant une reaction assez brutale et le 

milieu alcalin qu elle exige est defavorable a la bonne conservation des 

tissus. Les applications des auteurs cites avaient trait d’ailleurs a la keratine 

qui est riche en soufre et resiste bien aux agents chimiques; nous pensons 

que, sur d’autre materiel, elle ne peut guere donner de resultats satis- 

faisants. 
* 

* * 

Arsenic. 

A cause de leurs proprietes chimiotherapiques importantes, les derives 

arsenicaux ont fait Tobjet d’assez nombreuses recherches histochimiques. 

On peut distinguer deux groupes de methodes de recherche histochimique 

des derives arsenicaux. Les premieres sont destinees a montrer Tarsenic 

en tant que tel et ont ete surtout appliquees a la recherche des sels inorga-* 

niques de I’arsenic, tels que Tanhydride arsenieux ou Tarsenite de sodium 

(liqueur de Fowler). Ce sont des methodes utilisant Thydrogene sulfure. 

Les autres, specialement destinees a la mise en evidence des arseno- 

benzols, sont des methodes argentiques. 

A. Methodes a I hydrogene sulfure. — Ces methodes, utilisees par JUSTUS, 

Brunauer, Osborne, Memmesheimer, sont a peu pres identiques. 

Fixer les tissus au formol 1 ou 2 jours, laver la piece jsoigneusement a Teau courante et 

trailer plusieurs jours par une solution saturee fraiche de a la temperature de 70”. 

Ensuite, rin^age el inclusion a la paraffine ou de preference a la celloidine. Dans les coupes 

apparaissent des granulations jaune brunatre, cristallines, qui, d apr^s les auteurs, repre- 

sentent du trisulfure d’arsenic. Pour se debarrasser des autres sulfures, et notamment du 

sulfure de fer, qui pourraient donner des reactions interferentes, on traite les coupes par 

de I’alcool a 70”, renfermant 10 pour 100 de H Cl, pendant 20 minutes. Tons les sulfures, 

sauf le trisulfure d’arsenic, sont solubles dans ce milieu. 

Tannenholz et Muir, tout recemment, ont vivement critique les 

methodes a I’hydrogene sulfure. Les tissus normaux, en Fabsence de tout 

compose arsenical, montrent toujours, apres traitement par H^S, les 

granulations jaune brunatre qui sont censees representer du trisulfure 

d’arsenic. Apres avoir envisage nombre d’hypothfeses sur leur nature, 

les auteurs concluent qu’il doit s’agir de combinaisons sulfurees de 

proteines; en tout cas, leurs caract^res sont loin d’etre ceux du trisulfure 

d’arsenic. Les reactions a I’hydrogene sulfure doivent done etre conside- 

r4es comme sans valeur pour la recherche histochimique de I’arsenic. 
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B. Methodes argentiques, — Ces methodes furent indiquees par Schuma¬ 

cher, puis par Jancso pour la recherche du salvarsan et des autres arseno- 

benzols. 

On fixe 10 jours les pieces dans le formol a 10 pour 100 et I on coupe par congelation. 

Les coupes sont traitees 30 minutes par une solution a 1,5 pour 100 de nitrate d’argent 

ammoniacal, addltlonnee de son volume de glycerine. Rin^age, fixation a rhyposulfile, 

coloration de fond a volonte et montage, Les arsenobenzols sont colores en hrun nolr 

fonce. Morelli trouvc avantageux de remplacer la glycerine dans la solution indiquee par 

une solution de sel de Selgnette (dont la concentration n’est pas donnee). 

Cette reaction, d’apres nous, rentre en realite dans un cadre plus general. 

A part de tres petites modifications de detail, elle est identique a la reaction 

argentaffine, dont on parlera plus en detail au chapitre dcs phenols. La 

reaction argentafP.ne est donnee par tous les diphenols ou amlnophenols 

ou diamines aromatiques en position ortho ou para. Le salvarsan est un 

derive arsenical d’un orthoaminophenol. C’est a ce radical orthoaminophenol 

Mi^_ _\n- 

lln =: n\\ 

que le salvarsan doit de reduire le nitrate d’argent ammoniacal. Les 

reactions argentiques destinees a la demonstration du salvarsan et des 

arsenobenzols analogues sont dues au radical aromatique de ces corps et 

non pas a leur teneur en arsenic. 
♦ 

♦ * 

SiLICIUM. 

En Histochimie animale, I’etude de quelques derives siliceux presente 

un interet assez grand, par leurs rapports avec une maladie profession- 

nelle, la silicose. Ce sont, d’une part, la silice SiO' et, d’autre part, des 

silicates hydrates, tels que la sericite, la sillimanite et la muscovite. 

Pour detruire les matieres organiques des coupes et rendre plus visibles les particules 

minerales incluses dans les tissus (specialement dans le poumon), PoLlCARD opere ainsi : 

les coupes h la paraffine sont deparaffinees au toluene puis sechees; 2^ sur la coupe, on 

depose une petite goutte d’aclde perchlorique concentre, a 50 ou 60 pour 100 (attention : 

explosif dangereux); 3® mettre une lamelle, chauffer avec precaution, sur une platine chauf- 

fante, vers 50 k fiO*’; 4^ examiner dans le liquide, si necessalre apr^s lutage de la preparation : 

les matieres organiques sont dissoutes et les particules minerales sont bien mises en evidence; 

ne pas les confondre avec des cristaux de perchlorate de K qui se produisent en m^me temps. 
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ni avec des gouttelettes graisseuses en liberte. Ce traitement parait cependant decomposer 

la plupart des silicates, y compris la serlcite (Me Crae, in JoNEs). 

Les composes siliceux presents dans les poumons silicotiques sont, pour 

la plupart, birefringents et peuvent done etre deceles par Texamen au 

microscope polarisant. 

Pour les distinguer des autres substances birefringentes qul peuvent se 

trouver dans les coupes, PoLlCARD propose la micro-incineration. Les formes 

birefringentes de la silice (quartz) sont seules a conserver leur birefrin¬ 

gence apres ce traitement, toutes les substances organiques etant detruites. 

Ce precede ne peut toutefois convenir pour la detection de la sericite, ou 

des autres silicates hydrates, car la micro-incineration detruit la morpho¬ 

logic de leurs particules (CoRDlER, communication personnelle). Ce point 

est important, car on sait que les recherches les plus recentes sur la silicose 

tendent a admettre Timportance primordiale, pour ne pas dire exclusive, 

de ces composes siliceux fibreux dans la pathogenie de cette maladie 

(Jones W. R.). 

Ajoutons que le silicium peut etre detecte par voie histospectrographique 

(Gerlach, Policard). 
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SECTION II. 

Protides et leurs derives. 

CHAPITRE IX. 

PROTIDES EN GENERAL. 

I. — Reactions colorees generales des protides. 

En Chlmie biologique, les protides peuvent etre caraclerises par un. 

certain nombre de methodes : precipitation, coagulation, reactions de 

coloration, 

Les methodes de precipitation (precipitation reversible par addition de 

sels divers) ou de coagulation (precipitation irreversible avec modification 

profonde, obtenue par la chaleur, les acides mineraux ou organiques, les 

alcools, les sels des metaux lourds, des reactifs divers, formol, acide 

picrique, phenols, iodures complexes, etc.) ne constituent pas, a proprement 

parler, des methodes histochimiques. Le fait qu’une substance histologi- 

quement decelable precipite ou coagule par un de ces reactifs est d*une 

portee generale tr^s reduite; il ne semble pas, dans Tetat actuel de nos 

connalssances, qu’il pulsse etre interprete comme demontrant ou meme 

faisant prevoir la nature protidique de cette substance. Les reactifs preci¬ 

pitant ou coagulant les protides sont, en effet, des fixateurs histologiques 

et le probleme de leur action n’est pas autre chose que le problfeme de la 

fixation histologique en general. On salt combien d’obscurit^s et d’incer- 

titudes Tentourent. La question est done encore loin d’etre elucidee et 

ces caractferes ne peuvent servir de base a des conclusions histochimiques, 

pas plus que les caracteres de colorabillte. 

Les seules reactions des protides applicables en Histochimie sont done 
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leurs reactions colorees; et encore, parmi toutes celles-ci, bien pen sont 

utilisables. La plupart exigent en effet des conditions de realisation incom¬ 

patibles avec la conservation des structures histologiques. Nous n’indi- 

querons que les moins mauvaises. 

Prises isolement, les reactions colorees des protides n’ont qu’une signi¬ 

fication assez ambigue. En eflfet, elles sont rarement specifiques et peuvent 

etre donnees par des substances qui ne sont pas des protides. D’autre 

part, elles sont generalement dues a la presence dans la molecule proti- 

dique de groupements particuliers, tels que celui de la tyrosine ou du 

tryptophane. Si ce groupement manque dans un protide donne, la reaction 

sera negative. Les reactions colorees des protides doivent done etre 

envisagees comme un ensemble. Ce n’est que par leur reunion que Ton 

peut se faire une idee de la nature protidique d’une substance. 

II est bien entendu que, sous le nom de reactions colorees des protides, 

nous n’avons en vue que les reactions dans lesquelles Tapparition de la 

coloration est due a un phenomene chimique se produisant entre le reactif 

et la molecule du protide. II ne s’agit pas des phenom^nes de coloration 

dus a I’adsorptioD d’une substance coloree par le substrat protidique. De 

telles reactions, comme par exemple la coloration jaune produite par 

Taction de Tiode, la colorabilite par Tacide picrique ou Teosine, qui ont 

ete considerees quelquefois comme reactions permettant d’affirmer la 

nature protidique d une structure, n’ont absolument aucune valeur histo- 

chimique et n’ont meme pas de signification approximative. 

A. Reaction xanthoproteique. — Cette reaction consiste en la nitration 

des radicaux aromatiques contenus dans les protides, et principalement 

des noyaux phenoliques. Elle n’est pas specifique des protides, car elle 

est donnee par un irhs grand nombre de substances renfermant des radi¬ 

caux aromatiques, par exemple les phenols, les derives indoliques, les 

alcaloides, etc. Quoique necessitant un reactif assez brutal, elle n’est pas 

trop nocive pour les coupes. La coloration jaune canari ou orangee caracte- 

ristique de la reaction est sou vent peu intense, mais assez nette. 

Traiter la coupe par de I’acide nltrique fumanl froid; laisser agir quelques minutes; 

les protides se colorent en jaune. Rincer et exposer aux vapeurs d’ammoniaque; la colo¬ 

ration passe a I’orang^. 

B. Reaction de MiLLON. — Cette reaction est relativement facile a 
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obtenir. Elle est due aux radicaux aromatiques des protides, et parti- 

culi^rement aux noyaux tyrosine. Elle est egalement donnee par un certain 

nombre de composes phenoliques non protidiques. 

11 existe un assez grand nombre de formules du reactif de MiLLON. 

La meilleure pour Tusage histochimique nous parait etre celle de Bensley, 

qui a Tavantage marque de pouvoir s’employer a froid, et qui donne une 

reaction coloree durable; par Temploi d’autres reactifs, il arrive assez 

souvent que la coloration se detruise. 

Preparation du reactif : diluer 400' '“' d’acide nitrique concentre (densite 1,42) a I litre 

au moyen d’eau distillee. I.aisser reposer 48 heures. Diluer alors de nouveau au dixieme. La 

solution d’acide nitrique a 4 pour 100 ainsi obtenue est alors additionnee de cristaux 

de nitrate mercurique en grand exces et abandonnee plusieurs jours jusqu’a complete 

saturation. Filtrer ensuitc. A 400 de la solution ainsi obtenue, ajouter 3 de la 

solution initiale a 40 pour 100 d’acide nitrique et 1^,4 de nitrite de sodium. Les coupes 

sont plongees dans la solution ainsi obtenue pendant plusieurs heures; generalement, 

au bout de 3 heures la reaction presente une inlensitc suffisante. Les protides sont 

colores en rouge ou en rose, 

C, Reaction a la ninhydrine, — RuHEMANN et Abderhalden ont montre 

que la ninhydrine (hydrate de tricetohydrindene) donne, avec les acldes 

amines, les polypeptides et les protides une coloration bleue ou violette 

intense. Cette reaction a ete utilisee en Histochimie par Berg, Romieu, 

Giroud, et parait assez avantageuse. Elle est en effet assez peu nocive 

pour les preparations lorsqu’elle est executee avec precautions et la colora¬ 

tion qu’elle communique aux substances protidiques est bien visible. 

C’est essentiellement une reaction des y. aminoacides et est commune a 

toutes les substances possedant un radical CO OH—CH—NH^. D’apr^s 

Berg, cette reaction ne seralt positive qu’au niveau des produits de desln- 

tegration des albumines et des protides « inferieurs (?). 

Technique de Berg. — Fixer au formol a 10 pour 100; laver; couper par congelation. 

Faire bouillir la coupe 1 minute dans d une solution de ninhydrine a 0,2 pour 100; 

laver, monter a la glycerine ou a la glycerine gelatinee. RoMlEU emploie une solution plus 

concentree et ne chauffe que leg^rement. 

D. Reaction a Valloxane, — Krasser a indlque que Talloxane, en solution 

alcoolique a 1 pour 100, colore les protides en rouge ou en rose. HuRTLEY 

et WOTTON ont elucide le mecanlsme de cette reaction. Elle est due a la 

presence d’:/ aminoacides. L’aminoacide est decompose en fournissant 
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de rammoniaque, pendant que Talloxane est partiellement reduite en acide 

dialurique. Une molecule d’acide dialurique se combine a une molecule 

d’alloxane non modlfiee pour donner de Talloxanthine; et celle-cl reagit 

avec Tammoniaque formee pour donner du purpurate d’ammonium ou 

murexide. RoMlEU loue beaucoup cette reaction et la considere comme une 

des meilleures reactions des protides; elle s’effectue en solution neutre et 

a froid; bien entendu, comme elle n’est pas rigoureusement specifique, 

elle demande a etre verifiee par les autres reactions des protides. GlROUD 

Teffectue a chaud et observe qu’elle doit etre interpretee avec prudence 

car la coloration montre une certaine tendance a la diffusion. 

E. Reaction a la quinone. — Les protides chauffes avec de la quinone 

donnent naissance a une coloration rouge brunatre (WuRSTER et Raci- 

BORSKy). D’apres Romieu, la reaction ne se produit qu'a chaud et au contact 

de la poudre de quinone. Cette reaction n’est done pas beaucoup a conseiller 

en Histochimie, mais peut cependant donner d’utiles indications. 

F. Reaction d’AxENFELD. — Cette reaction s’obtient en deposant sur 

la preparation quelques gouttes d’acide formique, puis 3 ou 4 gouttes de 

chlorure d’or a 0,1 pour 100 et en chauffant lentement (Giroud). II se 

developpe une reaction rose, puis violette. Cette reaction est tres peu 

caracteristique des protides, car bien d’autres substances, creatine, uree, 

acide urique, guanine, glycogene par exemple, donnent des reactions tres 

analogues. Son emploi peut done mener a des erreurs d’interpretation. 

G. Reaction de RoMlEU. — Romieu a observe que I’acide orthophos- 

phorique concentre developpe par un leger chauffage une coloration rouge 

ou violette au niveau des protides. D’apres les recherches de Blanche- 

TIERE et Romieu, cette reaction serait due au groupement tryptophane des 

protides. Sous Taction de Tacide phosphorique, il y aurait deshydratation 

de radicaux hydrocarbones et formation d’une aldehyde; celle-ci reagirait 

avec le tryptophane et de fa^on plus generale avec les groupements indo- 

liques des protides pour donner naissance a la reaction caracteristique. 

Somme toute, cette reaction serait assez analogue comme principe aux 

reactions a Tacide glyoxylique (Adamkiewicz) ou au formol (Lewin) ou 

a la benzaldehyde (Reichl), toutes trop brutales pour pouvoir constituer 

des reactions histochimiques. 

LI SON 
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Technique. — Fixer au formol, a Falcool ou au Bouin. Faire des coupes un peu epaisses» 

soil k la paraffine, soit, de preference, a la celloidine. Recouvrir la coupe d’une goutte 

d’acide phosphorique sirupeux et d’une lamelle; passer quelques minutes a I’etuve a 56^ 

et examiner immediatement apres dans le reactif lui-meme. 

Les autres reactions colorees des protides, telles qu’on les decrit en 

Biochimie, peuvent occasionnellement etre appliquees a rHistochimie, 

mais de fa<^on generale, elles sont beaucoup trop brutales et detruisent 

toute structure histologique. 

II. “ Reactions par MORDAwgACE. 

Comme les reactions colorees des protides sont assez peu caractenstiques, on a essaye 

de tourner la difficulte en utilisant I’affinite des protides pour certaines substances pouvant 

elles-mcmes fournir des reactions colorees. Par exernple, les metfiodes de ZaciiariAS 

(ferrocyanurc, puis perchlorure de fer), de PoULSEN (tanin, puls sulfate ferreux), de 

Derrien et Turchini (tanin acetique, puis chlorure ferrique). Ces metfiodes sont basees 

sur des affinltes encore mal definics; aussi n’en parlcrons-nous que pour les signaler. II y 

aurait interet a cn enlreprendre une etude systematlque et approfondie. 

III. — Methodes de digestion artificielle. 

On peut essayer de distinguer entre elles les differentes classes de protides 

d’apres leur plus ou moms grande resistance vis-a-vis des agents de diges¬ 

tion artificielle (pepsine, trypsine). 

Ainsi, la digestion pepsique dissout les fibrilles collagenes, la reticuline, 

les substances cornees de I’ongle et des plumes; tres peu les fibres elas- 

tiques; pas du tout la nucleine, la substance cornee des poils, la chitine. 

La digestion trypsique dissout les fibrilles elastiques, et la plupart des 

protides habituels, Elle respecte le collagene, la reticuline, les substances 

cornees et la chitine. 

Les methodes de digestion, utilisees de tres bonne heure (ScHWANN, 1839), 

ont ete surtout en faveur au commencement de ce siecle; a Theure actuelle, 

elles ne constituent plus une methode de recherche couramment employee, 

si ce n’est peut-etre pour I’etude des substances squelettiques et des 

processus* de keratinisation. 
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On trouvera tons les renseignements techniques necessaires sur ces 

methodes dans la revue generale de SPALTEHOLTZ. 

Nous avons deja effectue la critique des methodes de digestion artificielle 

dans la partie generale de cet ouvrage, en parlant des reactions de solubllitc 

en Histochimie. Nous avons montre que leur valeur histochimique est 

tres mince, Tetat physique des structures etudiees jouant un role au moins 

aussi grand que leur constitution chimique. Nous prions le lecteur de se 

reporter a ce chapitre et nous n’ajouterons qu’un mot a ce sujet : les 

methodes de digestion artificielle dans I’etude des protides ont d’autant 

moins de valeur qu’il est extremement rare de pouvoir disposer de ferments 

rigoureusement purs. Les ferments que Ton a a sa disposition sont presque 

toujours des melanges plus ou moins complexes de ferments, dont Taction 

est tres difficile a debrouiller. Tirer des conclusions du fait qu’une structure 

est ou n'est pas dissoute par un ferment donne, c’est done s’aventurer sur 

un terrain singulierement mouvant. 

Du peu de valeur des reactions de digestion arlilicielle, les histochi- 

mistes semblent bien s’etre rendu compte, car leur emploi devient de plus 

en plus restreint; e’est la une evolution qu’on ne peut qu’approuver. 
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CHAPITRE X. 

PRODUITS D’ANABOLISME ET DE CATABOLISME DES PROTIDES. 

Sous ce titre, nous etudierons : A. Les acides amines et leurs derives 

actuellement decelables par des methodes histochimiques, a savoir : 

I® les aminoacides soufres et leurs derives; 2^^ les composes phenoliques, 

consideres comme derivanl des aminoacides aromatiques (tyrosine, 

phenylalanine); IP les composes indoliques, consideres comme derivant 

du tryptophane; B. L’uree. 

1, — Aminoacides sulfures et leurs derives. 

Les substances a function sulfhydrile jouent un role vraisemblablement 

important dans les phenomenes physiologiques. C*est ce qui resulte des 

travaux bien connus de Rey-Pailhade sur le philothion, de HoPKINS, 

Quastel, Stewart, Tunicliffe, Meyerhof et de nombreux autres auteurs 

sur le glutathion. Nous n’insisterons pas ici sur le detail de ces etudes que 

Ton trouvera expose dans les manuels de Chimie physiologique. 

Les premieres recherches montrant la presence dans les tissus de 

substances a function SH remontent a GoLA (tissus vegetaux) et a Buffa 

(tissus animaux). Buffa observa qu’une solution alcaline de nitroprussiate 

de soude developpe une coloration rouge au niveau de nombreux tissus. 

D’apres Tauteur, la reaction ne pouvait etre due ni a I’acetone ni a la 

creatine (qui donnent aussi, comme on le sait, des reactions colorees avec 

le nitroprussiate), mais a la cysteine. L’accumulatlon de cette cysteine 

correspondralt aux regions a metabolisme particuliferement intense. 

Heffter etudia de meme le pouvoir reducteur de certains tissus envers 

differents reactifs et attribua ce pouvoir reducteur a la presence de cysteine. 

Lorsque HoPKlNS eut demontre que la substance a function sulfhydrique 

llbre que Ton peut extralre des tissus n’est pas la cysteine, mais le gluta- 
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thion, tripeptide de Tacide glutamique, du glycocolle et de la cysteine 0), 

plusieurs biochimistes eurent Toccasion de le rechercher au sein meme 

des tissus par la reaction au nitroprussiate; par exemple, HoPKlNS lui-merne, 

Fink, Camp, Kaye, Walker, etc. Mais ces recherches n’etaient pas envisa- 

gees specialement du point de vue hlstologique et leurs tres interessantes 

etudes ne peuvent guere compter comme histochimiques. C’est a JoYET- 

Lavergne, Mattei et Dulzetto, Giroud et Bulliaro que Ton doit les 

premieres etudes histochimiques systematiques sur ce sujel et la mise 

au point des methodes utilisables dans ce but. 

1. Methodes de recherche, — La meilleure methode de recherche des 

substances a function sulfhydrile dans les protoplasmes, et d’ailleurs la 

plus employee, consiste en la reduction du nitroprussiate de soude en 

milieu alcalin. Comme BuFFA Ta montre, Tacetone et la creatinine ne 

peuvent guere entrer en ligne de compte dans I’etude des tissus animaux 

et la reaction est en fait a peu pres specifique pour les substances a function 

sulfhydrile; signalons cependant, d’apres SuLLlVAN, que des aldehydes 

pourraient reagir de meme. 

La reaction au nitroprussiate est donnee par toutes les substances posse- 

dant un groupement SH — libre, par exemple par la cysteine et le glutathion 

reduit. Comme on le sait, ces substances sont capables de s’oxyder en 

donnant des substances a function disulfure —S —S —, cystine et glutation 

oxyde. Ces dernieres ne donnent pas la reaction; mais on peut les ramener 

a I’etat reduit en faisant agir un reducteur convenable, par exemple le 

cyanure de potassium ou le sulfite de sodium. En mettant a profit cette 

propriete, on peut done mettre en evidence egalement les formes oxydees, 

qui d’ailleurs existent dans les tissus en bien moins grande quantite que 

les formes reduites. Les formules schematiques suivantes expriment la 

relation entre les formes sulfhydrile et les formes disulfure : 

\\ sii H s 
-h o . - -f- II'O 

\\ SII u —s 

Les techniques preconisees par les differents auteurs, dans le but de 

0 Dans ses premieres recherches Hopkins avait considere le glutathion comme un 

dipeptide de Tacide glutamique et de la cysteine; ce n’est que plus tard qu’il y reconnut la 

presence de glycocolle. 
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rechercher, soit le glutathion en particuHer, soit les substances a fonction SH 

en general, sont toutes des modalites de la reaction au nitroprussiate. 

En voici quelques-unes, a titre documentalre. 

Mattei et Dulze'ITO, pour rechercher le glutathion, fixent des fragments de tissu pendant 

une demi-heure dans I’acide trichloracetique a 20 pour 100. Les coupes par congelation 

sont traitees 3 a4 minutes par une solution fraiche de nitroprussiate de sodium; apres 

essorage rapidc, on expose la coupe aux vapeurs de NH'^ refroidit energiquement par la 

glace ou le CO“ solidc ct examine immedialemcnt au microscope dont la platine a ete 

refroidic a La coloration rouge violette communiquee aux corps a fonction sulfhydrile 

est fugace. 

Joyet-Lavergne, egalernent pour rechercher le glutathion, utilise trois modes operatolres. 

Pour les tissus frals, il indlque une rnethode directe ct une methode indirecte. La premiere 

consiste simplement a trailer le tissu par une goutte d’une solution fraiche de nitro¬ 

prussiate de soude a 5 pour 100, puis a I’additlonner d’unc goutte d’ammonlaque et a 

examiner immedlatement. La deuxieme consiste a faire preceder ce traitement par Taction 

d un « stimulanton pent utlliser quatre stimulants; les deux premiers sont des rtfducteurs 

destines a faire passer les formes oxydees a Tetat de forme redulte : soit le cyanure de 

potassium a 10 pour 100 pendant 5 minutes, soit le sulfite de sodium a 2 pour 100 pendant 

10 minutes; les deux autres sont des traitements, soit par une solution saturee de sulfate 

d’ammonlum pendant 15 minutes, soit par de Tacide trichloracetique pendant 2 a 5 minutes. 

La dernicrc rnethode est destince a Tetude des tissus fixes. On fixe de quclques heures a 

un jour dans Talcool absolu, ou blen dans le formol sale (formol, 15; cau physiologlque, 

75), ou bien dans Tacide trichloracetique a 2 pour 100. Dllacerer ou couper par congelation. 

Pratiquer ensuite la methode indirecte en appliquant les stimulants 1 ou 3. 

ClROUD ET Bulliard, dans bcaucoup de recherches, ont utilise Tetude directe des tissus 

frais, dilacercs ou coupes par congelation, en traitant les tissus par une solution de nitro¬ 

prussiate de sodium a 10 pour 100 alcallnisee par environ 2 pour 100 d’anirnonlaque. 

lls ont egalernent utilise cettc reaction apres fixation par Talcool. 

Toutes ces reactions presentent Tinconvenient de ne fournir que des colorations fugaces. 

Giroud et Bulliard ont trouve un moyen de les stabiliser, par un traitement prealable 

de quelques secondes au moyen d une solution a 5 pour 100 d’acetate de zinc. La colora¬ 

tion obtenue par ce procede est rouge groseille au lieu d’etre violette comme la reaction 

normale au nitroprussiate. Apres Taction des reactlfs, on monte au baume d’apres les 

techniques hlstologiques habituelles. Les preparations rcstent colorees longtemps, mals 

il est preferable de les conserver a la glaci^rc. 

Toutes les reactions indiquees jusqu’ici presentent Tinconvenient de 

ne pas empecher la diffusion possible du glutathion. Ce tripeptide est 

en effet soluble dans Teau et un entrainement est possible. Cette objection 

a moins de valeur qu’elle rie parait au premier abord, car la plupart des 

substances a fonction sulfhydrile du protoplasme sont, comme GiROUD 

Ta montre, des substances fixes. 
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On doit bien le dire, il reste quelque equivoque dans ces techniques, 

et les auteurs ne se sont pas toujours rendu compte exactement de la signi¬ 

fication exacte de la reaction qu’ils ont employee. Le nitroprussiate de 

sodium indique bien la presence d’une substance a function sulfhydrile, 

mais suivant les traitements prealables que Ton a fait subir a la preparation, 

on ne met pas en evidence la meme substance. 

Avec Hopkins, on peut classer les substances a function sulfhydrile des 

cellules en deux groupes. Dans le premier, nous rangerons les substances 

solubles, Les seules qui aient quelque importance dans ce groupe sont le 

glutathion reduit et le gliitathion oxyde. Le premier est decelable immedia- 

tement par le nitroprussiate; le second ne Test qu’apres avoir ete ramene 

a I’etat reduit par Taction d un reducteur convenable, par exemple le 

cyanure de potassium. Dans le second groupe, se classent les substances a 

function sulfhydriles fixes, Celles-ci, qui sont liees aux protides proto- 

plasmiques, ne sont en general pas decelables immediatement par le nitro¬ 

prussiate; il est necessaire de les « demasquer » par Taction de reactifs 

convenables. Ceux-ci sont des coagulants ou des denaturants des protides. 

Une experience de Shearer illustre ces faits. La reaction au nitroprussiate 

donne des resultats positifs sur Tceuf d’Oursin frais. Shearer extrait de 

Toeuf toutes les substances SH solubles par Taction d une solution tr^s 

diluee d’acide acetique; la reaction au nitroprussiate devient alors tres 

faible. Or, si Ton fait agir des fixateurs histologiques sur du materiel ainsi 

traite, on peut constater que la reaction redevient tres forte, par liberation 

des SH fixes des tissus. 

L’acide trichloracetique, qui, comme on Ta vu, a ete souvent utilise 

par les morphologistes, a une double action. C’est un extracteur des formes 

solubles et un demasquant des formes fixes. Les substances reagissant 

au nitroprussiate apres « fixation » a Tacide trichloracetique ne sont done 

pas seulement le glutathion, SH soluble, comme certains auteurs Tont cru 

(Mattei et Dulzetto, Paruta, Joyet-Lavergne), mais bien, outre le 

glutathion restant apres traitement a Tacide trichloracetique, des substances 

a function sulfhydrique fixes. GiROUD et BuLLlARD les considerent comme 

de la cysteine faisant corps avec les protides protoplasmiques. 

Langeron, dans la derniere edition de son Precis de Microscopies a 

fort bien resume, dans un article documente par Rapkine, les don- 

nees fournies par les modalites de la reaction au nitroprussiate. Les 

voici : 
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1^^ Tissusfrais (fragments, coupes par congelation, frottis) : 

a. GlutatKion reduit: traiter sur lame par une goutte de solution (a 5 pour 100 pour les 

tissus v^getaux, a 2 pour 100 pour les tissus animaux) de nitroprussiate de sodium. Ajouter 

un renfor^ateur, tel que le sulfate d’ammonium en solution aqueuse saturee ou en cristaux, 

puis une goutte d’ammoniaque. Le glutathion reduit prend une coloration rouge ou 

violac^e. 

b. Glutathion total: traiter le tissu par une solution de cyanure de potassium a 10 pour 100 

pendant 5 a 10 minutes. Effectuer ensuite la reaction ci-dessus. 

c. Radicaux SH fixes aux protides : les fragments de tissu sont traites a plusieurs reprises, 

chaque fols pendant 15 minutes, par une solution d’acide trichloracctique a 10 pour 100. 

Laver a grande eau apres chaque traitement. Employer ensuite la meme reaction que pour 

le glutathion reduit. 

2^' Tissus fixes. — Eviter les fixateurs comme I’alcool absolu ou Tacide trichloracctique 

qui peuvent demasquer les groupes sulfhydriles. Fixer de preference par le formol sale. 

Operer ensuite comme pour les tissus frais. 

Tonies ces reactions sont fugaces. On peut les stabiliser en ernployant le precede de 

Giroud et Bulliard deja cite plus haul. 

2. Resultats de la recherche histochimique des substances a fonciion SH. 

A. Morphologie des substances a fonction sulfhydrile, — Nous parlerons 

tout d’abord de la repartition cytologique des substances a fonction sulfhy- 

drile dans la cellule. 

Les recherches de Joyet-Lavergne onl amene cet auteur a considerer 

le chondriome comme le support de glutathion. En verite, les examens 

des reactions au nitroprussiate sont assez malaises quand il s’agit de details 

cytologiques fins, qui ne peuvent etre examines qu’aux plus forts grossisse- 

ments. Parat s’est declare incapable de localiser la reaction a un element 

cellulaire deflni. GiROUD, cependant, sur un materiel favorable, la cellule 

intestinale de YAscaris canis et la cellule ovarienne du meme animal, a pu 

constater de la fa^on la plus nette que le chondriome renferme bien une 

substance a fonction sulfhydrile. Pour Joyet-Lavergne, nous Tavons vu, la 

substance ainsi liee au chondriome serait le glutathion. GiROUD admet, au 

contraire, qu’il s’agirait des formes fixes des substances a fonction sulfhydrile. 

D’autre part, d’apres GiROUD, ces relations entre le chondriome et les 

substances a fonction sulfhydrile ne sont pas necessaires, comme le pense 

Joyet-Lavergne. 

II y a des organes riches en ces substances et pourtant pauvres en chon¬ 

driome, par example le cristallin ou les globules rouges. Et reciproquement: 

les elements des glandes salivaires, riches en chondriome, ne presentent 
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pas de reaction bien nette, pas plus que les tubes a batonnets du rein. 

Dans le muscle, les myofibrilles donnent des reactions bien plus marquees 

que la partie sarcoplasmique. 

Continuant ses investigations sur la repartition cellulaire des substances 

a fonction sulfhydrile, GiROUD montre que la forme soluble, c*est-a-dire 

le glutathion, existe tout particulierement dans le protoplasma non figure 

ou hyaloplasma, tandis que la forme fixe est surtout localisee au niveau 

du protoplasma figure (chondriome, myofibrilles, etc.). C’est surtout 

cette derniere forme qui est mise en evidence par les reactions histo- 

chimiques. Dans les deux cas, c’est presque en totalite a Tetat reduit que 

ces substances preexistent. Rares sont les formes oxydees. 

B. Role des substances a fonction SH. — Nous ne parlerons pas ici du 

role general des substances a fonction SH dans le metabolisme cellulaire 

general. On salt que de nombreuses recherches d’ordre biochimique ont 

montre que le glutathion, par sa fonction SH, est capable de fonctionner 

comme un transporteur d’hydrogene suivant la conception de WlELAND, 

et peut done jouer un role important dans les phenomenes d’oxydo- 

reduction du protoplasme. Partant de ces idees, certains morphologistes, 

parnii lesquels on doit signaler tout specialement Joyet-Lavergne, se 

sont efforces de preciser le role des substances a fonction SH dans la 

physiologic cellulaire, en mettant par exemple en rapport teneur en 

glutathion et rH intracellulaire — ou bien richesse du chondriome en 

glutathion et pouvoir oxydant de celui-ci. Mais, outre que ces conclusions 

ont ete vivement attaquees (Rey, Wurmser), on doit bien dire que la 

solution de tels problemes generaux de physiologic cellulaire n’apparait 

pas pouvoir etre apportee par le secours de la Morphologic. Ces questions 

ne relevent pas a proprement parler de rHIstochimIe, mais ressortissent^ 

a la Physicochimle et a la Chimie biologique. 

Nous limiterons done notre expose aux domaines ou Tetude morpholo- 

gique a permis d’accomplir d’importants progres. Dans cet ordre d’idees, 

une mention toute speciale doit etre accordee aux belles etudes de GiROUD 

et Bulliard sur le role des substances a fonction sulfhydrile dans les 

processus de keratinisation. Ces recherches traitent dans Tordre morpho- 

logique de donnees qui, a un point de vue plus specialement chimique, 

avaient ete Tobjet d’investigations de BuFFA, Kaye, Walker. 

Dans Tepiderme et les phaneres, existent au niveau du corps muqueux, 
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des corps reducteurs a fonction sulfhydrile, se presentant sous deux formes : 

une forme soluble qui peut etre consideree comme etant du glutathion 

et une forme fixe qu’on peut regarder comme un groupement cysteinique 

appartenant aux substances albuminoides du protoplasma. Dans les 

processus de keratinisation, c’est surtout cette derniere substance qui 

presente I’interet majeur. On voit, en effet, qu’elle precede toujours imme- 

diatement, dans le temps comme dans Tespace, Tapparition de la keratine; 

elle existe toujours la ou il y a activlte keratogene. 

Au niveau des keratinisations du type epidermique {type mou, keratlnisa- 

tion imparfaite), on observe une reaction au nitroprussiate d’intensite 

moyenne repartie de fa^on homogene dans tout le corps muqueux. Elle 

ne se produit plus dans la keratine definitivement formee. Au contraire, 

au niveau des phaneres (type dur, keratinisation parfaite), se voit une 

reaction intense, ne s’etendant pas a toute Tetendue du corps muqueux, 

mais slrictement localisee a une zone situee au voisinage immediat de la 

couche cornee; la come neoformee se colore encore legerement; la come 

definitive ne presente jamais la reaction. 

L’usage du nitroprussiate permet done ainsi de faire tres aisement la 

distinction entre les deux types de keratinisation et permet en outre 

d’aborder aisement la question de la croissance des phaneres; la reaction 

des substances a fonction sulfhydrile met en effet en evidence de fagon 

saisissante les points ou se forment les phaneres. Ce fait a permis aux auteurs 

de preciser de nombreux problemes morphologiques de la croissance des 

phaneres et, notamment, de reveler Tactlvite de certaines zones dont la 

participation a la formation des phaneres a pu etre mlse en doute. C’est 

le cas, par exemple, pour le lit de Tongle ou la reaction au nitroprussiate 

demontre Texistence d une legere activite keratogene. 

Au point de vue chimique, les substances a fonction sulfhydrile fixes 

que Ton voit apparaitre lors de la keratinisation representent les materiaux 

a partir desquels s’edifient les corps soufres de la keratine, qui est, comme 

on le salt, une des substances organiques les plus riches en soufre de Torga- 

nisme. GlROUD et BuLLlARD ont de bonnes raisons de penser que ces grou- 

pements SH fixes du corps muqueux sont la forme redulte des corps 

dlsulfures ou oxydes presents dans la keratine. On peut, par suite, consl- 

derer les premiers, dont Tetat reduit est peut-etre sous la dependance des 

proprletes du protoplasme vivant, comme la forme primitive des seconds. 

En etudiant un processus de keratinisation extremement curleux qui a 
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lieu dans le gesier des oiseaux, se deroulant avec des phenomenes morpho- 

logiques tres differents de ceux de la keratinisation habituelle, Broussy 

a retrouve des corps a fonction sulfhydrile precedant Tapparition de la 

keratlne. Alors qu’en general la keratinisation resulte de la transformation 

chimique de produits a Tinterieur de la cellule et affecte le corps cellulaire 

lui-meme, au niveau du gesier des oiseaux, le processus keratogene s’elfectue 

dans des produits de secretion formes dans des glandes et excretes. Or, 

dans le materiel etudie par Broussy, la reaction au nitroprussiate est posi¬ 

tive dans les elements secretants et dans le contenu glandulaire; cette 

meme reaction devient negative, des que le produit de secretion se conglo- 

m^re en filaments solides presentant tous les caracteres de scleroprotides 

sulfures. Cette ties interessante observation confirme et complete les 

etudes de GiROUD et Bulliard. 

II. — Composes a fonction phenolique. 

Les composes a fonction phenolique se rencontrent frequemment chez 

les etres vivants. Chez les vegetaux, on en a decrit un grand nombre; 

chez les animaux, on les rencontre moins frequemment, mais leur metabo- 

lisme, d’aspect tres varie, n’en est pas moins interessant. On peut les 

rencontrer, soit comme terme du metabolisme constructif des protides, 

soit comme elements cataboliques. Dans la premiere categorie, on doit 

surtout envisager la tyrosine, aminoacide phenolique. Dans la seconde, 

on rencontre des produits assez divers : produits de dechets (phenols 

urinaires); produits d’elimination adaptes a une fin physiologique et repre- 

sentant la partie active de certains venins (tyramine de la glande salivaire 

posterieure des Cephalopodes, composes phenoliques de la glande a venin 

de Bufo, quinone chez lulus terrestris); produits intermediaires dans la 

genese des pigments (premelanines); substances hormonales (adrenaline). 

L’etude histochimique systematique des composes a fonction pheno¬ 

lique est recente, mais elle a donne deja des resultats tres interessants 

dans des domaines divers. Les premieres recherches effectuees dans cet 

ordre d’idees sont dues a CoRDlER et Lison et portent sur la nature de la 

substance chromoargentaffine de la cellule de Kultschitzky. Les methodes 

utilisees dans cette etude furent ensuite developpees par LiSON et appliquees 

a d’autres materiels. Depuis cette epoque, plusieurs travaux ont paru. 
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confirmant les donnees de ces auteurs et exposant de nouveaux resultats 

obtenus par Tetude d’animaux et d’organes varies. Nous dirons un mot 

de ces recherches plus loin. 

1. Meihodes d elude des composes phenoliques. 

Les reactions utilisables en Histochimie pour la recherche des composes 

phenoliques sont au nombre de quatre. Les deux premieres sont des 

reactions generales a tous les composes phenoliques; on les nomme 

Vazoreaction et Vindoreaction; les deux autres sont speciales et caracte- 

ristiques des diphenols ou polyphenols en position ortho ou para; ce sont 

la reaction chromaffine et la reaction argentaffine. 

A. L’a^^oreac/ion consiste essentiellement en la formation d’une matiere 

colorante azoique par reaction du phenol tissulaire en milieu alcalin avec 

un sel de diazonium. 

Par exemple, en supposant que le phenol tissulaire soit le benzophenol 
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Les deux substances reagissantes, prises isolement, a savoir le phenol 

du tissu et le sel de diazonium du reactif sont incolores; leur produit de 

reaction est vivement colore, 

Cette reaction est done une veritable synthese de matiere colorante. 

7echnique. — Le premier temps de Tazoreaction est la preparation de la solution du sel 

de diazonium. Comme ces sels, a part de rares exceptions, sont instables, on est oblige 

de les preparer extemporanement, par diazotation d’une amine aromatique. En principe, 

toute amine aromatique peut etre employee dans ce but; il sufiit de la traiter, en solution 

bien refroidie et diluee, par une solution acide de nitrite de sodium. La reaction s'effectue 
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suivant le schema suivant, ou Tamine diazot^e est supposee etre I’aniline : 

.N(>2\a ' 'IICI = \a<:i ^ N-,. ,|| o 
\_/ ___ 

Cl 

Void, d’apres LlsON, les quantites de reactifs a employer pour la preparation de 50 cm ' 

de solution de diazoi'que, a partir de queiques amines aromatiques : 

a. Aclde sulfanilique, 20 eg; H Cl 36^’ B., 4 cm**; solution de nitrite de sodium a 5 pour 100 

3 cm^. 

h. Naphtylamine, 15 eg; H Cl, 8 cm^; NO^Na, 6 cm’*. 

c. Acide naphthionique, 15 eg; H Cl, 4 cm^; NO“Na, 2 cm'*. 

d. Benzidine, 20 eg; H Cl, 8 cm'*; NO^Na, 5 cm'*. 

e. Dianisidine, 15 eg; H Cl, 8 cm'*; NO^Na, 5 cm®. 

/. Acide dianisidine sulfonique, 12 eg; H Cl, 8 cm'*; NO® Na, 5 cm'*. 

Quelle que soit I’amine cholsic, le mode operatoire est Ic meme : on prepare une solution 

ou une suspension de I’amlne a dlazoter, on y ajoutc I’acide chlorhydrlque, puis on refroldit 

energiquement par de la glace. Pour que la diazotation s’effectue blen, la temperature ne 

doit pas depasser 5‘’. On ajoute alors progressivement et en agitant la quantitc voulue de la 

solution de nitrite de sodium et Ton maintlent le melange a la glaclere pendant 20 minutes. 

Au bout de ce temps, I’amine est dlazotee; la solution se conserve ainsi queiques heures. 

Clara utilise des solutions de diazonium preparees a partir dc I’acide sulfanilique, de 

la paranitroaniline et de la benzidine; son mode operatoire est legerement different de 

celui de LisON, mais le principe et le resultat sont identiques. 

Au lieu de preparer externporanement le sel de diazonium, on peut utlllser, comrnc 

Clara I’a fait, des sels de diazonium, qui, plus stables que les autres, ont pu etre obtenus 

a I’etat solide et sont introdults dans le commerce. Ce sont Ic rouge de nitrosamine et le 

nitrazol CF. L’emploi de ces substances est tres simple : il suffit d’en preparer une solution 

aqueuse a 4 pour 100. Les solutions du premier sont neutres et peuvent etre employees 

telles quelles; les solutions du second sont acides et devront etre alcallnisees au moment 

de la copulation. D’apr^s VlALLi, ces substances ne donnent toutefois pas d’aussl beaux 

resultats que les sels de diazonium prepares extemporanement. 

Le deuxieme temps de I’azoreaction s’appelle la copulation et consiste a fairc reagir L 

sel de diazonium avec le phenol. Cette copulation doit s’effectuer en milieu nettement 

alcalin. La solution du sel de diazonium choisi, toujours maintenue froidc, est alcalinisee 

par addition d’une solution concentree de carbonate de soude, egalement frolde. La cessa¬ 

tion du degagemenl d’acide carbonique et, au besoln, la verification au papier de tournesol 

indiquent que la reaction est devenue franchement alcaline. Des que le reactif est alcalinise, 

il doit etre utilise; dans cet 6tat, il ne se conserve guere plus d’un quart d’heure sans altera¬ 

tion. Les coupes histologiques sont traitees par le sel de diazonium ainsi alcalinise pendant 

un temps tr^s court, qui n’excede pas 30 secondes. La reaction est pour ainsi dire instan- 

tan^e; un sejour trop prolong^ dans le reactif a pour effet de colorer plus Intensement le fond 

sans ajouter a I’intensite de la reaction des phenols. 
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Apr^s la copulation, rlncer soigneusement a I’eau distillee; monter au baume suivant 

les techniques hahituelles, de preference sans coloration de fond. Si Ton desire colorer 

les noyaux, les colorer tres legercment par le vert de methyle. 

D’apres celte technique, les composes phenoliques apparalssent en orange, rouge, 

plus rarement rouge vlolace ou bleuatre sur un fond legcrement jaune. La coloration jaune 

du fond est due aux protldes banaux (formation d’azoprotides); elle est loin d’egaler en 

intensile la coloration des composes phenoliques si la technique a ete bien effectuee et 

n’a qu’une signification banale. 

Signification et specificite de Vazoreaction. — L’etude approfondie de 

Tazoreaction, eflfectuee par LiSON, donne les resultats suivants : Tazoreaction 

est donnee par tous les composes phenoliques, a condition que Thydroxyle 

phenolique soil libre (c*est-a-dire non substitue) et qu’au moins une des 

positions ortho ou para, par rapport a Thydroxyle phenolique, soit egalement 

libre. Dans les conditions ou elle est effectuee, elle est specifique de fagon 

presque absolue pour les composes phenoliques. Assurement, on peut 

obtenir des colorants azoiques par copulation d un scl de diazonium avec 

d autres substances que les phenols, par exemple avec des amines aroma- 

tiques ou avec des composes heterocycliques, mais alors c’est dans d’autres 

conditions techniques (copulation en milieu neutre ou acide). 

B. Indoreaction. — La deuxleme reaction histochimique applicable a 

tous les composes phenoliques, Yindoreactiony est basee sur la formation, 

par oxydation d une paradiamine aromatique en presence du phenol 

tissulaire, d une matiere colorante verte ou bleue appartenant au groupe 

des indamines. 

lie - - 
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Pour les details sur cette technique, assez difficile a realiser et peu 

employee, voir LiSON. 

Les deux reactions decrites cl-dessus suffisent a identifier et a carac- 

terlser dans les tissus la fonction phenol en general. 

Cependant, parmi tous les phenols, on peut mettre a part une serie 

importante de composes, qui, outre les proprietes generales des phenols, 
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en presentent d’autres. Ce sont les di et polyphenols en position ortho 

et para. Ces substances se distinguent, en effet, des autres composes 

phenoliques par leur pouvoir reducteur considerable, du a leur oxydation 

aisee en quinones. Ainsi, les deux diphenols les plus simples, I’hydro- 

quinone (para) et la pyrocatechine (ortho) s’oxydenl aisement en leurs 

quinones correspondantes 

Oil 
I! 

I* > ro- 

_( ) 

()rl !io ■ 

/ Oil 

i>ii/ - 
I*ara- 

Les ortho et paradiphenols sont assez frequents dans les etres vivants, 

plus meme que les monophenols, et leur role dans le metabolisme tissulaire 

parait important, a cause precisement de leur aptitude reactionnelle consi¬ 

derable. Histochimiquement, deux reactions leur sont speciales, la reaction 

chromaffine et la reaction argentaffine. Ces deux reactions, les histologistes 

les connaissent depuis longtemps; ct pourtant, leur signification chimique 

precise n’a guere ete etablie que dans ces dernieres annees. 

C. Reaction chromaffine. — Henle, en 1865, decouvrit le brunissement 

de la medullaire surrenale traitee par des fixateurs renfermant du bichro¬ 

mate. C’est cette coloration brunatre apparaissant par Taction des bichro¬ 

mates que Ton appelle reaction chromaffine, Commc on le sait, dans la 

surrenale, la reaction chromaffine est due a Yadrenaline. 

Oil 

m:iioii~(;ii-—Ml—cii‘ 

Ce fait fut demontre par MuLON, peu aprfes la synthase de Tadrenaline 

par Takamine. 

Pendant longtemps on s’est assez peu preoccupe du mecanisme et de la 

signification de cette reaction. Cependant, on pensait, de fagon assez 

generale, que la reaction etait due a la reduction du bichromate par Tadre¬ 

naline en un oxyde de chrome jaune (Borberg) ; Ogata avait attribue a ce 

produit de reduction la formule (CrO‘-);/; d’autre part, on la croyait speci- 

fique de Tadrenaline. 



144 L. LISON. 

En 1922, Verne s’aper^ut que Tadrenallne n’etait pas seule a donner 

une coloration brune sous Tinfluence de bichromate; toute une serie d’autres 

composes aromatiques reducteurs agissent exactement comme Tadrena- 

line; il donna une regie, exacte a un point pres, pour determiner a priori 

si une substance aromatique est chromaffine ou non. Toutes ces substances 

qui reagissent comme Tadrenaline sont, soit des polyphenols, soit des 

aminophenols, soit des polyamines en position ortho ou para. Les composes 

meta ne reagissent pas. 

Verne, cependant, n’avait pas elucide le mecanisme de la reaction. 

Lorsqu’on fait agir du bichromate sur une des substances citees plus haut, 

on voit apparaitre une coloration brune. De deux choses Tune : ou bien 

la couleur est due a la formation d un produit de reduction jaune du 

bichromate, ou bien elle est due a la formation d’un derive d’oxydation 

colore de la substance elle-meme. 

Les observations d’OcATA, indiquant dans le precipite forme lors de la 

reaction la presence d un derive (CrO“)//, semblent montrer que la premiere 

hypothese repond a la realite et que Texpression « reaction chromaffine '» 

qui a de laffinite pour le chrome se trouve parfaitement justifiee. 

Gerard, Cordier et Lison ont montre qu’il n’en etait rien et que le 

mecanisme de la reaction est tout different. La couleur jaune brunatre 

obtenue est due a un produit d oxydation de la substance reagissante. En 

effet, les auteurs sont parvenus a obtenir une reaction chromaffine typique 

sans employer de sels de chrome, En fixant des surrenales dans un liquide 

formole contenant de Tiodate de potassium — oxydant pas tres energique — 

la medullaire surrenale se colore en brun jaune, exactement comme si Ion 

avait fixe dans un liquide bichromate, En faisant agir in vitro une solution 

d’iodate sur une solution d’adrenaline, on voit apparaitre une coloration 

rose. Bien d’autres oxydants agissent comme les lodates; seulement, si 

ces oxydants fournissent des produits de reduction colores, cette coloration 

se superpose a celle qui est caracteristique de la ruction chromaffine. 

Ainsi, par exemple, si Ton traite in vitro de Tadrenaline par du bichromate, 

il se produit, outre la coloration rose caracteristique de la reaction, un 

precipite de CrO“; avec I’acide osmique, il se produit un precipite noir 

d’osmium (reaction de Grynfeltt, etudiee egalement par Mulon); 

avec rhydroxyde d’argent ammoniacal, un precipite noir d’argent (reactions 

de Ogata, de Baginski); avec Tiode (reaction de ViRCHOW), la coloration 

propre du reactif interfere avec celle de la reaction. Seul I’iodate ne 
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fournit pas d’interference, parce qu’il est Incolore et parce que ses produits 

de reduction, les iodures, sont egalement incolores. 

La constatation de Gerard, Cordier et LiSON a une grande importance 

au point de vue de la signification et de la specificite de la reaction cfiro- 

maffine. 

Si la coloration brune observee etait due a un produit de reduction du 

bichromate employe comme reactlf, lout corps reducteur quelconque 

pourralt avoir le meme eflfet et la reaction chromaffine serait simplement 

slgnaletique d’une substance reductrice quelconque. Mals puisque la colora¬ 

tion est due a Toxydatlon de la substance reagissante elle-meme, la speci¬ 

ficite de la reaction apparait beaucoup plus etroite. 

Pour achever de la delimiter, il faut connaitre la nature de cette matiere 

coloree qui se forme lors de Toxydation d’une substance chromaffine 

Nous avons deja dit plus haul que toutes les substances que Verne, puis 

Lison ont reconnues comme fournissant une reaction chromaffine positive 

sont, soil des polyphenols, soil des aminophenols, soil des polyamines en 

position ortho ou para. Or. 1' bxydation de ces corps donne des quinones. 

On pouvait done penser que les corps colores, termes finaux de la reaction 

chromaffine, etalent des quinones. 

Cependant, la coloration des quinones est tr^s faible et Ton comprendrait 

mal qu’on puisse la detecter alsement sur les quantiles aussl mlnlmes que 

celles que Ton trouve dans une coupe microscoplque. Toute une serie 

de considerations d’ordre chimique, sur lesquelles il serait trop long 

d’inslster id, ont mene a la conclusion qu’on avail affaire, non pas a des 

quinones, mals des quinhydrones^ corps r&ultant de I’unlon d’une molecule 

du polyphenol initial reste inaltere, avec une molecule de la qulnone 

correspondante. Par exemple, le diphenol le plus simple, I’hydroquinone, 

dans les conditions ou se fait la reaction chromaffine, fournit, non pas la 

paraquinone, mals la quinhydrone ordinaire. 
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Les quinhydrones dolvent a la coexistence dans leur molecule d’un 

cycle qulnonique et d’un cycle benzenlque (ce qu’on exprime en disant 

qu’elles sont a constitution meriquinoidique), une coloration tres intense, 

visible meme a de grandes dilutions. 

Ces quinhydrones ont une proprlete assez caracteristlque; leur oxydation, 

au moyen d’oxydants inergiques^ donne la qulnone correspondante; et le 

fait, que Ton peut alsement reproduire sur des coupes microscopiques se 

traduit par une decoloration marquee; les quinones sont en efiet beaucoup 

moins colorees que les quinhydrones qul leur correspondent. 

Les considerations developpees dans les paragraphes precedents 

permettent de delimiter de fa^on tres etrolte la signification et le domaine 

de specificite de la reaction chromaffine. Elies ont ete coordonnees par 

Lison de fa^on a enoncer ce que Ton peut appeler les lois de la chromaffinite. 

Sont chromaffines, tous les corps appartenant a la serie des revelateurs 

aromatiques photographiques, telle qu’elle a ete definie par LuMlERE 

et Seyewetz. Repondent a cette description les polyphenols, les amino- 

phenols et les polyamines en position ortho ou para; 

2^ Les reactifs capables de declencher la reaction chromaffine sont des 

oxydants n’aglssant pas de fa^on trop encrglque; par exemple, les bichro¬ 

mates et les iodates alcal ns en solution neutre; 

3^ Les produits colores representant le terme final de la reaction sont 

des quinhydrones, resultant de la condensation d’une molecule du produit 

initial avec une molecule du produit qulnonique forme par Toxydation 

de celul-cl; 

4® Les oxydants energlques transforment les quinhydrones en la quinone 

correspondante; ce fait se traduit par une decoloration de la substance 

coloree produite lors de la reaction chromaffine. 

On peut done conclure de cela que la reaction chromaffine, contralrement 

a ce qui esl souvent affirme (« elle est elective, mals non specifique », 

Laignel-Lavastine; « ist in keiner Weise fur Irgendeine Substanz charak- 

teristisch Clara), se revele comme etant d’une haute specificite pour 

des fonctions chimiques parfaltement definies : elle est exclusivement 

Tapanage des dl ou polyphenols ou aminophenols ou polyamines en position 

ortho ou para. Le fait qu’elle est positive permet d’affirmer sans aucun 

doute la presence d’un de ces composes. 

II faut cependant prendre garde h inexistence de reactions « pseudo-chromaHines » 
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(Lison). Certaines cellules sent capables d'adsorber energiquemenl les sels de chrome et 

un traitement par ces derniers leur communique une coloration jaune. II ne s’aeit pas, 

dans ce cas, de la reaction chromaffine vraie qui est, comme nous I’avons vu, une reaction 

d'oxydation. La distinction entre la reaction vraie et la pseudoreaction est facile : il suffit 

d’essayer Taction d’un lodate au lieu d’un bichromate. S’il s'agit d*une cellule presentant 

la reaction vraie, elle se colorera egalement par un traitement a Tiodate. S’il s*agit de la 

pseudoreaction, Tiodate sera sans effet. C’est a une telle pseudoreaction chromaffine qu*est 

due Tintense coloration jaune que prennent les cellules de la region mediale de la glande 

k pourpre des Murex, par un traitement au bichromate (cellules de Grynfeltt). 

La technique de la reaction chromaffine est simple. On Tefiectue generalement sur pieces, 

en fixant les tissus dans un liquide renfermant du bichromate de potassium, tel que le 

MuLLER-formol. Les fixateurs renfermant du sublime, comme le Zenker, donnent des 

resultats inconstants; ceux qui renferment de Tacide chromique donnent generalement 

des resultats negatifs. On peut egalement utiliser un fixateur a base d’iodate de potassium 

(5 pour 100) et de formol (10 pour 100). Ce fixateur, comme nous Tavons vu, ne donne pas 

lieu a des pseudoreactions, mais Tintensite de la reaction est generalement un pen 

rnoindre que celle obtenue avec les fixateurs bichromates. Quand la substance a etudier 

peut etre conservee apres fixation banale, la reaction chromaffine pcul tres bicn 

etre effectuee sur coupes; il suffit de traiter celle-ci quelques heures par une solution 

a 3 pour 100 de bichromate ou d’iodate de potassium. La reaction positive se rcconnait 

a la teinte jaune ou brunatre que prennent les substances chromaffines. 

D. Reaction argentaffine, — Comme la reaction chromaffine, la reaction 

argentaffine est connuc depuis longtemps. Elle consisle essentiellement en 

la reduction de Thydroxyde d’argent ammoniacal en argent metallique 

par la substance etudiee 

/| A-.:iMT5)i}()n-4-It > -h nn3-+ 4MI - I Ito. 

L 
T 

Les polyphenols, aminophenols et polyamines en position ortho ou 

para donnent tons cette reaction; elle est due a leur pouvoir reducteur 

energique. 

Afin d’eviter des confusions, on doit insister avec CoRDlER sur un point 

important : c’est que la reaction argentaffine na rien de commun avec les 

impregnations argentiques. Dans celles-ci, on traite d’abord le tissu a etudier 

par un sel d’argent, soit le nitrate d’argent (methode de Cajal et ses 

nombreuses varlantes), soit le carbonate d’argent ammoniacal (Del Rio 

Hortega), soit I’hydroxyde d’argent ammoniacal (Bielschowsky); ensuite, 

on fait agir un reducteur, revelateur photographique (Cajal) ou formol 

(Del Rio Hortega). Quelquefois, I’ordre est inverse, comme dans la 



148 L. LISON. 

methode de FoNTANA : on impr^gne par le corps reducteur (tanln), 

puis on fait aglr le sel d’argent. 

La reaction argentaffine est essentiellement differente : ici, on tralte 

seulement par Thydroxyde d’argent ammoniacal, et c’est la substance reduc- 

trice presente dans le tissu qui opere elle-meme la reduction. 

II importe de reagir contre des appellations erronees et impreclses. 

Couramment, on voit employer la designation « argentopbile » ou « argen¬ 

taffine » indlfferemment pour designer les formations mlses en evidence 

par des techniques argentlques en general. « Argentophile » n’implique 

pas de signification bien speciale; « argentaffine », cree par analogic avec 

< chromaffine », a, au contraire, une signification chimique precise et doit 

etre strlctement reserve au cas de substances redulsant par elles-memes le 

nitrate d’argent dans les conditions qui vont etre preclsees. 

Technique. — La reaction argentaffine pent etre effcctuee, soil sur coupes, soit sur pieces 

apr^ fixation banale, soit immediatement sur pieces sans fixation prealable. La valeur de 

tons ces precedes n’est pas egale. Les precedes sur pieces, quoique capables de mettre 

en Evidence des substances argentaffines qui pourraient disparaitre dans les manipulations 

de Tinclusion et de la coupe, sent beaucoup moins rigoureuses que les methodes sur coupes, 

et nous paraissent d’emploi beaucoup plus restreint. 

La methode de choix pour les coupes est la methode de Masson; elle est consid^r^e 

par tous les auteurs qui ont eu a s’occuper de la question (CoRDIER, Hamperl, Clara), 

comme donnant des resultats surs et constants. La methode originale comporte la fixation 

au Bouin, mais elle peut aussi bien s’employer apres Taction d’autres fixateurs. Les coupes 

d^paraffin^es sont lavte a fond (2 h.) a Teau distillee. Les coupes sont alors trait^es 36 a 40 h. 

a Tobscurite et a Tabri de Tair par le liquide de FoNTANA (il y a souvent interet a reduire 

le temps de traitement par la solution argentique a 24 h.). Le liquide de FoNTANA se 

prepare en ajoutant goutte a goutte de Tammoniaque a une solution de nitrate d’argent 

a 5 pour 100 jusqu’a ce que le precipit^ qui s’est form6 se soit exactement redissous; on 

ajoute alors tr^s prudemment et goutte k goutte une solution de nitrate d’argent a 5 pour 100 

iusqu’a apparition d’un trouble persistant; le liquide ne doit plus sentir Tammoniaque; 

on le d^cante avant Temploi. Apr^s action de la solution d’argent, rincer abondamment a 

Teau distillee, virer par Taction d’une solution de chlorure d’or a 0,1 pour 100 (quelques 

minutes), fixer quelques minutes dans une solution d’hyposulfite de sodium a 5 pour 100; 

rincer, effectuer une coloration de fond au carmin alun^ par example et monter au baume 

suivant la methode habituelle. 

Les autres proc^d6s effectuant la reaction argentaffine sur coupes, comme celui de 

Hamperl, ne different de la methode de Masson que par quelques details (suppression du 

virage a Tor, etc.) et ne doivent pas etre rapportes en entier ici. 

Nous n’indiquerons pas ici les techniques effectuant la reaction argentaffine sur pieces 

fix^es, comme les methodes de Masson, Toro, Hasegawa. Aucune des methodes utilisant 

une argentation sur bloc n’est impeccable, comme Hamperl et Clara Tont declare. Elies 
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sont en effet tr^s irreguli^res dans leurs rcsultats et imprcgnent souvent dcs formations 

qui ne sont pas le moins du inonde argentaffines. On observe frequemment des precipitations 

plus ou moins electives sur des elements de signification diverse. En brcf, ccs metbodes, 

outre la reaction argentaffine, produisent a un degrc plus ou moins prononce de veritables 

impregnations argentiques, sans aucune signification. 

En vue de la detection histochimique de Fadrenallne, ont cte proposees dcs metbodes 

qui sont equivalentes en fait a des reactions argentaffines executees d’emblee, sans fixation 

prealable. Kutschera-Aichbergen tralte les tissus non fixes par le nitrate d’argent ammo- 

niacal, OcATA d’abord par I’ammoniaque et ensuite par le nitrate d’argent ammoniacal. 

Ces metbodes sont extremement mauvaises au point de vue bistologique, car les solutions 

ammoniacales ne fixent pas les tissus mals les dissocient. Baginski utilise un fixateur 

renfermant du nitrate d’argent ammoniacal et du cbromate d’ammonium. La fixation 

obtenue par ce procede est, d’apres notre experience, un peu moins mauvaise, seulement 

la valeur histochimique de la reaction nous parait tres mediocre. On obtient, en effet, des 

precipitations d’argent la ou il n’existe pas de compose reellement argentaffine. Dans la 

surrenale, nous avons obtenu ainsi de nombreux pr^cipit^s dans la corticale de I’organe; 

11 nous semble vraisemblable que ces precipitations sont dues a la presence dans cette 

portion de I’organe de la vitamine C que GiROUD et Leblond y ont pu recemment detecter 

bistoebimiquement. On salt ,en effet, que la vitamine C est capable de reduire instanta- 

nement et k froid les solutions des sels d’argent, que le milieu soit alcalin ou acide. 

II nous reste a delimiter le domaine de specificite de la reaction argen¬ 

taffine, L’examen des conditions ou s’effectue cette reaction permet 

d’affirmer qu elle est signaletique de substances a fonction reductrice 

marquee. 

Une remarque toutefois : pour que la reaction argentaffine puisse etre con- 

sideree comme ayant une valeur chimique, il importe de veiller sur un point de 

technique. La duree de traitement par le sel d’argent ammoniacal ne peut 

pas depasser celle qui a ete indiquee. Si Ton fait agir le reactif trop longtemps, 

toutes les structures cellulaires, noyaux, cytoplasmes, grains de secretion 

finissent par le reduire. On sait, en effet, combien ces solutions argentiques 

sont instables. Dans une preparation correctement traitee, seules les subs¬ 

tances argentaffines sont intensement color^es en noir ou en brun noir 

par Targent reduit; tout le reste de la preparation est absolument incolore. 

Les polyphenols, aminophenols et polyamines en position ortho et para 

donnent toujours la reaction argentaffine, et e’est pourquoi la reaction 

argentaffine a ete etudiee a cette place. Cependant, il s’en faut qu’elle 

soit donnee uniquement par ces substances. Beaucoup d’autres corps 

chimiquement definis sont capables de reduire I’hydroxyde d’argent 

ammoniacal dans les memes conditions (par exemple les aldehydes). 

La reaction argentaffine est done loin d’avoir la specificite etroitement 
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limitee de la reaction chromaffine, par exemple, Cependant, dans Tetude 

des composes phenoliques, elle presente une tres grande utilite : elle donne 

en effet des Images hlstologlques extraordinairement nettes et claires, 

facilement llslbles, mcme aux plus forts grossissements. D’autre part, 

les composes argentoreducteurs ne sont pas tres frequents dans les etres 

vivants et a peu pres tous ceux que Ton a mis en evidence histochimique- 

ment jusqu’ici sont des phenols ou des substances apparentees. Le fait 

qu’une substance est argentaffine doit done immediatement faire penser 

a la possibilite de Texistence d une function polyphenolique dans sa 

molecule; bien entendu, il ne faut aller plus loin et lui attribuer une speci- 

ficite etroite qu’elle n’a pas. 

E, Reactions specialcs des orthodiphenols. — Quand I’analyse histochimique a montre la 

presence d’un di ou polyphenol, il est posslhle, dans des cas favorables, de pousser I’analyse 

plus loin ct d’essayer d’etablir la position reciproque des bydroxyles phenoliques. Les 

orthodiphenols peuvent, en effet, etre caracterises par certaines reactions particuli^res. 

Ces reactions ont ete utilisees dans des etudes sur la cellule de Kultschitzky par CoRDlER 

et Lison, et par Clara, 

La premiere reaction utilisable est la coloration verte que donnent tons les orthodiphenols 

avec une solution tres diluee de perchlorure de fer, coloration qui tourne au bleu ou au 

violet par addition d’ammoniaque. C’est par ce moyen que VuLPlAN inontra la presence 

dans la surrenale d’un derive pyrocatechique. Cette reaction, effectuee sur coupes, semble 

ne donner qu’une coloration tres faible; il est probable que ce resultat du au fait que la 

reaction ne se produit bien qu’en solution et n’a pas lieu avec les composes phenoliques 

insolubles; dc plus, un exces de perchlorure de fer detruit aisement la coloration obtenue. 

Clara a utilise la reaction de QuASTEL. Elle consiste a faire agir sur la substance a etudier 

une solution acetique de molybdate d’ammonium; cette reaction est tres speciiique. En 

i’appliquant aux cellules de Kultschitzky, Clara a vu celles-ci prendre une teinte brunatre 

assez pale. 

D’apr^s Ic meme auteur, la coloration noir brunatre ou noir verdatre par Thematoxylinc 

molybdique possederait la valeur d'une reaction histochimique ct seralt caracteristique 

de la presence d’un orthodiphenol; il y aurait formation d’un compost chimiquement 

defini par liaison de I’orthodioxybenzene avec la laquc molybdique de rhematoxyline. 

Nous pensons que cette conclusion, comrne toutes celles que Ton peut tlrer d’un pheno- 

m^nc de coloration, doit ctre envisagee avec prudence. 

2. Resultats de la recherche histochimique des composes phenoliques. 

A. La recherche histochimique de Vadrenaline. — L’adrenaline, comme 

on le sait, est un derive du pyrocatechol 

CIKHI ClI’ \ 

i)\{ 

II 
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En tant qu’orthodiphenol, elle doit done donner toutes les reactions 

histochimiques caracteristiques de ces corps. En fait cependant, une scule 

est applicable de fa^on certaine, la reaction chromaffine, et cela parce que 

I’adrenaline, dans les surrenales, n’est pas fixee par les fixateurs histolo- 

giques. Si Ton effectue sur coupes les reactions decrites plus haut comme 

caracteristiques des composes phenoliques, elles sont negatives parce que 

Tadrenaline s’est dissoute pendant les manipulations. Ce n’est que si 

on les effectue sur pieces fraiches que Ton peut arriver a un resultat. Or, 

I’azoreaction et I’indoreaction ne peuvent etre effectuees sur des tissus 

frais sans que la localisation soit profondement modifiee. Les reactions 

argentaffines sur pieces (methodes de Baginski et de Kutschera-Aichber- 

GEN pour la mise en evidence de Tadrenaline) sont a deconseiller, comme 

nous Tavons vu plus haut. Quant a la reaction chromaffine, elle est trop 

connue pour que nous devions y insister; signalons cependant qu’elle 

peut tout aussi bien etre effectuee en fixant au moyen d’un liquide bichro¬ 

mate, comme dans la technique classique, ou bien en utilisant un liquide 

renfermant de Tiodate de potassium (Gerard, Cordier et LiSON. Macros- 

copiquement, Szent-Gyorgyi avait deja observe le brunissement de la 

medullaire surrenale traitee par une solution d un iodate). 

On a souvent discute sur le point de savoir si, dans la medullaire surre¬ 

nale et les paraganglions, Tadrenaline existe en tant que telle, ou bien a 

I’elat de substance preadrenalinique ou adrenalinogene. L’etat actuel de 

THistochimie ne per met pas de repondre a cette question de fa^on certaine. 

Ce que Ton peut affirmer cependant, e’est que la substance qui, dans ces 

organes, est mise en evidence par la reaction chromaffine, possede deja 

les deux functions hydroxyles de Tadrenaline; cela apparait clairement si 

Ton se refere au mecanisme de cette reaction. Si la substance differe de 

Tadrenaline, ce ne peut etre que par la composition de la chame lateralc 

situee en para. Les reactions histochimiques actuelles ne permettent pas 

d’emettre la molndre opinion sur la constitution de celle-ci. 

B. Les cellules de Kultschitzky des Chordes. — On salt que les cellules 

de Kultschitzky (cellules de Kultschitzky, de Nicolas-Ciaccio- 

Masson, cellules jaunes (Schmidt), cellules entero-chromo-argentaffines 

(ClACClo), cellules argentaffines (Masson), cellules chromo-argentaffines 

(Cx)RDIEr). cellules entero-chromo-argentaffines (Pessin), basalgekornte 

Zellen (Kauffmann-Wolff), cellules basigranuleuses (Clara), Chemo- 
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regulatorzellen (Toro), sont des elements que Ton trouve, en nombre 

assez reduit, dans les glandes de Lieberkuhn de Tintestin, surtout au 

fond des culs-de-sac glandulaires, quelquefois aussi dans l estomac et 

dans le canal de WiRSUNG. 

Elies sont essentlellement caracterisees par la presence, dans leur 

cytoplasme, de granulations tr^s fines, « poussiereuses », situees princi- 

palement dans la region basale, infranucleaire de la cellule. Leur repartition 

zoologique est tr^s etendue. On les a trouvees dans tons les groupes de 

Vertebres et meme, recemment, LlSON les a signalees chez les Ascidies. 

Nous n’insisterons pas ici sur leurs caracteres morphologiques ou zoolo- 

giques, que Ton trouvera exposes en detail dans une revue tres documentee 

de M. Clara (1932). 

On a beaucoup discute sur la signification des granulations de ces 

cellules et Ton peut dire qu*il y a peu d’especes cellulaires sur lesquelles 

on a emis un aussi grand nombre d’hypotheses contradictoires, voire meme 

fantaisistes. 

Leur origine, d’abord. 

Representent-elles des cellules intestinales entodermiques vraies 

(Masson), des cellules mesenchymateuses immigrees dans la muqueuse 

(Kull), ou encore des cellules nerveuses provenant du ganglion coeliaque 

(Danisch), ou encore des leucocytes introduits dans Tepithelium 

(Nicolas) ? 

Sur Tactivite secretoire, dans ces cellules, meme desaccord; on en a 

fait des cellules a polarite exocrine, a polarite endocrine, a polarite neuro- 

crine. 

Sur la signification chimique de leurs granulations et sur leur role 

physiologique, de meme. On a pense que leurs granulations repr&entaient 

des ferments; ClACClO croyait que les cellules deversaient dans la lumifere 

intestinale de Tadrenaline dans le but d’y activer les oxydations (!?). 

Parat voyait en elles des cellules porteuses de secretine. T6r6 croit 

qu’elles jouent un role dans la regulation de Talcalinite du contenu intes¬ 

tinal. Enfin, Hamperl, puis CoRDIER ont defendu avec beaucoup de force 

rhypothfese que les granulations des cellules de Kultschitzky etaient 

formees d’une substance identique ou tout au moins apparentee aux 

pK)lyphenols. Les arguments de ces auteurs sont bases sur un ensemble 

d analogies assez impressionnant. Malgre cela, ils ne furent pas admis 

par tout le monde, surtout en Tabsence de preuves directes et de demons- 
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tration formelle. Cependant, i’hypothese de Hamperl et de Cordier 

repond bien a la realite; les granulations des cellules de KuLTSCHlTZKY 

sont bien le vehlcule d’un polyphenol. 

Ce fait a ete demontre par vole hlstochimique par CoRDiER et LisON; 

il a ete depuls confirme plusleurs fois par Clara, Clara et Canal, Vi ALL! 

et Erspamer; ainsi, ont ete etablies de fagon peremptoire ce que les auteurs 

avalent deduit d un ensemble de considerations exactes sans doute, mais 

theoriques. 

Deux des proprletes histochlmlques fondamentales de la cellule de 

Kultschitzky ont ete decrltes, 11 y a longtemps deja. Leurs granulations 

sont chromaffines (Schmidt) et argentaffines (Masson). Ces deux reactions, 

a elles seules, suffisent a falre admettre que, dans leur molecule, se trouve 

un radical polyphenolique, aminophenolique ou polyamine en position 

ortho ou para. Les considerations developpees plus haut sur les reactions 

chromaffine et argentaffine dispensent d’insister beaucoup la-dessus. Si les 

auteurs precedents, qui connaissaient bien Texlstence de ces deux reactions 

dans la cellule de Kultschitzky, n*ont pas about! a la conclusion que nous 

formulons, c’est parce qu’ils n’en avaient pas salsi leur signification 

chimique precise, line fois celle-ci determinee, la conclusion s’impose 

d’elle-meme. 

Les granulations des cellules de KultschiTZKY possedent done dans leur 

substratum un groupement polyphenolique. S’il en est bien ainsi, les deux 

reactions generales des phenols que nous avons decrltes plus haut — I’azo- 

reactlon et Tindoreaction — doivent etre positives. Et c’est bien ce que 

I’experlence demontre. 

D’autre part, certaines particularites du comportement des azoi’ques 

formes, jointes au resultat posltif de la reaction au perchlorure de fer 

(Cordier et Lison, Clara), et de la reaction de Quastel (Clara) amenent 

a penser qu’il s’agit d’un orthodiphenol, portant en para une chaine 

laterale. La substance active de la cellule de Kultschitzky doit done 

etre du type 
_ 

HO 

II n’est pas facile de preciser la nature de la chaine laterale portee par 

Tatome de carbone en para par rapport aux hydroxyles. Les caractferes de 

I’azoreaction ont amene CoRDIER et LiSON a penser que cette chaine 
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laterale dolt etre relativement simple et ne renferme probablement que des 

radicaux alipbatlques. Les arguments apportes par ces auteurs ont cependant 

semble faibles a Clara et la question rcste ouverte. CORDIER et LlSON, 

puis Clara ont considere que les caracteres de solubilite des grains argen- 

taffines, solubilite dans Talcool fort, dans les acldes forts, conservation et 

fixation par Taction du formol sent conditionnes par la nature chimique 

de cette chaine laterale. Cela ne nous parait plus certain; en effel, ces carac¬ 

teres pourraient tout aussi bien etre conditionnes par un substratum 

(protidique ?) auquel se trouveralt He le compose phenolique. 

VlALLI et Erspamer, d’apres les caracteres de colorabilite des granula¬ 

tions, inclinent a croire que la chaine lat^ale ne pourrait avoir un caractere 

alcalin, mais plutot neutre et peut-etre acide. La meme objection se 

presente : les caracteres de colorabilite sont peut-etre dus au substrat du 

compose phenolique. On doit d’allleurs noter que les caracteres de solubi- 

lite et de colorabilite des granulations de cellules de Kultschistzky 

peuvent presenter d’assez grandes variations, solt au cours du developpe- 

ment dans une meme espece, soit en considerant des especes differentes. 

Cela peut etre tout aussi bien Interprete en faveur d une variation des 

proprietes du substrat auquel le compose phenolique est lie que d*une 

variation des chaines laterales du phenol lul-meme. 

Turchini, Broussy et JoURDAN, tout recemment, tendent a admettre 

que le compose formant les grains argentaffines serait Tadrenaline; ils se 

basent sur le fait qu’apres des injections d’adrenallne, on observe une 

augmentation appreciable du stock granuleux chromoargentaffine et du 

nombre des cellules de Kuli’SCHITZKY. Le role de ces cellules serait done 

adrenalinopexique, tout comme les cellules medullo-surrenales, d’apres 

les conceptions recentes de Da Costa. A priori, 11 n’y a pas de raison pour 

rejeter categoriquement Thypothese de TuRCHiNl, Brolssy et JoURDAN, 

mais nous pensons cependant que la prudence s’impose et qu’il est sage 

d’avouer que Ton n’a pas encore de renseignements precis sur la consti¬ 

tution de la chaine portee en para dans le compose phenolique caracterls- 

tlque de la cellule de Kultschitzky. 

En resume, le cas de la cellule de KuLTSCHlTZKY est done relativement 

simple au point de vue hlstochimlque : on a la preuve de Texlstence dans 

sa molecule d’au moins une function phenolique : azoreaction el Indo- 

reaction positives; on a aussi la preuve de Texistence de deux hydroxyles 

en ortho ou para : reactions chromaffine ou argentaffine positives. On a 
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enfin de grosses' probabilites pour que les deux hydroxyles soient en posi¬ 

tion ortho Tun par rapport a Tautre et que la position para soit occupee 

par une chaine laterale, dont on ne pent encore rlen dire, 

Chez les Amphibiens et les Poissons ont ete decrites des cellules qul, 

tout en presentant tous les caracteres morphologiques des cellules dc 

KultschitZKY, donneraient des reactions chromaffines positives avec 

reaction argentaffine et azoreaction negatives (Clara, de Filippi). 

De telles proprietes semblent, a priori, tres bizarres. En effet, comme LisON 

Fa note, toute substance donnant une reaction chromaffine dolt aussi etre 

argentaffine : puisqu’elle est capable de s’oxyder tres aisement en un 

compose qulnhydronique, elle doit forcement aussi reduire le nitrate 

d’argent ammonlacal. L’lnverse n’est pas vral, car le domalne de speclficlte 

de la reaction argentaffine est plus etendu que celul de la reaction chromaf¬ 

fine : la reaction argentaffine recouvre la reaction chromaffine et, en outre, 

elle la deborde. Le cas des cellules de Kultschitzky chez les Vertebres 

inferieurs apparaitrait done comme anormal, si VlALLl et Erspamer 

n’avaient montre que les observations precedentes devaient etre revisees, 

qu’en realite, chez tous les Vertebres, les cellules de Kultschitzky 

se presentent avec des caracteres hlstochimiques constants et qu’elles 

presentent toujours simultanement une reaction chromaffine, une reaction 

argentaffine et une azoreaction positive. 

Signalons enfin, pour etre complet, qu*il existe des cellules baslgranu- 

leuses a granulations acidophiles, morphologiquement tres semblables aux 

cellules de Kultschitzky, mais qui ne presentent aucune des reactions 

des composes phenoliques 'Ct dont la signification est tres obscure. On les 

trouve dans I’intestin posterieur des Carnivores domestiques. 

La determination de la constitution histochlmique de la cellule de 

Kultschitzky est evldemment un fait tr^s important pour la determina¬ 

tion de son comportement physiologique. En effet, les Idees fausses que 

Ton s’etait forgees autrefois sur la nature des Inclusions de cette cellule 

ont fait souvent prejuger faussement de son role physiologique. A ce point 

de vue, la connaissance plus exacte de son chlmisme pourra servir de 

base a une experimentation physiologique rigoureuse et a eclalrcir le role 

encore si obscur de ce curieux element cellulaire, que Ton retrouve avec 

une si remarquable Constance dans tout le phylum des Chordes. 

C. Composes phenoliques et propigments melaniques. — Les recherches 
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modernes sur la melanogenfese ont about! a une theorie fermentative 

(G. Bertrand), et de fa^on generale on s’est rallie au schema suivant : 

— arrepicijr -4- u . 

Des recherches blochimiques, extremement nombreuses, se sont atta- 

chees a determiner, soit le ferment melanisant, soit le chromogene premela- 

nique. Les ferments : tyrosinase, laccase(BERTRAND),catecholase(WEEWERS)^ 

dopaoxydase (Bloch, Hasebroek), bien d’autres encore. Les chromo- 

genes : tyrosine, dioxyphenylalanine, d’autres encore. 

Une remarque a propos de ces chromogenes : ce sont tous des composes 

a fonction phenolique, soit des monophenols, soit des polyphenols. 

Si les recherches blochimiques sur la melanogen^se sont assez poussees, 

il n’en est pas de meme en Hlstologie. On connait assez mal la localisation 

morphologique des ferments melanisants; cependant des etudes trfes Inte- 

ressantes ont ete poussees dans cette direction. On connait plus mal 

encore la localisation des chromogenes premelaniques; le seul qui alt ete 

etudie de fa^on precise est celul que Verne a decrit chez les Crustaces 

decapodes sous le nom de pigment aminoacide. L’analyse chimique a 

montre a Verne que cette substance etalt partlcullerement riche en radlcaux 

tyrosine. 

Les etudes hlstochimiques entreprises avec les techniques de detection 

des composes phenollques decrites plus haut ont permis d’apporter de 

nouvelles contributions au probleme de la melanogenese. 

Deux etudes recentes a ce sujet montrent la presence, comme prepigment 

melanique, d’un orthodiphenol. Dans le tegument du Criquet d’Egypte 

(Anactidium cegyptium), Broussy a vu le pigment melanique precede 

d'un prepigment de couleur jaunatre, d’orlglne probablement mltochon- 

drlale. Ce priplgment donne des reactions chromaffine (au bichromate et 

a Tiodate) et argentaffine positives; 11 donne egalement une azoreaction 

positive et copule par exemple avec le tetrazo de la dlanisidine. De plus» 

traite par du perchlorure de fer dilue, il donne naissance k une belle 

coloration verte. L’ensemble de ces reactions, alnsl qu’il resulte de leur 

discussion telle qu’elle a ete exposee plus haut, montre la presence dans 

ces granulations d’un orthodlphenol, semblable a la diphenylalanine ou a 

tout autre diphenol analogue. D’autre part, on peut mettre en evidence 

dans le corps de Tanlmal une dopaoxydase. Dans un materiel tout different^ 

la cellule de Leydig des larves d’Amphiblens urodeles, Seeger a egalement 
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constate la presence d’un orthodiphenol precedant Tapparltion d’un pigment 

melanique. Chose extremement curieuse, le ferment coexiste dans la cellule 

avec I’accepteur et peut y etre decele par des methodes appropriees 

{voir p. 290 et suiv.). Avant la metamorphose, la melanogen^se ne se produit 

cependant pas, probablement parce que la reaction ionique du cytoplasme, 

irop acide, lui est defavorable. A la metamorphose, la reaction devient 

plus alcaline et le pigment se forme. 

Ces interessantes observations montrent done ici la melanogenese a 

partir d’un diphenol ou tout au moins avec passage par un stade ortho- 

diphenolique. 

Dans un autre cas, etudie precedemmenl par LlSON, les faits se presen- 

taient de fa^on plus complexe. Dans le poil de I’embryon de chat, un 

prepigment de couleur jaunatre precede la melanlne noire. Ce prepigment 

donne une azoreaction et une indoreaction positives; cela prouve I’exlstence 

dans sa molecule d’au moins un hydroxyle phenolique. 

La reaction chromaffine est negative; cela exclut done Tldee d’un poly¬ 

phenol. La reaction argentaffine, elle, est positive, montrant done que cette 

substance possede un pouvoir reducteur encore energlque. 

Resumons ces proprletes : couleur jaune, pr&ence d’un hydroxyle 

phenolique, absence d’un deuxieme hydroxyle en ortho ou para, pouvoir 

reducteur nmrque. Si nous nous referons aux chromogenes premelaniques 

que les etudes in vitro nous ont fait connaitre, nous constatons que leurs 

proprletes chlmlques ne correspondent pas a celles du chromogene que 

nous venons de decrire. II ne peut etre question de tyrosine, ni d’un autre 

monophenol analogue : ces composes, incolores, ne reduisent pas I’hydroxyle 

d’argent ammoniacal a froid. II ne peut etre question non plus de dloxy- 

phenylalanine ou d’un autre diphenol analogue; ces corps, en effet, sont 

igalement Incolores et donnent une reaction chromaffine typique. 

II a semble a I’auteur qu’on alt ici affaire a un produit de condensation 

entre un monophenol et une quinone, corps possedant encore un hydroxyle 

phenolique libre. De tels corps, resultant de I’unlon d’une molecule 

d’un monophenol ou d’une monoamine avec une molecule de quinone 

sont connus chlmiquement; leurs proprletes sont exactement celles 

d^crites pour le chromog^ne pr^melanique. 

D’autre part, des biochimistes ayant cherche a se rendre compte du 

m^canisme chimique de la transformation du chromogfene en melanine 

ont admis qu’il y a, ^ un moment donn^, introduction dans le noyau benze^ 
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nique de Taccepteur phenolique, d*un ou meme plusieurs hydroxyles 

supplementaires. Si Ton part de la tyrosine, monophenol, on aboutira a 

un di ou polyphenol. Or, on a deja dit Textreme oxydabilite de ces di ou 

polyphenols ortho ou para, et leur transformation tres aisee en quinones. 

Rien d’impossible done que ces quinones, au moment de leur formation, 

lie s’additionnent au monophenol inaltere. Ainsi se trouverait constituee 

la substance des batonnets jaunes, premiere etape de la melanogenese. 

Ulterieurement, cette substance jaune se transformera en melanine. 

W^ow^o V 

- 
^>^0 noil ) > JVlrlaiiiiuj. 

Bien entendu, ce schema n’a qu une valeur toute relative : Thypoth^se 

formulee rend compte des faits observes, sans plus. 

Le fait est pourtant interessant, car il constitue un document a verser 

au dossier du probleme si complexe de la melanogenese. 

D. Aulres composes phenoliques histochimiquement decelables. — Outre 

les composes phenoliques deja etudies plus haut, un certain nombre 

d’autres ont ete deceles par des methodes histochimiques; sans presenter 

un Interet general aussi grand que ceux qui viennent d’etre passes en revue, 

ils meritent une mention, car ils soulevent dans chaque cas des problemes 

partlculiers dont I’etude est interessante. 

Quand on passe en revue ces composes, on est tout d’abord frappe par 

la rarete des composes monophenoliques. A I’heure actuelle, tous les 

composes phenoliques histochimiquement identifies sont des polyphenols 

ou apparentes aux polyphenols, sauf un seul : e’est le monophenol trouve 

par Lison dans des cellules mlgratrices du tissu conjonctif chez THuitre 

(Ostrea edulis). On n’a aucun renseignement sur la signification de ce 

compose, qui, d’apres certains indices, semble bien avoir unpoids molecu- 

laire considerable et etre de composition chimique complexe. 

Dans la glande salivaire posterieure des Cephalopodes, LiSON a pu mettre 

en evidence des composes phenoliques qui representent des produits de 

secretion venimeux. Deux substances differentes ont pu etre distinguees. 

L’une, soluble et difficile a mettre en evidence sur coupes, doit etre la 

tyramine [(C«H^)(OH)HCH-^-OT-NH-)^], que BoTAZZi a isoU du produit 

de secretion de la glande. L’autre, insoluble, se presentant sous forme de 
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grains j’aunes, chromaffines (Verne) et argentaffines, doit etre un produit 

d’oxydatlon d’un polyphenol, c’est-a-dire une quinhydrone. Cette derniere 

substance n*est probablement qu’une des etapes de secretion de la premiere. 

Dans le rein de Patella vulgata^ le meme auteur a pu deceler des subs¬ 

tances assez diverses a function phenolique, qui representent des stades 

de degradation et d’elimination resultant du metabolisme protidique : 

monophenols, diphenols, quinhydrones. 

Dans les glandes a venin de diverses especes de Bufo^ LisON a egalement 

decele des composes phenoliques qui font partie de la secretion venimeuse 

de ces glandes. II existe une assez grande diversite dans le comportement 

de ces substances chez les differentes especes. Chez Bufo agua, on met en 

evidence de fa^on tres frappante un orthodiphenol; cet orthodiphenol 

n’est pas autre chose que Tadrenaline, qui se trouve dans le venin a une 

concentration exceptionnellement elevee (7 pour 100, Abel et Macht). 

Chez Bufo vulgaris et Bufo calamita^ il existe, outre un diphenol soluble, 

un monophenol libre en assez petite quantite, mais liberable par hydrolyse 

acide. Chez Bufo viridisy il existe certalnement un diphenol et peut-etre 

egalement un monophenol. Chez de nombreuses autres especes d’Amphi- 

biens, VlALLI a egalement signale des composes di ou polyphenoliques. 

Les granulations vitellines des Polyclades, d’apres des rechcrches toutes 

recentes de VlALLi, renferment egalement des composes di ou polypheno¬ 

liques. D’autres etudes, egalement toutc recentes du meme auteur, en 

signalent dans la portion medlane, purpuripare, de la glande a pourpre 

chez Murex irunculus. On reviendra plus loin sur la signification paradoxale 

de ce fait, en etudiant les composes indoliques dans cette glande a pourpre. 

Enfin, Millot et JONNART ont etabli la presence de corps a fonction 

phenolique libre dans le sang des Araignees. Dans certains cas, Il s’agit de 

monophenols, dans d’autres de diphenols, mais le plus souvent des corps 

appartenant aux deux series ont pu etre deceles. Ces substances existent 

aussi bien dissoutes dans le plasma que fixees sur des granulocytes; elles 

semblent en relation avec les phenomenes de la mue. 

Ainsi que cette enumeration le montre, les composes di ou polypheno¬ 

liques ne sont pas extremement rares chez les animaux et quoique les 

techniques histochimiques en vue de leur detection n’aient ete mises au 

point que tout recemment (CoRDlER et LiSON, Gerard, CoRDlER et 

Lison, 1930; Lison, 1931; Clara, 1932), les exemples en sont deja assez 

nombreux. Il est trop tot cependant pour essayer de tirer une conclusion 
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au sujet de la signification biologique generale de ces composes a fonction 

phenollque; actuellement, chaque cas doit etre envisage en partlculier 

et etudle pour lul-meme. Nous ne doutons pas cependant que des recherches 

ulterieures n’apportent des contributions nouvelles a Tetude de la locali¬ 

sation de ces substances, dont I’aptltude chimlque reactionnelle et Tactivite 

pharmacologique considerables dolvent faire penser a priori qu’ils jouent 

un role important dans le metabolisme. Les resultats, encore fragmen- 

taires maintenant, pourront alors etre groupes et Ton arrivera a se faire 

une idee synthetique au sujet du metabollsme general de ces substances 

dans I’individu. 

III. — Composes indoliques. 

Les composes renfermant un groupement Indolique ne sont pas rares 

dans les etres vivants; ils jouent un role assez Important dans le metabo- 

lisme des protides, metabolisme constructlf (tryptophane) ou catabolisme 

destructlf (indol, scatol, indlcan). Aussi, le probleme de leur localisation 

hlstochlmlque n’est-il pas sans interet. 

A. Les methodes d'etude mises au point par LiSON pour la detection des 

substances a radical indolique montrent un bon exemple d’identlfication 

d’une substance par le recoupement de reactions qul, prises Isolement, 

ne sont pas specifiques, mals dont le domaine de speclficite est diflferent. 

II n’exlste en effet, pas plus en Hlstochimle qu’en Chimle analytique, de 

reaction qualitative specifique du noyau indolique. 

1^ La premiere reaction utilisable est une adaptation d une reaction 

d’EHRLlCH. Quoique assez brutale, c’est la moins mauvaise, surtout 

pour preciser la morphologic des substances recherchees. On tralte les 

coupes pendant une ou deux heures a 55® ou quelques minutes a 75® dans 

le melange suivant : dimethylaminobenzaldehyde, 2^; acide chlorhydrique 

concentre, 20^*”^; alcool absolu, On examine dans le r^actif ou bien 

on rince a Talcool absolu et monte au baume sans coloration de fond; les 

coupes ne se conservent que quelques mois. Les composes a fonction 

indolique prennent une coloration bleu violet, le fond de la preparation 

ne se colorant que tris legferement en bleu pale. Cette reaction n’est pas 

specifique; elle est donnee par les phenols, les amines aromatiques et 
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beaucoup de noyaux heterocycHques par mi iesquels ceux de I’indol et 

du pyrrol. 

2^^ Pour eliminer la presence des phenols, il suffit de pratiquer Tazoreac- 

tlon sulvant la methode decrite plus haut, a propos de la detection histo- 

chimique des phenols; pour eliminer les amines aromatiques, on pratique 

la meme reaction, rnais cette fois en milieu acide; on sait, en efiet, que les 

amines aromatiques copulent avec les sels de diazonium en milieu acide. 

3^ Cependant, on ne peut se contenter de cette preuve negative, et 

Ton doit pratiquer une troisieme reaction — reaction de rindophenine — 

qui prouve de fa^on positive Texistence d un heterocycle. On pratique 

cette reaction en deparaffinant une coupe, cn la sechant au sortir du xylol, 

la traitant par une goutte d une solution d’isatine dans Tacide sulfurique 

concentre et examinant dans le reaclif. II se produit une coloration rouge 

violace ou bleuatre. Bien cntendu, cette technique brutale et de sensi' 

bilite moyenne ne se prete pas a Tcxamen de fins details; ce n est qu*un 

controle chimique de reactions morphologiquemenl plus precises. La 

reaction de Tindophenine (V. Meyer) est rigoureusement spccifique des 

composes pentagonaux rnonoheterocycliques; elle est done donnee par 

les derives du furfurane, du thiophene, du sclenophene, du pyrrol et Icurs 

derives a noyau benzenique condense, coumarone, benzthiophene et indol. 
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4^^ La distinction entre les heterocycles est possible par la reaction appelee 

par Lison nitrosaminoreaction. Elle consiste a transformer tout d’abord le 

groupe imino —NH— present dans les noyaux du pyrrol et de I’indol, 

en nitrosamine par Taction de Tacide nitreux 

-t Nooil — -+-Il-O. 
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puis a mettrc secondairement la nitrosaminc en evidence par une reaction 

de Liebermann pour la detection des corps nitroses : la formation de 

dichrolnes fortement colorees en vert par Taction d’une solution de phenol 

dans Tacide sulfurique concentre. Pour pratiquer cette reaction, on traite 

d’abord la coupe pendant une ou deux heures par une solution de nitrite 

de soude a 5 pour 100 addltlonnee avant Temploi dc 5 pour 100 d’acide 

acetique; ensuitc, la coupe est dessechee, recouverte d’une goutte d’une 

solution de phenol a 5 pour 100 dans SO^H“ concentre et examinee dans 

le reactif. Cette reaction est donnee par les phenols, les amines aromatiques 

prlmaires et lous les corps renfermant le groupement imlno —NH—, 

Les premiers etant elimines par les reactions precedentes, la nitrosamlno- 

reaction montre done la presence d’un radical NH dans la molecule, et 

prouve alors Texlstence d’un radical pyrrol ou indol. 

5® Enfin, pour distlnguer entre les corps pyrrollques et les corps indo- 

liques, on se sert de la nitroreaciion. Celle-ci consiste a faire agir un melange 

sulfonitrique (SO'^H^ NO'^H, ana) sur la preparation. Les substances 

renfermant un noyau benzenique (et parmi elles les composes Indoliques) 

sont nitrees et se reconnalssent a leur couleur jaune canari; les noyaux 

pyrrollques seuls ne se nltrent pas. 

Le tableau suivant resume la discussion chlmlque du problfeme. 

HiMct ion. 

1. Ehrlich (dimelhylami- 

nohenzaldehyde). 

2. Azorcaciion. 

3. indophenine. 

4. Nilrosaminorcaction... 

3. NitroreacUon. 

Dofiiain'* <l<‘ r. 

phenols, arylamines, heterocycles 

phenols, arylamines, quelques com¬ 

poses heterocycliques 

furfurane, thiophene, pyrrol, couma- 

rone, benzthiop., indol et derives 

NH, phenols, arylamines primaires 

cycle benzenique 

violet 

0 

rouge violet 

vert 

jaune 

Par le recoupement de ces reactions, on peut done arriver a identifier 

avec une securite suffisante les composes renfermant un noyau indolique 

dans les tissus. 

B, Applications et resultats de ces methodes. — C’est dans la glande a 

pourpre des Murex que LlsON a recherche pour la premiere fois histo- 

chlmlquement les composes a noyau indolique. La pourpre est en effet 
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constituee par le 6.6'-'<libromindigo (Friedlander). 

1 

— -CO ()(’ 1 

1 (; ~ ( 1 
Ml Ml 

Un coup d’cEil sur sa formule rnontre immediatement sa parenle avec 

les composes indoliques. Cependant, dans la glande du Mollusque, la 

pourpre n’apparait qu’apres la mort et est done precedee par un chromo- 

gene. Comme Dubois Ta montre, les glandes a pourpre ne renferment 

pas en realite le chromogene, mais un prechromogene qu’un ferment, la 

purpurase, transforme en chromogene. Celul-ci, par oxydation, donne la 

pourpre. £tant donnee la parente entre la pourpre et les indols, il a semble 

logique a Tauteur de chercher a deceler ceux-ci dans la glande a pourpre. 

Les resultats de cette etude sont assez inattendus. 

La glande a pourpre est constituee par trois regions (Grynfeltt), 

disposees a peu pres parallelement et allongees d'avant en arriere : la zone 

mediale et les deux zones marginales, Tune branchiale et Tautre rectale. 

Seule la zone mediale merlte le nom de glande a pourpre : e’est la seulement 

en effet que se trouvent les cellules renfermant les prechromogfenes, 

qu’apres la mort de I’animal, on peut voir se transformer en pourpre. Les 

zones marginales ne participent pas a la secretion de la pourpre et leurs 

cellules {cellules de Grynfeltt) renferment un secretum granuleux sur 

la nature duquel on n’avait aucun renseignement. LiSON s’attendait a 

trouver un compose indolique dans les cellules de la zone mediale, secretant 

la pourpre; il ne put decider ni de son absence, ni de sa presence, parce que 

toutes les cellules lui apparurent reguli^rement videes de leur contenu. 

En revanche, les grosses granulations des cellules de Grynfeltt donnerent 

toutes les reactions decrites plus haut. Etant donnee la communaute 

d’origine des cellules de Grynfeltt et des cellules purpuripares, Tauteur 

pense que chacune de ces especes cellulaires, evoluee vers un type different, 

travaille pour son propre compte ct elabore, a partir de materiaux identiques 

ou analogues, des substances dlfferentes quoique chimiquement apparen- 

tees; Tune est indologene, Tautre est indigogene. Il n’y a en effet aucune 

relation entre la formation de la pourpre et le compose indolique des 

cellules de Grynfeltt. Il est vraisemblable que ce dernier represente la 

partie toxique de la secretion de la glande a pourpre. 
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Ces faits doivent etre rapproches de ceux qui viennent d’etre tout 

recemment etablis par VlALLI. Get auteur a pu etudier histochimiquement 

la secretion de la partle mediale de la glande a pourpre, que LiSON avait 

regulierement trouvee vide de son contenu; cette difference constatee 

par les deux auteurs doit probablement tenir a des conditions diverses de 

fixation des pieces. Le resultat de I’etude de VlALLI est egalement inattendu : 

les granulations des cellules purpuripares renferment une substance 

di ou polyphenolique, parfaitement caracterisee par les reactions histo- 

chimiques des composes phenoliques decntes plus baut. Cette substance, 

de par sa constitution chimique, ne peut se rattacher que tres difficilement 

a la pourpre. VlALLI a observe cependant qu’elle ne parait constituer qu’un 

des stades d un cycle secretoire. En effet, dans les quelques cellules ou 

il a pu voir se former la pourpre, les granulations ne donnent plus de 

fa<;:on certaine les reactions des composes phenoliques; done, au cours 

de la formation de la pourpre, qui doit certainement passer par un stade 

leuco, la substance perd les caractenstiques attachees a la presence des 

oxhydriles phenoliques. 

Les donnees histochimiques que Ton possede actuellernent sur la glande 

a pourpre des Murex posent done des problemes biochimiques interessants, 

rattaches d’ailleurs au probleme pharmacologique de I’activile toxique 

de la glande : les problemes de la genese de composes chimiques complexes 

a partir de composes a fonction phenohque ou indolique. 

Apres la glande a pourpre, le seul cas de substance a fonction indolique 

histochimiquement decelee a ete decrit par P. DuSTiN Jr, Dans le tissu 

granulopoietique de Protopterus Dolloi, une espece cellulaire distincte 

est bourree de grosses granulations incolorables par les colorants acides 

ou basiques d’aniline, colorables en noir par I’hematoxyline ferrique, 

presentant toutes les reactions ci-dessus decrites pour les composes a 

noyau indolique. Ces cellules semblent avoir une evolution catabolique 

et etre destinees a disparaitre ulterieurement; elles font partie d’un systeme 

de cellules qui constitue une veritable glande a secretion interne, langant 

dans la circulation des substances qu’elle a synthetisees et dont Taction 

est encore inconnue. 

IV. — Ur^e. 

Pour diceler et localiser histochimiquement Turee, deux methodes 

ont ete proposees. L’une est basee sur la precipitation de Turee sous forme 
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de combinaison mercurique (Leschke), I’autre consiste en la precipitation 

de I’uree par le xanthydrol. 

A. Meihode de Leschke. — Leschke (1914) utilisait une solution nitrique 

de nitrate mercurique [Hg(NO^)*] pour precipiter I’uree sous forme de 

combinaison uree mercurique Insoluble dans Tacide nitrique. Apr^s quol, 

il falsalt agir H^S, qul convertlt le mercure en HgS noir. 

Technique, — Plonger des pieces minces de tissu (0,5 a au plus) dans une solution 

demi-saturee de nitrate mercurique dans Tacide nitrique a I pour 100. Les y laisser un 

jour, puis layer dans Teau distillec plusieurs fois rcnouvclee. Inclure a la paraffine. Trailer 

les coupes par une solution saturce de H^S; coloration nucleaire a rheinalun. 

Nous discuterons plus loin la valeur de la methode de Leschke quant 

a la localisation de Turee. Les objections qu’on peut lul opposer sont 

exactement les memes que celles qui ont trait aux methodes au xanthydrol. 

Au point de vue chimique, on doit dire qu elle n'est pas du tout speclfique 

et que de nombreux composes tant inorganiques qu’organiques, qui 

sont egalement capables de donner des derives mercuriques insolubles, 

interferent. De plus, cette methode presente tous les Inconvenlents generaux 

des methodes indirectes. Le sel de mercure peut etre adsorbe par des 

colloides tissulalres et fournlr des reactions faussement Interpretees comme 

une localisation de Turee. Leschke lui-meme a fait observer que certalnes 

reactions constatees par lul devalent etre attrlbuees a des protides precl- 

pltes par le reactif. 

B. Methodes au xanthydrol, — FosSE (1914) demontra que Turee se 

combine avec le xanthydrol pour former un preciplte crlstallln de dixanthyl- 

uree insoluble dans I’acide acetique. Cette reaction est trhs caracte- 

ristlque. _ 

\_ _ 
.CO 

Dixantliylurec. 
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La dixanthyluree crisiallise sous forme d’aiguilles fines, quise groupent 

presque toujours en rosettes, de tallies diverses. Ces cristaux sont insolubles 

dans Tcau, Talcool, Tether, le toluene, Ic xylene, Tacide acetique glacial; 

11s sont detruits par le toluene phenique. 

Sur les coupes histologiques, la dixanthyluree est facilement rcconnais- 

sable a sa forme cristalllne et pent nileux encore etre mlse en evidence 

grace a sa birefringence tres marquee ; entre nlcols croises, les cristaux 

de dixanthyluree apparaissent fortement illumines. A Texamen mlcrosco- 

pique ordinaire en lumiere transinise, ils apparaissent colores en jaune 

verdatre, et, sous certalnes conditions, brunatres. 

La reaction au xanthydrol a ete appliquee par de nombreux auteurs, 

et presque uniquement a la recherche de Turee dans le rein et les organes 

excreteurs, par exemple par PoLlCARD, Chevallier, Stubel, Calabresi 

et Seppili, Walter, Piras, Oestreicher, Hollmann, Bonnet et 

Haushalter, Feyel, Laves. 

Les techniques utilisces par ces differents auteurs presentenl quelques differences, 

inais se ramenent toujours au meme type : precipitation dc I’urcc par une solution de 

xanthydrol dans Tacide acetique glacial. La technique de SriiBEL est une de celles qul 

ont ete le plus employees. Get auteur plonge de petites pieces de tissu dans une solution 

a 6 pour 100 de xanthydrol dans Tacide acetique glacial pendant 6 a 12 heures; ensuite, inclu¬ 

sion a la paraffine suivant les techniques histologiques habituelles. Les coupes sont colorees 

par une coloration histologlque quelconquc et examinees au microscope polarisant. OLIVER 

emploie un llquide renfermant 2*^ de xanthydrol, 10 ’"'^ d’alcool methylique et 20^"** d’acide 

acetique glacial. Certains auteurs pratiquent la hxation sur des fragments de tissus; d’autres 

injectent le fixateur par vole arterielle en ouvrant largement le foie ou les veines pour 

assurer Tecoulement du sang contenu dans les organes. 

Au point de vue speclficite, la methode au xanthydrol est irreprochable. 

La solution de xanthydrol dans Tacide acetique ne precipite, a part Turee, 

aucun constrtuant normal de Turine ou de Torganisme. Au contact des 

tissus imbibes d’eau, la solution de xanthydrol donne naissance a un 

precipite de xanthydrol, mais celui-ci est dissous integralement par les 

passages a Talcool necessaires pour Tinclusion et le traitement des coupes. 

In vitro, la reaction au xanthydrol est extremement sensible puisqu’elle 

permet de deceler par precipitation un milligramme d’uree dans un litre 

d’eau (Fosse). En Histochimie, sa sensibilite parait moindre. Certains 

(Oliver, Bonnet et Haushalter) estiment que Turee, a une concentration 

correspondant a la concentration normale du sang n’est pas decelable par 

la methode au xanthydrol. D’autres (Oestreicher) pensent que le contenu 
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physlologique des organes en uree peut etre decele histochimiquement 

et qu’on peut en appreclcr les variations quantitatives par le plus ou moins 

grand nombre de cristaux de dixanthyluree decelables dans les coupes. 

En revanche, si la reaction est hautement specifique et si sa senslbillte 

parait largement suffisante pour une etude histochimique, il s’en faut de 

beaucoup qu’elle solt sure au point de vue rnorphologique. La localisation 

du precipite de dixanthyluree ne correspond en effet en rien a la localisa¬ 

tion reelle de Turee, telle qu’elle existait sur le vivant. On doit opposer 

a la methode au xanthydrol toates les objections que nous avons deja 

developpees dans la partie generale de cet ouvrage au sujet de la precipi¬ 

tation in situ des substances solubles des tissus, lorsqu’elles ne sont pas 

liees a un substrat morphologiquement defini. L’uree est une molecule 

tres legere (poids moleculaire 60) et Tune des plus dlflfusibles que Ton 

connaisse dans I’organisme; au contraire, le xanthydrol est une molecule 

lourde et peu diffusible (poids moleculaire 198). La premiere aura large¬ 

ment le temps de diffuser avant que la seconde ne solt arrivee a son contact. 

Ce defaut sera d’autant plus marque que le fixateur penetre mal (500^^ en 

six heures, Oestreicher), parce que I’aclde acetique qui sert dc vehicule 

au xanthydrol est un puissant precipitant des protides et empeche ainsi 

sa propre penetration. Cette objection s’adresse surtout aux auteurs qui 

se sont contentes de plonger des fragments de tissus dans le liquide fixateur; 

a prioru les travaux effectues avec une methode aussi defectueuse sont 

evidemment sans aucune valeur. Les fixations effectuees par injection 

intravasculaire du fixateur sont moins mauvaises, mals ne peuvent etre 

considerees comme impeccables, a cause de I’enorme diffusibilite de la 

substance a rechercher. 

Mais il y a plus. La precipitation de Turee par le xanthydrol nest pas 

instantanee. La reaction n’est pas une simple precipitation, comme celle 

des chlorures par un sel d’argent; c’est une reaction de condensation entre 

molecules organiques, s’effectuant avec elimination d’eau. Cette reaction est 

relativement lente, comme Ta montre Fosse lul-meme. En fait, elle peut 

demandet de une a plusieurs heures suivant les quantites et les concentrations 

relatives des substances reagissantes. La precipitation de la dixanthyluree 

est done toujours retardee, meme en solution aqueuse pure; en solution 

colloidale, elle peut Tetre blen plus encore a cause de I’effet protecteur des 

colloi'des sur la precipitation. 

Un examen attentif des preparations obtenues au moyen de la methode 



168 L. LISON» 

au xanthydrol permet d’ailleurs de se rendre compte trfes aisement de 

Texistence de tels phenom^nes de retardement dans la precipitation. 

£tant donne que I’uree se trouve a Tetat dissous dans les humeurs de 

Torganisme, sa repartition doit y etre egale et tres diffuse; le precipite 

obtenu devralt done etre tres fin el assez regulierement reparti. Au contraire, 

par la methode au xanthydrol, le precipite dc dlxanthyluree est toujours 

forme de rosettes et d’agregats de cristaux, dont la tallle est souvent 

superieure aux cellules et peut devenir assez considerable. C est la le 

signe a peu pres mfaillible d une precipitation lente. On sait, en effet, 

que les cristaux sont toujours d’autant mieux formes que la cristalllsation 

est plus lente. D’autre part, pendant cette cristalllsation, des deplacements 

de substance peuvent s’observer. Oestreicher a ainsi note frequemment 

que des cellules ou des noyaux cellulaires fonctionnent comme centres 

d’attraction et de cristalllsation. L’aspect, la dimension et la repartition 

des cristaux varient suivant la profondeur de Tendroit envisage. Oestreicher 

en conclut tres justement que la localisation de Turee par la methode au 

xanthydrol n’est pas rigoureuse. « On ne peut, dit-il, de la localisation des 

agregats cristallins dans certaines cellules, conclure a une teneur speclale- 

ment forte en uree et, par suite, a une function speclale de ces cellules, 

comme on Ta dit par exemple de la localisation exclusive de Texcretlon 

ureique au niveau des epitheliums des tubes contournes renaux (Oliver). 

La localisation des cristaux de dixanthyluree depend cn premiere ligne : 

a, des proprietes du tissu et de la penetration plus ou moins rapide du 

reactif qui en est la consequence; i, de la position plus ou moins profonde 

des elements des tissus dans la coupe; c, du pouvoir de diffusion de Turee, 

corps facilement soluble. » 

La pertinence de ces graves critiques se trouve encore fortement renforcee 

quand on confronte les resultats obtenus par differents auteurs sur un 

meme materiel, le rein, par exemple. Ces resultats montrent des discor¬ 

dances considerables. En void quelques-uns. PoLlCARD ne trouve jamais 

de cristaux de dixanthyluree, nl intracellulaires, ni extracellulaires dans 

les glomerules, les tubes contournes de premier ordre et les anses de 

HenlE; il en trouve en grande abundance dans la lumlfere des canaux de 

Bellini. Chevallier et Chabanier trouvent de Turee dans le rein entier, 

aussi blen dans la corticale que dans la medullaire; dans la premiere, les 

cristaux sont surtout intracellulaires et rarement intratubulaires; dans la 

seconde, ils sont surtout intratubulaires et se trouvent aussi bien dans les 
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tubes de Henle que dans les tubes de Bellini. Bonnet et Haushalter 

n’ont jamais trouve de localisation Intracellulalre certaine. La repartition 

du precipite est inegale suivant les differentes parties du rein. Ces auteurs 

estlment que le precipite observe dans le rein provient d’une contamina¬ 

tion par Turlne provenant des voles urlnaires excretives et que la methode 

au xanthydrol ne peut, pour cette raison, avoir de valeur histochimique. 

Oliver trouve prlncipalement les crlstaux dans trois endrolts, les vaisseaux 

sangulns, les cellules des tubes contournes et la lumlere des tubes urini- 

feres; il n’en trouve pas dans la capsule de BoWMANN. Stubel en observe 

dans les glomerules, dans la capsule dc Bowmann, dans les cellules des 

tubes contournes, la lumlere des tubes droits et dans les interstices 

conjonctifs entre les vaisseaux et les tubes urlnaires. HoLLMANN trouve la 

repartition des cristaux inegale suivant les zones du rein; il Interprete ce 

fait en admettant que le rein ne fonctionne pas d’une mani^re egale dans 

tous ses points. Il observe des precipitations de dixanthyluree dans le 

glomerule et dans la capsule de BoWMANN, dans les cellules et la lumiere 

des tubes contournes, dans la lumiere des anses de Henle et des canaux 

collecteurs, dans les interstices conjonctifs et dans les vaisseaux. Feyel 

trouve de Turee dans les glomerules, mais jamais dans la membrane de 

Bowmann ; dans les tubes contournes et les tubes droits cortlcaux (portion 

corticale des tubes de Henle), la localisation est surtout intracellulalre; 

dans les tubes de Henle medullaires et les tubes de Bellini, elle est 

au contraire surtout intratubulalre. 

Ces discordances sont flagrantes et montrent blen Tinconstance et 

le peu de valeur de toutes les methodes au xanthydrol. Une tres 

legere varlante dans le traitement des pieces prodult d’importants 

changements; tout comme de legeres modifications dans une methode 

d’lmpregnatlon argentique produlsent Timpregnation de structures tres 

diffe rentes. 

Resumons. La methode de recherche histochimique de Turee par preci- 

pitatlon au moyen de xanthydrol doit etre categoriquement rejetee : la 

localisation obtenue par ce precede ne correspond pas a celle qui existait 

pendant la vie. La trop grande diflusibillte de Turee, le trop falble pouvolr 

penetrant du reactif, la trop lente formation du precipite de dixanthyluree 

font que la precipitation ne peut s’effectuer rigoureusement in loco; des 

facteurs incontrolables produlsent des deplacements de substance ou des 

cristallisations autour de centres d’attraction. L’ensemble de ces consi- 
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derations theoriques est confirme par Tetude attentive des resultats memes 

des auteurs qui ont accorde une valeur histochimiquc a la metliode. 

Quant aux interpretations physiologiques qu’on en a dcdultes, nous 

soinmes au regret de devoir les considerer sinon comme fausses» du moms 

comme manquant de base experirnentale solide. 
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CHAPITRE XL 

NUCUiOPROTIDES ET L£URS DERIVES. 

I. “ NuCL^PROTIDES ET ACIDES NUCLEIQUES. 

1. Introduction. 

En 1869, MieSCHER isola, des noyaux des cellules du pus, une substance 

qu’il appela nucleine et que nous appellerions aujourd’hui nucleoprotide; 

il montra qu’elle renfermail du phosphore. Quelques annees plus tard, il 

demontrait que cette substance etalt en realite le sel d un protlde basique 

(protamine) et d*une substance a caractere aclde qu’il appela aclde 

nucleique; presque en meme temps, Hoppe-Seyler, Kossel et MiESCHER. 

decouvraient que les nucleines pouvaient etre isolees de nombreux noyaux 

cellulaires. Depuis cette epoque, de nombreuses recherches chimiques 

se sont succedees pour elucider la constitution si complexe de ces 

substances. Elies ont donne des resultats de la plus haute importance. 

Parallelement au probl^me chimique des nucleines, s’est pose le probleme 

histochimique de la localisation de ces substances au sein de la cellule. 

Les premieres decouvertes de MlESCHER sont a proprement parler histo- 

chimiques, puisque des le debut elles avaient permis de localiser dans le 

noyau les nucleines qu’il avait decouvertes; et le titre des oeuvres completes 

de MlESCHER Texprime bien « Die Histochemischen und Physiologischen 

Arbeiten von F, MlESCHER », Etant donnee Timportance du noyau dans 

la physiologic cellulaire, les histologistes se sont toujours efforces de 

preciser davantage la notion fondamentale introduite par MlESCHER et 

de localiser avec la plus grande precision dans la cellule les nucleines et 

des acides nucleiques. Dans ce but, bien des methodes ont ete imaginees, 

et rien n’est plus instructif que revolution de I’Histochimie a ce sujet. 

Les premiers auteurs s’etaient efforcfe de localiser les nucleines en se 

servant des caract^res tinctoriaux de cette substance; THistochimie (on 
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disait alors Microchimie) du noyau telle qu’ils la pratlquaient alors n’etait 

pas autre chose que de TAnalyse chromatique. Plus tard, on essaya d*iden- 

tifier les nucleines soit par la mise en evidence d’un de leurs constiluants 

fondamentaux, le phosphore ou le fer, soit par Temploi de certains ferments. 

Enfin, beaucoup plus recemment, un chimiste specialise dans Tetude des 

acides nucleiques, Feulgen, a reussi a trouver une reaction extremenient 

precise des nucleines, parfallement applicable a rHistochlmie, la reaction 

nuclcale. 

Avant de passer en revue et de crltlquer ces differentes methodes, il 

nous parait bon de rappeler brievement quelques notions au sujet de la 

constitution chimique des nucleines. Le lecteur qui deslrcrait plus dc 

details a ce sujet se reportera aux traites recenls de Biochimie et speclale- 

ment au livre que Levene a consacre aux acides nucleiques. 

La Chiinie actuelle des nucleoprotides tourne pnnclpalcment aulour 

de la constitution du composant acidc qui en forme en quelque sorte la 

partie specifique, c’est-a-dire les acides nucleiques, et laisse assez dans 

Tornbre celle du protide qui leur cst accole. Les vues modernes sur les 

acides nucleiques tendent a ne reconnaitre Texistence dans la nature que 

de deux acides nucleiques. Le premier, I'acide zymonucleique (Hefenu- 

klelnsaiire, Yeastnuclelc acid), exlste chez les plantes; Tautre, Tacide 

thymonucleique, se rencontre dans les tissus animaux. Les deux acides 

nucleiques ont ccci de commun que, par hydrolyse, ils donnent nalssance 

aux matlcres sulvantes : de I’acide phosphorlque; 2^ un hydrate de 

carbone; iP des bases puriques, et 4^ des bases pyrldimlques. Ils different 

par la nature de leur groupement hydrocarbone et de leurs bases puriques. 

Le tableau suivant indlque la nature de ces composants pour les deux 

acides nucleiques, d’apres les donnees les plus recentes : 

Bases puriques .... 

Bases pyrimtdiques, 

Hydrate de carbone 

Aci.lo 

\ Adenine 

'' ’ ( Guanine 

\ Cytosine 

* ’ i Uracile 

... d-ribose 

f |j vfnnnu<‘lei(ju<‘. 

Adenine 

Guanine 

Cytosine 

Thymine 

d-ribod6sose 

Les acides nucleiques sent formes par I’union de quatre nucleotides; il 

n’y a pas lieu de discuter ici le mode d’union de ces nucleotides entre eux. 

Les nucleotides sont des esters phosphoriques des nucleosides; ceux-cl 
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sont eux-menies des glucosldes formes par runion d un hydrate de carbone 

avec une base puriquc ou pyrlmidique. 

2. Uanalyse chromatique et chromolytique des nucUines, 

Les tcntatives de detection histologique des nucleines par Tanalyse des 

caracteres de solubilite et de colorabilite sonl anciennes et nombreuses. 

Les considerations developpees dans la partie generale de cet ouvrage 

au sujet de la valeur histochimique de telles methodes nous dispensent 

d'insister ici. Nous avons montre que ces methodes peuvent avoir un 

interet morphologique car elles permettent de differencier des elements 

qu’autrement on confondrait, mals qu’au point de vue de THislochimie, 

elles n’ont absolument aucune valeur. En fait, elles ont conduit a des 

erreurs flagrantes, qui, souvent, n’ont ete redressees que recemment. 

On a ete jusqua pretendre que certains colorants constituent des reactifs absolument 

specifiques des nucleines. Tel serait par example le vert de methyle. Cette idee a etc 

misc cn avant avec beaucoup d’insistance par Pappenheim, et les affirmations de Unna 

et de son ecole n’ont pas peu fait pour la repandre. Certains auteurs vont meme jusqu’a. 

dire que suivant la teinte plus ou moins bleuatre de la reaction, on pourrait distinguer 

entre les nucleoprotides ct les acides nucleiques fibres. Nous avouons n’avoir jamais pu 

comprendre comment des assertions aussi gratuites ont pu trouver du credit. Des expe¬ 

riences elementaires montrent, en effet, que le vert de methyle est capable, suivant les 

conditions d’emploi, de colorer a peu pr^s tous les elements des coupes histologiques. 

tout comme n'importe quel colorant basique. 

3. La recherche de consiituants mineraux des nucleines, 

Lilienfeld et Monti, puls Macallum ont cherche a identifier les 

nucleines en niettant en evidence un de leurs elements fondamentaux, le 

phosphorc. L’ldee n est pas mauvaise, mais malheureusement, ainsl qu’on 

l a dlt plus haut, les methodes de recherche histochimique du phosphore 

sont absolument sans aucune valeur. De ce cote, on ne peut done qu’aboutlr 

a un echec. 

On a egalement essaye d’identlfier les nucleines en y mettant le fer 

masque en evidence. L’idee de la richesse en fer des nucleines est anclenne. 

Miescher avait admls que dans les tetes de spermatozoides existait cons- 

tamment une substance ferruglneuse non phosphoree, le caryogene* Ce 

caryogene constitueralt un des stades d’elaboration des acides nucleiques, 
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au cours Hu developpemenl Hu noyau. Macallum, poursuivant I’idee de 

Miescher, a affirme que le fer repr&ente un element constant des nucleines. 

D’apres lui, la presque totalite du fer cellulaire (abstraction faile bien 

entendu des derives ferrugineux cataboliques, comme les pigments ferru- 

gineux d’origine hematique) se trouverait localisee dans la chromaline. 

La recherche du fer constituerait done une methode Indirecte de detection 

histochlmique des nucleines, 

Cette theorie ne peut plus etre admise a Theure actuelle. Le fer que 

Macallum trouvalt de fa^on constante dans les noyaux provenait en reallte 

d’impuretes vehlculees par les reactifs et adsorbees par les structures 

nucleaires. La Chimle actuelle des nucleoprotides montre que les acides 

nucleiques ne possedent pas de fer dans leur molecule. D’autre part, les 

recherches les plus recentes, effectuees au moyen de techniques plus 

rigoureuses que celles qu’employalt Macallum, ont montre que la pre¬ 

sence de fer dans les noyaux cellulaires est un phenomene assez excep- 

tionnel, C est la un point sur lequel PoLiCARD a encore tout recemmenl 

insiste (Congres des Anatomistes, Bruxelles, 1934; Bull. Hist., mai 1934). 

4. Recherche des nucleines par la nuclease. 

On a cherche, d’autre part, a identifier les nucleines en se servant de 

Taction specifique d un ferment, la nuclease, etudlee in vitro par Sachs. 

Des recherches basees sur cette idee ont ete effectuees par Oes chez les 

vegetaux, van Herwerden, Jorgensen, sur des tissus animaux. En faisant 

agir sur des coupes une solution de nuclease a 37^ pendant un ou deux 

jours, les nucleines doivent etre dissoutes a Texclusion de tout autre 

element cellulaire. Cette methode est passible des critiques generales 

qu’on peut adresser aux methodes utilisant des ferments. L*action de 

ceux-ci depend non seulement de la nature chimique des substances 

etudiees, mais egalement de leur elat physique. Aussi, certaines nucleines 

peuvent-elles tres bien resister a Taction du ferment selon Tetat de combl- 

naison de Tacide nucleique et suivant la texture plus ou moins serree de 

la structure qui les contient. Aussi, interprete-t-on souvent les resultats 

et dit-on qu’un resultat positif (e’est-a-dire la dissolution de Telement) 

a seul de la valeur, un resultat negatif etant sans signification. 

Cette conclusion est deja trop optimiste. En effet, la nuclease, telle que 

Tont employee les auteurs ci-dessus, est bien loin d’etre pure. Elle renferme 
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en reallte, comme Wermel le note, tout un arsenal de ferments. Meme les 

nucleases preparees par les biochimistes modernes sont bien loin d’etre 

pures; ainsi, la preparation connue sous le nom de takadiastase, utilisee 

par Noguchi, a du etre reconnue par I’autcur lui-meme comme renfermant 

un grand nombre de ferments differents qu’il n’a pu separer. 

Les resultats donnes par Tapplication de la nuclease sont done extreme- 

ment sujets a caution. 

Void, par cxemple, quelques resultats suspects : la chromatlne des 

spermatides de Mammlferes n’est pas digeree par la nuclease; pourtant, 

on ne pent douter de la presence de nucleines a leur niveau. Les corps 

de Nissl, au contraire, sont dissous. Or, par la reaction de Feulgen- 

Rossenbeck, on a pu prouver I’absence de nucldne animale a leur niveau. 

Les granulations de mdachrornatine (volutme) des Protistes sont egalement 

dissoutes; les dudes rdentes sur la nature de la mdachromatine nc 

permettent plus guere d’admettre qu’elle renferme une nuclelne vraie 

(Wermel). 

5. Reaction nucleate de Feulgen-Rossenbeck. 

R. Feulgen, a qui Ton doit d’importantes dudes sur la constitution 

des nucldnes, a ddouvert un test spdifique de I’acide thymonucldque, 

Apres une hydrolyse legde en milieu acide, I’acide thymonucldque donne 

nalssance a une matiere colorante rouge vlolette sous Taction du reactif 

de ScHlFF (fuchsine ddolord par Tacide sulfureux). Cette rdetion, 

appliqud a Tdude hlstologique par Feulgen et RosSENBECK, constltue 

le meilleur test histochlmique d’dude des nucldnes. 

Pour bien comprendre la portd de cette reaction, il importe d’en dabllr 

le mdanisme, qui n’a de entidement eluclde que recemment. 

L’acide thymonucldque est assez labile et il suffit d’une hydrolyse 

moderd, pour en separer les bases puriques; le corps qui se forme ainsi 

est appele, depuis KossEL et Neumann, acide thymique, Entre autres 

rdctlons d’aldehydes, cet acide jouit de la propride de recolorer la 

fuchsine ddoloree par Tacide sulfureux. Comme Feulgen Ta montrd 

ces proprietes de Tacide thymique sont dues aux groupements glucidiques 

de cette substance, qui « masqud » en quelque sorte dans Tacide thymo¬ 

nucldque, ont de liberd par Thydrolyse. Le schema suivant, constrult 

d’apr^s les formules les plus recentes de Levene, exprime cette relation 
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entre les deux acides 

ac. phosphor. — glucide — pyrimidine, 
i 

ac. phosphor. — glucide — purine, 

ac. phosphor. —glucide — pyrimidine, 

ac. phosphor. — glucide — purine. 

En italiques sent indiquees les purines qui sont eliminees de Tacide 

thymonucleique par Thydrolyse. 

La nature du glucide responsable de la reaction de Feulgen a ete assez 

discutee. Feulgen le considerait comme un hexose possedant un groupe- 

ment aldehyde vrai (on sait que les aldoses normaux ne se comportent 

pas comme des aldehydes envers le reactif de Schiff), voisin du glucal, 

que venait de decouvrir Fischer, et Tappelait nucleal, la terminaison al » 

indiquant sa nature aldehydique. C’est pour cette raison que la reaction 

que decouvrit Feulgen ful appelee par lui reaction nucleale Levene 

et ses collaborateurs LONDON, Mikeska et MoRI ont demontre que ce 

glucide n’est pas un hexose, mais un desoxypentose en Toccurrence le 

d-ribodesose ou thyminose 

_{)__ 
lIColl-CII . 

11/ 

Ce d-ribodesose presente toutes les proprietes de la substance nucleale 

et en particulier recolore en rouge violet le reactif de ScHlFF, quoique struc- 

turalement 11 ne solt pas une aldehyde. La reaction est d une tres haute 

sensiblllte. 

Technique. — La reaction nucleale comprend fondamentalement deux temps; le premier 

consiste en une hydrolyse acide; le deuxi^me, en Taction du reactif de ScHIFF', Avant 

d’exposer la marche de la reaction, nous dirons quelques mots de la fixation a employer 

lorsqu’on veut effectuer la reaction de Feulgen-RossenbECK. 

1'* Fixation. — Feulgen et les premiers auteurs qui ont utilise la reaction nucleale 

consideraient comme essentiel de ne pas se servir comme fixateurs de liquides renfermant 

une aldehyde ou un reactif oxydant susceptible de donner une aldehyde aux depens de 

Talcool employe dans les manipulations ulterieures. Feulgen et RosSENBECK fixaient dans 

le sublime (6 pour 100) acetifie (2 pour 100), Verne dans le meme fixateur ou dans Talcool 

absolu. II a ete reconnu depuis que Tusage de fixateur formole ou renfermant des oxydants 

(bichromate, acide chromique, etc.) n’a aucune influence sur la specificite de la reaction. 

Les aldehydes, en effet, ne paraissent pas etre adsorb^es par les elements cellulaires et 
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un simple lavage suffit pour en debarrasser les preparations. Le fixateur de Feulgen a 

le gros desavanlage de permcttre un fori gonflenient de la chromatine sous Taction des 

manipulations subsequentes. Bauer a fait une etude systematique des meilleurs flxateurs 

a employer. Les resullats optimum sont obtenus par la fixation au moyen des melanges 

conslderes par tons les blslologlstes comme les meilleurs flxateurs nucleaircs, par exemple 

le Champy, le Flemming sans acide acctique, le Zenker. le Helly, le Bouin-Allen. 

Le Carnoy, le Pftrunkewitsch ct le Bodin ne sont pas a recommander, car les structures 

supportent alors rnal Thydrolyse. I..a reaction nuclcale pent s effectuer aussi bien sur frottis, 

sur c oupes par congelatlcui, sur coupes a la paraffine et merne sur pieces (Voss). 

2** Hydrolyse. - Les coupes deparaffinees sont poriees dans une solution d’aclde chlor- 

bydnque normal (82^"’',5 de M Cl dc densite 1,19 pour 1 litre d’eau distillee) maintenue 

a la temperature constante de 60'*, pendant un temps convenable. La duree de Thydrolyse 

dans la methode origlnale de Feulgen est de 4 minutes; elle varie sulvant le fixateur et 

le maleriel employe et est done a determiner dans chaque cas; le temps optimum est 

generalement compris entre 5 minutes et 15 minutes. Une hydrolyse trop longue provoque 

un affaibllssemcnt dc la reaction. L’hydrolyse terminee, Tarreter brusquement par rin9age 

a 1 eau distillee, 

3" Action da reactif dc ScHlFF.— Les preparations sont alors traitees par le reactif de 

SciilFF pendant I heure et demie; apres quoi, on passe success!vement pendant 2 minutes 

chaque fois dans trois recipients renfermant de Teau saturee d’acide sulfureux. Ce rin^age 

a Teau sulfureuse est un temps tres important. II est destine a eliminer toule trace du 

reactif de ScHIFF qui pourrait adherer a la coupe. Si ce ringage est effectue dans de Teau 

distillee, le reactif de SciIIFF peut s’hydrolyser avec mise en liberte de fuchsine basique; 

celle-ci pent alors teindre secondairement des elements de la preparation. Cette hydrolyse 

ne peut avoir lieu dans Teau chargee de SO‘“. Apres les trois ringages a Teau sulfureuse, 

on lave a Teau distillee, puis monte au baume suivant les methodes habituelles. Les elements 

renfermant de Tacide thymonucleique sont colores en rouge violet ou violet. 

Preparation du reactif de ScHiFF, d’aprLs Feulgen : 1^ de fuchsine basique pulverisee 

est dissous a Tebullition dans 200''“* d’eau. Refroidir a 50'\ ajouter 20'’“*'* H Cl normal; 

refroidir a 25'*, ajouter 1" de bisulfite de soude anhydre et rnettre dans un flacon bouchant 

bien. Apres quelques heures, la solution se decolore; elle est utilisable au bout de 24 heures 

et se conserve Ires bien en flacon bouche. Elle doit etre jaune paille ou incolore; si elle 

presente une coloration rouge ou rose, indiquant la regeneration de la fuchsine initiale, 

elle doit ctre rejetee. 

Reactif d’apres Wermel : au lieu d’etre constitue, comme le reactif de ScHiFF, par 

« Tacide fuchsine sulfureux «, le reactif de Wermel est en realite constitue par le derive 

monoaldehydique de celui-ci. II presente I’avantage d’etre plus sensible et de s’hydrolyser 

moins aisement. On prepare d’abord le reactif d’apr^s Feulgen. Deux heures apr^s 

on ajoute 0'“*\2 d’acetaldehyde et Ton voit apparaitre une belle couleur violette. Apres 

une demi-heure ou 1 heure, on rajoute 20^^ de H Cl normal et 1* de sulfite de sodium. 

La solution se redecolore en I a 2 jours. Une fois d^coloree entierement, la solution est 

prete et se conserve longtemps en flacon bien bouche. 
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Les solutions cle ringagc s’obtiennent en ajoutant a 200'"'“ d’eau distillee 10'"*' d une 

solution a 10 pour 100 de bisulfite de soude anhydre et 10'"** de H Cl normal. Elies doivent 

ctre proparees ebaque jour. 

Remarque. — Lorsque Ton efiectue la reaction nuclcale, il faut toujours fairc une prepa¬ 

ration temoin. Cette preparation est plongee, sans hydrolyse, dans le reactif de ScHlFF. 

La reaction doit ctre negative, Quand on effectue ce test, Taction du reactif de ScHlFF ne 

doit pas etre prolongee plus d une demi-heurc a 1 heure, car au bout de ce temps, Tacidite 

propre du reactif peut produire une hydrolyse de Tacide ihymonucleique et alors donner 

une reaction positive. 

La reaction nucleale n est pas donnee par tons les acides nucleiques, 

comme I’enseigne un examen attentif de son mecanisme. 

Elle n’est positive que pour ceux d entre eux dont le groupement gluci- 

dique est le J-ribodesose, e’est-a-dire pour I’acide thymonucleique; 

I’acide zymonucleique, dont I’hydrolyse libere un pentose, le d-nbose, 

ne la donne pas. 

Pour apprecier la specificite de la reaction, il importe de toujours bien 

avoir present a I’esprit que la reaction nucleale est constituee en realite 

par Xensemble de deux reactions : Thydrolyse et Taction de la fuchsine 

decoloree par Tacide sulfureux. Ces deux temps sont absolument neces- 

saires pour que Ton puisse parler de reaction nucleale. Aussi, pour pouvoir 

dire que la reaction nucleale est positive, il faut : 1^^ que Ton obtienne une 

coloration par la reactif de ScHiFF apres hydrolyse acide et 2^^ que Ton 

n’obtienne pas de coloration par le meme reactif sur une preparation non 

soumise a Thydrolyse. 

Cette condition nous permet d’affirmer le haut degre de specificite de 

la reaction nucleale. En effet, si les substances capables de recolorer en 

violet le reactif de ScHIFF sont assez nombreuses (les aldehydes seules dans 

Topinion classiques; en reahte, comme LiSON Ta montre, non seulement 

les aldehydes, mais encore certaines cetones, des composes non satures, 

des aminoxydes, le brome libre, des systemes catalytiques oxydants), 

on ne connait, a Theure actuelle chez les etres vivants, aucune autre 

substance que les acides thymonucleiques et leurs derives, qui, ne le 

recolorant pas a Tetat natif, soient capables de le recolorer apres une tres 

legere hydrolyse. L’objectlon, quelquefols presentee, que la reaction 

nucleale est seulement une reaction generale d’aldehydes, temoigne d’une 

profonde ignorance du mecanisme de la reaction. C’est le reactif de ScHiFF 

qui est un reactif d’aldehydes; la reaction de Feulgen implique une 
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hydrolyse, prealable a Taction du reactlf de ScHIFF; sous Taction de 

Thydrolyse, une substance ScHIFF-negative doit devenlr ScHIFF-posltlve. 

On peut rencontrer dans les tissus des substances recolorant la fuchsine 

decoloree par Tacide sulfureux, soit Immediatement (cas des fibres elas- 

tiques par exemple, Feulgen et Rossenbeck), soit apres traitement par 

certains reactifs (corps gras apres traitement par le sublime, Feulgen et 

VoiT, Verne; glycogene apres traitement par Tacide chromique, Bauer). 

Ces reactions sont fondamentalement differentes de la reaction nucleale 

et c’est une grossiere erreur que de les confondre avec celle-cl. Ce n*est 

pas Templol du reactif de ScHIFF qui caracterlse la reaction nucleale, c’est 

la succession d’une hydrolyse et de Temploi du reactif de ScHiFF. Le 

reactif de ScHiFF n’est pas speclfique, mals la reaction de Feulgen Test. 

II faul prendre garde, en efiectuant la reaction nucleale, a une impor- 

tante cause d’erreur que nous avons deja slgnalee. C*est la possibilite 

d’une hydrolyse du reactif de ScHiFF avec regeneration de la fuchsine et 

coloration secondaire d’elcments basophiles de la preparation. Pour Teviter, 

il faut prendre les precautions que nous avons diles, a savolr un rin^age 

tres scrupuleux a Teau chargee d’acide sulfureux. C’est probablement 

pour n’avoir pas pris garde a ce point que certains auteurs ont obtenu 

des resullats reconnus faux. Redenz a alnsi decrlt une reaction nucleale 

positive au niveau des blocs de NlSSL des cellules nerveuses, alors que 

beaucoup d’autres auteurs Tont trouvee constamment negative (Berg, 

Wermel, Hertwig, Voss, Verne). Cest egalement pour cette raison 

que Ton trouve tant d’indications contradlctolres au sujet de la presence 

ou de Tabsence d’acide thymonuclelnique chez certains Protistes. 

Au point de vue morphologique, la reaction nucleale parait actuellement 

realiser tous les desiderata. Le procede original de Feulgen etait assez 

defectueux, car Thydrolyse produlsait un fort gonflement et une vacuoli- 

sation des structures nucleaires. L’emploi de mellleurs fixateurs a permis 

de supprimer ces defauts. VoN Mollendorff avait suggere une erreur 

possible dans la reaction nucleale. Les aldehydes produites par Thydrolyse 

ou bien la matiere colorante se produisant par Taction du reactif de ScHiFF 

sur Thydrolysat ne pourraient-elles diffuser et provoquer une teinture 

secondaire d’elements cellulaires voisins? Feulgen a repondu a cette 

objection en montrant que ni le produit d*hydrolyse, ni la coloration ne 

peuvent diffuser de fa^on appreciable, car des lavages meme prolonges 

ne peuvent les deplacer des structures auxquelles elles sont llees. Wermel 
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a egalement eflfectue sur ce sujet des experiences decisives, trop longues 

a rapporter ici. 

6. Resultats histochimiques de la reaction nucleale. 

La reaction nucleale nous apparait done comine une reaction histo- 

chimique de grande valeur. En effet, elle permet de suivre au sein des cellules 

la destinee des substances nucleaires et non plus, comme le faisaient les 

methodes d’analyse chromatiques, celle des structures nucleaires. 

En premier lieu, grace a elle, on a pu preciser la localisation des nucleines 

dans le noyau. Celles-ci se trouvent uniquement au niveau de la chroma- 

tine », c*est-a-dire de Telement basophile du noyau. Les nucleoles n’en 

presentent pas trace (Wermel). Dans les noyaux en cinese, les chromo¬ 

somes presentent toujours une reaction nucleale intense. 

En dehors du noyau, chez les Metazoaires, on n’a pas trouve jusqu’ici 

de substances presentant la reaction nucleale. Les constatations contraires 

(Redenz, Hope-Hibbard) ont ete controuvees (0* 

On sait qu’a differentes reprises on a considere des elements cylo- 

plasmiques comme renfermant des nucleines ou des substances apparentees; 

par exemple les corps de NiSSL des cellules nerveuses, les granulations 

des mastocytes, les grains de keratohyahne, les granulations basophiles 

apparaissant dans les oeufs apres la fecondation. Toutes ces hypotheses 

etaient basees presque uniquement sur des analogies de colorabilite avec 

la chromatine ou sur des etudes chromolytiques. Les constatations effectuees 

au moyen de la reaction nucleale contredisent toutes ces idees, en montrant 

I’absence, au niveau des elements consideres, d’acides nucleiques du type 

de Tacide thymonucleique; la possibility d’existence d’autres acides 

nucleiques (pentosenucleoprotides) ne peut bien entendu pas etre exclue, 

puisque ces substances ne donnent pas la reaction nucleale. 

D’autre part, la reaction nucleale a suscite d’importantes recherches sur 

le metabolisme des acides nucleiques chez les Metazoaires. De fa^on 

generale, la reaction nucleale donne des resultats paralleles, a la fois comme 

(^) Cependant, au cours de Tmtoxication a la tripaflavine, DuSTIN et Mayer ont vu 

apparaitre des spherules cytoplasmiques donnant la reaction nucleale. Cette excretion 

spherulaire de nucleines, consecutive a Finhibition mitotique est function de I’arrct des 

cineses et semble 6tre Fexpression d’un balancement entre Factivite caryocinetique et 

une forme d’activite s^cretoire. 
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localisation et comme intensite, aux colorations de la chromatine telle 

qu’on Tobtient par les colorants basiques. Lorsque la colorabilite des 

caryosomes augmente, Tintensite de la reaction nucleale augmente egale- 

ment et vice versa. Cependant, il existe une exception importante; dans 

les noyaux des ovocytes de premier ordre, au stade de grand accroissement, 

la reaction nucleale devient negative, alors meme quc les chromomeres 

des chromosomes plumeux conservent une basophilic assez marquee. 

Ce fait, observe pour la premiere fois par KoCH en suivant Tovogenese 

des Chilopodes au moyen de la reaction nucleale, a ete confirme sur des 

materiaux ties divers par un grand nombre d’auteurs : Voss, LuDFORD, 

Brachet, Mukerji, Gresson, Bauer, Marza. Ce n’est qu’a la maturation 

que la reaction nucleale reparait, d’ailleurs strictement localisee aux 

chromosomes. Cette disparition de Tacide thymonucleique a un moment 

donne de Tovogenese n’cst pas due a une simple dilution de Tacide thymo¬ 

nucleique dans la vesicule germinative, comme Ta suppose Feulgen, 

mais a une transformation chimique entrainant la perte de la reaction 

(Koch, Ludford, Brachet). La signification profonde de ce fait curieux 

a fait Tobjet de tres belles etudes de J. Brachet. Dans Tovocyte de premier 

ordre parvenu a la fin de son accroissement, il n’existe pas de reserve appre¬ 

ciable d’acide thymonucleique, ni nucleaire, ni cytoplasmique, contrai- 

rement a Thypothese de CoDLEWSKl. Au cours du developpement ulterieur 

de Toeuf, se produit une synthese d’acide thymonucleique. Chez certaines 

especes (Oiseaux) la synthese est totale, conformement a la theorie de 

Loeb : le phosphore est emprunte a d’autres composes phosphores, les 

bases puriques et les radicaux hydrocarbones de I’acide thymonucleique 

sont synthetises de toutes pieces. Chez d’autres espfeces, au contraire, 

comme I’Oursin, sur lequel a specialement travaille J. Brachet, il doit 

se produire une synthese d’acide thymonucleique a partir d’autres nucleo- 

protides, vraisemblablement de pentosenucleoprotides cytoplasmiques (non 

demontrables histochimiquement puisque ne donnant pas la reaction 

nucleale, mais dosables par voie chimique). 

Nous avons dit plus haut que, typiquement, I’acide thymonucleique se 

rencontrait chez les organismes animaux, tandis que I’acide zymonucleique 

etait I’apanage des organismes vegetaux et des protistes. Ces vues, obtenues 

par I’etude biochimique, ont du etre corrigees par les recherches histo- 

chimiques. Chez les vegetaux superieurs, Feulgen et RosSENBECK ont 

reconnu que les noyaux donnent parfaitement la reaction nucleale. Dans 
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ces organismes, il y a done coexistence des deux acldes nucleiques. L’acide 

thymonucleique est localise au noyau, tandis que I’acide zymonucleique 

semble toujours etre a Tetat diffus, dans le cytoplasme. Dans les levures 

et les bacteries, d’apres Feulgen et Rossenbeck, 11 n’existerait pas d’acide 

thymonucleique. Verne, a ce propos, fait remarquer que ces organismes 

ne possedent pas de noyau et que, des qu’apparait le noyau comme organe 

figure, I’acide thymonucleique apparait aussi. On pourrait tout aussl 

bien, nous semble-t-il, soutenir la proposition reclproque : des qu’apparait 

I’acide thymonucleique, il est dans un noyau. On doit done conclure 

qu’entre le noyau, organe figure, et Tacide thymonucleique, substance 

chlmique deflnie, il existe un rapport constant et etroit. Ce fait doit avoir 

une haute signification blologique, quoiqu on nfe puisse encore preclser 

davantage Timportance de ces relations entre la Morphologie et la Chimie. 

Chez les Protlstes, cependant, il existe pas mal de divergences entre les 

auteurs au sujet de la reaction nucleale. Dans certains organismes, les uuf 

ont decrit des corpuscules donnant une reaction nucleale positive, tandis 

que les autres n’ont pu la retrouver. La levure de biere, d’apres Feulgen 

et Rossenbeck, Wermel et Sassuchine, ne donne pas de reaction; d’apres 

Reichenow et Rochlina, la volutine de cet organisme donnerait une 

reaction positive. Le noyau des Rhizopodes ne presenterall pas d’acide 

thymonucleique d’apres les uns (Wermel, Pietschmann) et en presen- 

terait d’apres d’autres (BoGDANOWiCZ, V. ScHUCKMANN, ZuELZER. JlROVEC, 

Reichenow). Nous pensons que ces resultats discordants doivent provenir 

d’erreurs techniques, d’autant plus trompeuses que les dimensions du 

materiel a examiner sont plus reduites. 

II. — Purines. 

Les bases puriques constituent des elements importants du metabo- 

lisme. Comme on le salt, chez la plupart des animaux, ils resultent du 

catabolisme des nucleoprotides. Cela justifie leur presentation dans ce 

livre a la suite des nucleoprotides, quoique, comme on le salt, chez certains 

animaux (Sauropsides), ils derivent egalement du metabolisme protidique 

general. 

L’Histochimie des bases puriques n’est pas encore tres developpee et 

prisente encore de grosses lacunes. Cet itat de choses est du a plusieurs 
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raisons. Tout d’abord, ainsi qu’on le verra plus loin, les methodes de mise 

en evidence des purines sont encore assez deficientes; elles manquent 

surtout de specificite. D’autre part — et ceci est plus grave — les possi- 

bilites d’etude histochimique des purines se trouvent limitees chez un 

grand nombre d’organismes et specialement chez les Verlebres superieurs 

par le fait qu’on eprouve les plus grandes difficultes a les precipiter 

lorsqu’elles existent a Tetat dissous. Ainsi, il est pour ainsi dire impossible 

de surprendre les stades de rellminatlon renale physiologique de Tacide 

urique, meme chez les Oiseaux ou elle est considerable. II faut en injecter 

des quantiles considerables pour qu’on puisse la retrouver sur les coupes. 

Ne sont guere abordables que les purines qui se trouvent d’avance a I’etat 

figure dans Torganisme, soil a Tetat cristallin (iridocytes, guanophores des 

Vertebres inferieurs ou des Invertebres), soil en liaison avec un substratum 

organique (concretions puriques chez de nombreux Invertebres). 

Dans ces cas, la fixation des purines ne presente aucune difficulte; il 

suffit de fixer par un liquide qui ne les dissolve pas. C’est generalement 

1 alcool absolu qui est preconise. Nous lui prefererions Talcool-formol, 

qui donne des fixations histologiques meilleures. Les fixateurs aqueux 

et surtout les fixateurs fortement acides doivent el re evites. 

Parmi les reactions proposees pour detecter histochimiquement les 

purines, il en est qui sont communes a toutes les purines; les autres ne 

sont donnees que par certaines d’entre elles. 

1. Reactions communes a tons les corps puriques. 

A. Methodes argentiques. — Les methodes argentiques de detection 

des purines sont basees sur Tinsolubilite de leurs sels argentiques. La base 

est transformee en son sel d’argent, puis Targent est mis secondairement 

en evidence par reduction, soil a la lumiere, soil par Taction d’un revela- 

teur photographique. Tel est le principe des methodes d’AwTEN, de CoUR-' 

MONT et Andre, de Ciaccio, de Leschke, de Hollande. La valeur de 

ces reactions est fort inegale, En effet, il s’agit de reactions indirectes, et 

Ton sail combien ces methodes sont sujettes a des causes d’erreur tenant 

a Tadsorption du sel argentique par les tissus. D’autre part, beaucoup 

d’autres substances que les purines sont capables de donner, par Taction 

d’un sel d’argent, un precipite insoluble; la reaction n’est done pas speci- 

fique. Ce qui est plus caracteristique et a peu de chose pres specifique 

pour les purines, e’est Vinsolubilite de ce sel d’argent dans un exces d’ammo- 
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niaque. Les methodes jusqu’ici proposees ne tiennent pas compte de ce 

fait. Les unes emplolent le nitrate d’argent en solution neutre, conime 

celles de CoURMONT et Andre, de HoLLANDE; ce sont les moins specifiques 

de toutes; elles donnent des resultats positifs en Tabsence de purines. 

Ainsi, CoURMONT et Andre ont obtenu des resultats positifs sur le rein de 

la Grenouille, dont Turine ne renferme pourtant que des traces absolument 

infinitesimales de purines (Nebelthaus, Ebstein). Quant a la reaction 

de Hollande, il suffit de Tappeler reaction de KOSSA et alors elle est censee 

mettre en evidence le phosphate de calcium! D’autres methodes utilisent 

des solutions ammoniacales de nitrate d’argent (ClACCIO, Leschke), ou 

de chlorure d’argent (Anten). Elles sont un peu moins mauvaises, mais la 

possibilite d*une adsorption du sel d’argent par des protides cellulaires 

n’est pas le moins du monde exclue et la specificite de la reaction demeure 

toujours tres aleatoire. On doit d’ailleurs reinarquer que les methodes 

de Anten, Leschke et Ciaccio s’cffectuent sur pieces entieres et non 

pas sur coupes. Ce sont la des conditions de travail extremement defa- 

vorables, car les tissus ont un pouvoir reducteur assez considerable pour 

reduire a eux seuls le nitrate d’argent ammoniacal, rcactif des plus instables. 

Cela est tellement vrai que ClACClO, apres avoir tralte les pieces de 1 a 

5 jours par le nitrate d’argent ammoniacal, a Tobscurite, monte les prepa¬ 

rations sans avoir fait intervenir un reducteur quelconque : les granulations 

d’argent reduit qu’il voil, il les interprete comme purines. Disons plutot 

qu’il s’agit de sel d’argent reduit par un trop long sejour au contact des 

tissus. 

Nous sommes convaincus que les methodes argentiques jusqu’ici propo¬ 

sees pour la detection des purines n’ont absolument aucune valeur et 

nous estimons inutile d’en detailler la technique. 

Une methode argentique rationnelle de detection des purines devrait 

ne s’eflfectuer que sur coupes; on devrait traiter des coupes, apres un 

lavage soigneux a I’eau distillee, par une solution de nitrate d’argent 

ammoniacal, renfermant un exces assez notable (au moins 5 pour 100) 

d’ammoniaque; ce traitement devrait etre assez court, quelques heures 

au plus; apres traitement argentique, devrait suivre un rin^age tres soigne 

dans de I’eau ammoniacale plusieurs fois renouvelee; ensuite, reduction 

par un revelateur photographique, comme par exemple dans la methode 

de Cajal; puis virage a I’or et fixage a I’hyposulfite. Malgre tout, les resul¬ 

tats d’une telle methode devraient etre critiques. Un resultat positif 
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obtenu au niveau d une inclusion cytoplasmique amorphe devrait etre 

considere avec beaucoup de prudence, en raison de la possibilite d une 

adsorption par des protides tissulaires. Seul, un resultat positif au niveau 

d’une inclusion cristalline pourrait etre considere comme ayant quelque 

valeur. En effet, c’est seulement quand on a affaire a des corps cristallises 

que Ton est a peu pres sur de la purete de la substance etudiee. 

B. Methode de SaiN'I'-Hilaire. — Cette methode est egalenient une 

melbode indirecte. Elle est basee sur le fait que les sels cuivreux des purines 

sont insolubles; le cuivre est mis secondairement en evidence par Taction 

du ferrocyanure de potassium, qui donne du ferrocyanure cuivreux rouge. 

Methode. — 1^' Fixer les pieces dans de I’alcool absolu; inclure a la celloidine: 2‘^ placer 

les coupes dans SO'* Cu a 5-10 pour 100 pendant plusieurs beures; 3“ transporter dans une 

solution trcs chaude et saturee de bisulfite de sonde 1 a 2 minutes; 4‘’ laver tres soigneuse- 

ment a Teau distillce; 5^, trailer 10 minutes par une solution de ferrocyanure de K a 

1 pour 100; laver. Deshydrater, xylol, baume. £ventuellement, coloration de fond par 

un bleu basique. 

Methode II : fixer les tissus frais dans une solution chaude concentree de bisulfite 

de Na, additlonnee d’une solution de SO** Cu jusqu’a apparition d’un precipile; 2^' laver 

a fond; 3“ dlssocier ou couper; 4” trailer par le ferrocyanure. 

Cette reaction est une fois de plus sujette a toutes les critiques adressees 

aux methodes indirectes; elle n’est pas specifique. Des albuminoides, 

comme la protamine et Thistone, peuvent donner des reactions positives 

(Prenant). PoLlCARD n’a eu que de mauvais resultats avec cette methode. 

Stempel, d’autre part, a observe que la coloration rouge caracteristique 

de la reaction pouvait se produire toute seule, en Tabsence de toute purine. 

2. Reactions speciales des di0erents corps puriques, 

A. Reaction de la murexide. — La reaction de la murexide, bien connue 

en Macrochimie, peut etre appliquee en Histochimie. Cependant, une 

reserve s*impose : une reaction positive prouve la presence d’une purine, 

mais negative, elle ne prouve rien. En effet, lors du premier temps de la 

reaction (traitement par Tacide nitrique), il y a formation soit d’alloxanthine, 

soit de nitroxanthine (suivant qu’il ne s’agit de la reaction vraie de la 

murexide ou de la reaction dite xanthique). Ces corps sont extremement 

solubles dans tous les r^ctifs et doivent done disparaitre de la coupe. 
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En fait, ils le font toujours, sauf iorsqu’ils sont retenus en quelque ‘>orte 

par des albuminoides du substrat (cas des inclusions puriques du rein 

des Mollusques eludiees par TuRCHlNl). La reaction de la murexide peul 

done fort bien donner un resultat negatif, lors meme qu’une purine se 

trouve dans la coupe. 

En revanche, un resultat positif a une signification tres precise, car aucune 

autre substance organique presente dans les organismes animaux ne pent 

la donner. II importe cependant de ne pas confondre la teinte pourpre 

violacee de la reaction de la murexide avec la teinte jaune orange de la 

reaction xanthoproteique donnee par les protides. La distinction est 

facile a eflfectuer, pourvu que Ton soit prevenu. Au point de vue purement 

morphologique, il faut noter que la reaction de la murexide est assez 

brutale et ne se prete done guere a Tetude cytologique fine. Sa sensibilite 

est assez mediocre. 

Technique. — 1*’ Deposcr sur la coupe une goutte d’acide nltrique concentre; 2" chauffer 

doucement jusqu’a evaporation; 3^* exposer aux vapeurs d’ammoniaque : les coupes sont 

jaune orange (reaction xanthroproteique), tandis que les composes puriques sont pourpre 

violet. 

La reaction de la murexide est donnee, comme on sail, par Tacide 

urique, la xanthine et ses derives methyles, la guanine, mais non pajr 

Tadenine et Thypoxanthine. 

B. Distinction des bases puriques entre elles, — Histologiquement, on n’a 

gu^re a distinguer que la guanine de Tacide urique. Pour cette distinction, 

on ne dispose pas, a I’heure actuelle, de reactions chimiques sures; on est 

oblige d’avoir recours aux caracteres de solubilite. On notera que ces 

caracteres de solubilite peuvent etre infideles si la substance ne se trouve 

pas a Tetat cristallin pur, mais unie de fa^on plus ou moins solide a un 

substrat protidique ou autre. Des resultats absolument certains ne peuvent 

done etre obtenus que pour les corps puriques dont on aura, au prealable, 

verifie Tetat cristallin au moyen du microscope polarisant. 

Voici les caracteres differentiels de solubilite de la guanine et de Tacide 

urique : 

Guanine, — I® Extremement peu soluble dans Teau, insoluble dans les 

solvants organiques; 2^ trfes soluble dans les acides mineraux, insoluble 

dans les acides organiques; 3^ tr^s soluble dans toutes les bases minerales, 
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sauf dans rammoniaque, meme concentree; 4^ insoluble dans Thydrate de 

piperazine; 5*^ soluble dans I’alun de fer (Millot)* 

Acide urique. — Extremement peu soluble dans Teau, insoluble dans 

les solvants organiques; 2^’ insoluble dans les acides; 3^ solubilite irregu- 

liere dans les bases organiques, suivant le sel forme; insolubilite dans NH^; 

4^ soluble dans Thydrate de piperazine. 

A titre documentaire, nous devons signaler des methodes d'analyse chromatique des 

corps puriques, qui n’ont bien entendu pas de valeur histochimique (par exemple les 

methodes de Schmorl, dc A. Schultz, de Tomita), ou Temploi de I’acide osmique 

(critique par Melczer). 
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SECTION III. 

Lipides. 

CHAPITRE XII. 
fiTUDE GfiNfiRALE DES METHODES D’ANALYSE HISTOCHIMIQUE 

DES LIPIDES. 

L’etude des substances grasses rcpresente certainement un des chapitres 

les plus imporlants de rHistochimie. II s’en faut de beaucoup cependant 

qu’il constitue un ensemble acheve. Au contraire, il est encore en pleine 

evolution et les acquisitions de ces dernieres annees ont bouleverse beau- 

coup de notions trop hativement devenues classiques. Les reactions 

proposees pour la detection histochimique des lipides et la distinction des 

divers lipides entre eux sont nombreuses; peu cependant ont une valeur 

specifique reelle, Beaucoup d’entre elles, journellement utilisees, sont 

sans valeur aucune, et n’ont meme pas la valeur d’un indice ou d une 

probabilite. Trop souvent, on leur accorde une confiance aveugle, on les 

applique sans discrimination et Ton batit des hypotheses dans le vide. 

Id, peut-etre plus que dans tous les autres domaines de I’Histochimie, 

la prudence et le sens critique s’imposent. 

La plupart des donnees si peniblement acquises au sujet de la valeur 

signaletique des reactions histochimiques des lipides dolvent etre revlsees 

de fond en comble. La cause profonde des erreurs commises dans I’appre- 

ciation de leur specificite dolt etre cherchee dans une erreur de systema- 

tlque. Les auteurs qul decouvrirent une mdhode applicable a rHistochimie 

des corps gras en essayerent la specificite in vitro sur des corps gras chimi- 

quement definis. Leur tort fut de faire ces essais unlquement sur des corps 

purs. Les proprides des mdanges de corps gras — et dans les tissus, les 
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corps gras ne se presentent jamais qu’a Tetat de melanges — ne sont pas 

la somme pure et simple des proprietes de leurs constituants. Dans nombre 

de cas, des melanges presentent des reactions tres differentes de celles 

de leurs constituants pris isolement. On n’avait pas pris garde a ce fait 

et Ton avalt ainsi cree une Histochimie des corps gras qui n’a de valeur 

que pour des corps purs, et est Inapplicable en pratique. 

Dans les lignes qui vont sulvre, nous etudierons successivement : la 

fixation hlstochimique des lipides, les methodes generales de leur mise en 

evidence, les reactions speclales permettant de distinguer les differentes 

classes de lipides. Nous ferons suivre cet expose d une table dichotomique 

d'analyse histocbimlque des lipides qui resume toutes les posslbilltes 

actuelles de THistochimie dans ce domaine. Enfin, nous etudierons les 

methodes relatives a la mise en evidence des lipides masques et aux 

precedes de lipophanerose artificlelle. 

Dans les ecrlts des morphologlstes, on trouve trop souvent encore des 

termes absolument perlmes, qui ne repondent plus aux denominations 

modernes des biochimlstes. 

Citons, par exemple, le terme « lipoide », le plus mauvais parce que le 

plus amblgu : lipoide « which is at once a cloak for ignorance and an 

indefinable limbo into which any one can thrust anything of which he 

knows little or nothing » (Leathes et Raper), « Lipoide d’apr^s les uns, 

designe tous les constituants cellulalres solubles dans les solvants des 

corps gras (Overton); d’apres d’autres, toute la fraction insaponlfiable 

de celle-cl (Kletzinski et beaucoup d’autres); d’apres d’autres encore 

(ClACClo), seulement les phosphollpines et les galactolipines. C’est un 

terme a rejeter. 

D’autres termes, aussi mauvais, tendent heureusement a disparaitre : 

ainsi protagon qu’on salt actuellement ne designer qu’un melange; 

et« leclthines (au pluriel) ou corps lecithoides », sous lesquels d’anciens 

auteurs deslgnaient tous les corps gras preclpitables par I’acetone, e’est-a- 

dire ce que nous nommons aujourd’hul les lipines. La termlnologle 

suivante, conforme aux decisions des Congres internationaux de Biochimie, 

a done ete sulvle. Entre parentheses ont ete mis les termes anclens. 
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Lipides (corps gras). 

I. Glycerides (graisses neutres) : glycdrol (glycerine), acides gras. 

II. Cholesierides (esters du cholesterol) : cholesterol (choleslerine), acides gras. 

III. Lipines (lipoides) : phospholipines (phosphatides). 

galactolipines (cerebrosides). 

I. — La fixation histochimique des lipides. 

La technique la plus couramment utilisee pour Tetude histologique 

des corps gras consiste a effectuer une fixation plus ou moins prolongee 

dans le formol a 10 ou 20 pour 100, puls a pratiquer des coupes par conge¬ 

lation. 

Cette technique est loin d'etre indiflerente envers les corps gras et la 

fixation formolee pent produire d’lmportants changements dans leurs 

aptitudes reactionnelles. La fixation produit ainsi une diminution generale 

de la solubllite des lipides (Hammar, Kutschera-Aichbergen), elle 

cause d’importants changements dans leurs caracteres de colorablllte : 

augmentation de corps gras FiSCHLER-positifs (MlLLOT et GlBERTON, 

Dolfini), de corps gras CiACCio-positifs (Da Rocha-Lima, Dolfini), 

de corps gras colorables en bleu par la methode de L. Smith au bleu de 

Nil (Dolfini, Bceminghaus); elle trouble les caracteres optlques des 

corps gras en lumiere polarisee : cristallisation de lipides (Schmidt). 

La nature et le mecanisme de ces transformations sont mal connus. 

Rocha-Lima, observant une augmentation des lipides ClACClO-positifs, 

supposee specifique des lipines (« lipoides »)» admet une transformation 

des glycerides en lipines. Bceminghaus, Millot et Giberton, observant 

une augmentation des lipides FiSCHLER et SMITH-DlETRiCH-positifs, et se 

faisant des illusions sur la valeur de ces methodes, pensent a une hydrolyse 

des glycerides en glycerol et acides gras. Tun croyant a Taction hydroly- 

tlque de Tacidite du fixateur, les autres admettant la presence d une 

lipase formolo-reslstante. Les donnees obtenues par des biochimistes ne 

sont pas du tout d’accord avec les constatations des hlstologistes prece¬ 

dents. Weil, Kimmelstiei, Mladenovic et Lieb n'observent aucune 

diminution de cholesterol, de ses esters, des galactolipines, des glycerides 

apres fixation formolee; 11s trouvent regulierement un passage assez 

important des phospholipines dans le liquide fixateur. Et nous venons 

de dire qu’avec leurs methodes soi-disant specifiques, les hlstologistes 

constatent une augmentation des lipines! 
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De fa^on generale, on peut cependant admettre qu’un sejour assez bref 

dans le fixateur ne peut gufere influencer notablement les reactions des 

lipides. Ce n’est qu’au bout de 24-48 heures que des modifications quelque 

peu notables peuvent se produire. 

Pour les recherches fines, on aura toujours soin de pratiquer des examens 

de conlrole sur pieces fraiches (par exemple coupees par congelation sans 

fixation), et dans tous les cas on evitera de laisser sejourner le materiel 

plus de quelques jours dans des liquides formoles. 

II. — Les reactions histochimiques generales des lipides. 

1. Caracteres de soluhilite, 

En Chimie biologique, le groupe entier des corps gras est defini en 

premiere approximation par des caracteres de solubilite. Les lipides 

sont les substances insolubles dans I’eau et solubles dans les solvants 

des corps gras » : alcool, ether, chloroforme, tetrachlorure de carbone, 

sulfure de carbone, hydrocarbures, etc. 

Cette notion ne peut etre transposee en Histochimie. En efiet, Thisto- 

logiste se trouve frequemment, tantot devant des corps gras qui se dissolvent 

mal ou pas du tout dans les solvants de graisses, tantot devant des corps 

solubles dans ces solvants et qui ne sont pas des corps gras. Ainsi, il 

n’est nullement exceptionnel de rencontrer des corps gras parfaitement 

conserves sur des coupes a la paraffine, des acides gras par exemple 

(Rouslacroix) ou des carotinoides, ayant done resiste a Taction dissolvante 

de Talcool et des hydrocarbures. On peut meme en rencontrer sur des 

coupes a la celloidine (Verse)» alors que les pieces ont sejourne plusieurs 

semaines dans des melanges d’alcool et d*ether. Cela tient a plusieurs 

raisons. Tout d’abord, les conditions d’extraction que realise Tinclusion 

a la paraffine ne correspondent pas exactement aux conditions de Textrac- 

tion des corps gras pratiquee en Chimie analytique. Comment comparer 

en eflfet une inclusion histologique a une extraction prolongee au Soxhlet 

ou au Kumagawa? Et meme si Ton tenait a se rapprocher le plus possible 

de ces conditions, Tetat physique des corps gras tels qu’ils existent dans 

du materiel fixe histologiquement sera toujours loin de Tetat du materiel 

prepare pour une etude chimique (dessiccation, pulpage, etc.). La fixation 

formolee a elle seule produit deja de notables changements dans la solubi¬ 

lite des corps gras (Kauffmann, Lehmann et Baniecki). Rien d’etonnant 



HISTOCHIMIE AKIMALE. Ml^THODES ET. PROBLilMES. 193 

done a trouver insolubles ou peu solubles sur des preparations histolo- 

giques des corps gras qu’une extraction chimique prouverait solubles. 

De plus, les histologistes connaissent des substances qu’ils rattachent 

tr^s justement aux corps gras et qui sont tres peu ou pas du tout solubles 

dans les solvants des lipides. L’exemple le plus typique est le groupe des 

« chromolipoides » (ClACCIo); les ebromolipoides, derives de degradation 

directe des corps gras, et qui presentent encore tous les caracteres histo- 

chimiques de ceux-ci, sont pour la plupart insolubles ou peu solubles 

dans leurs solvants, meme a chaud. 

Pour rhistologiste, les caracteres de solubilite n’ont done pas la meme 

importance que pour le bioebimiste, et il n’y attachera done pas un interet 

exagere. 

2. Colorants generaux des lipides. 

Le procede le plus courant pour la detection des corps gras est Temploi 

de colorants specifiques. Ces colorants presentent la propriete d’etre inso¬ 

lubles dans I’eau, mais solubles dans les solvants des corps gras et dans 

les corps gras eux-memes. 

Pour se rendre compte de la valeur specifique de ces methodes, il est 

necessaire de donner quelques explications complementaires. Les colorants 

specifiques des lipides ne sont pas a proprement parler des mati^res 

colorantes stricto sensa. En effet, ils n’ont aucune affinite tinctoriale, ni pour 

les fibres textiles, ni pour les elements tissulaires (autres que les corps 

gras). Ce sont des corps colores, mais non pas des corps colorants propre¬ 

ment dits. La coloration qu’ils communiquent aux corps gras est un pur 

phenom^ne physique de dissolution regi par la loi de Henry; elle n’a 

rien de commun avec les phenomenes compliques de la teinture, dont le 

mecanisme est encore a I’heure actuelle tr^s discute. 

On connait la distinction fondamentale entre un corps colore et un corps colorant. Un 

corps colore est un corps absorbant selectivemcnt une ou des radiations du spectre; la 

propriety couleur tient a I’existence dans la molecule de la substance (Witt) d*un groupe 

atomique particulier, le groupe chromophore; on connait actuellement une bonne vingtaine 

de groupes chromopbores (par exemple —N = N —; NO*—; NO—; —N = C ==, etc.). 

Mais les corps colores ne renfermant qu’un chromophore n’ont aucune afhnite pour les 

fibres textiles et ne sont done pas des matieres colorantes. Pour que le pouvoir colorant 

apparaisse, il faut en outre un groupement dit auxochrome; les groupements auxochromes 

sont tous des radicaux salifiables, c*est-a-dire ionisables, par exemple: NH*, OH, SO*H, etc. 

I.ISON 13 
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Si la faculte d'ionisation disparait pour line raison ou une autre, Teffet auxochromique 

et done le pouvoir colorant disparaissent. 

Les « colorants » specifiques des graisses sont : l‘' soit des corps possedant un ou des 

chromophores, mais pas d’auxochroine : par exemple Tazobenzenc, le carotene, probable- 

ment aussi la chloropbylle; 2^’ soit des corps renfermant un ou des chromophores et 

un auxochrome, mais ou celui-ci a etc rendu non ionisable et par consequent ineffectif: 

c*est le cas du Soudan III et du Scharlach. Tous deux sont des orthooxyazoiques; 

chez ces corps, a cause d un phcnomenc de tautomeric, l ionisabilite de I’auxochrome 

OH est annihilee (MiCHAELIs). Ainsl, dans le cas du Soudan III, 

A \ 

1 
\ A 

i li 1 oJ... il 
\n—N— - 

Tout cela revient a dire que les colorations specifiques des graisses consti¬ 

tuent un phenomene parfaitement connu et entierement defini : il a done 

une signification histochimique precise. L’examen d un tissu par ces 

methodes n’est pas une technique d’analyse chromatique, e’est une 

technique histochimique. 

La specificite de ces methodes est parfaite : seuls les lipides donnent 

des reactions positives. 

II doit elrc bien entendu que, sous le nom de colorant specifique des corps gras, on 

comprend sculement des mati^res colorees n’ayant aucun pouvoir tinctorial vrai, telles 

que le Soudan ou le Scharlach. De nombreux colorants, surtout basiques, outre leur pouvoir 

tinctorial envers les fibres textiles ou les elements tissulaires, peuvent colorer les corps 

gras (colorants liposolubles ; rouge neutre, violet de gentiane, bleu de methylene, etc.). 

Ces colorants ne peuvent pas elre ranges dans la categoric des colorants dits specifiques 

des lipides. 

Les colorants specifiques des lipides les plus connus sont le Soudan III 

(Daddi) et le Scharlach (MiCHAELIs), mais les meilleurs sont incontesta- 

blement le Noir soudane B, le Rouge soudane B (/. G. Farbenindmtrie) 

et le Bleu B.Z.L. (Ciba), recemment introduits dans la technique histo- 

logique par LisON. Ces colorants, et surtout le premier d’entre eux, 

presentent sur les colorants classiques Tavantage d*une coloration bien 
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plus prononcee et d’une affinlte bien plus considerable pour les corps 

gras. Cette afiinite est tellement grande que le Nolr soudane Bpermet de 

colorer intensement la myeline en noir bleute, fournisoant des prepara¬ 

tions equivalentes a celles que Ton pourrait obtenir par la methode de 

Weigert, alors que les colorants classiques, qui ne presentent pour elle 

qu’une affinite reduite, ne peuvent guere lui communiquer qu’une colora¬ 

tion pale et peu visible (LlSON et Dagnelie). 

Les indications techniques concernant le Scharlach et le Soudan III 

sont trop connues pour qu’on doive les rappeler ici. Void celles qui ont 

ete proposees par LlSON pour les nouveaux colorants. 

A. Bleu B.Z.L, : preparer une solution saturee a chaud de bleu B.Z.L. dans I’alcool 

k 50^; filtrer avant I’emploi; colorer les coupes, venant de I’eau, 15 minutes a 24 heures, 

suivant I’affinite des graisscs pour le colorant (en flacon ferme); rincer a I’eau distillec; 

4^’ colorer les noyaiix par le carrnin alune, le carmalun ou la safranine; 5“ inonter an sirop 

d'Apathy. 

B. Rouge Soudane B (3) : preparer a chaud une solution saturee de colorant dans 

I’alcool a 7(y’; filtrer avant I’emploi; 2^’ avant coloration passer les coupes 30 secondes dans 

Talcool a 70^^; 3*’ colorer 10 minutes a 2 heures (en flacon ferine); 4^^ rincer 30 secondes a 

Talcool a 70”; 5” rincer a Teau; 6” coloration nucleaire par rhemalun; 7® inonter au sirop 

d’Apathy. 

C. Noir Soudane B : meme technique, mais coloration nucleaire au carrnin alune ou 

la safranine. 

On trouve, dans certains auteurs, I’assertion que les glycdides se 

colorent en rouge par le Soudan, les cholesterides en rose orange et que 

les lipoides phosphores » se colorent a peine. Cette affirmation, purement 

gratuite, est contredite par toutes les recherches effectuees in vitro 

(Michaelis, Kauffmann et Lehmann, et d’autres). Les differences d’affi- 

nite des lipides cellulaires doivent etre rapportecs, non a des differences 

dans leur composition chimique, mais a des facteurs purement physiques 

(differences de point de fusion, liaison avec des elements cellulaires, tempe¬ 

rature oil s’effectue la coloration). En effet, toutes conditions physiques 

etant egales, on ne constate gu^re in vitro de differences entre le compor- 

tement des lipides quels qu’ils soient (^). 

(^) Le noir Soudane B permet cepcndant de distinguer entre les corps gras normaux 

des tissus et des hydrocarbures qui y sont presents a I’etat pathologique ( vaselinomes »). 

Les premiers se colorent en noir bleute, la vaseline, la paraffine liquide en violet (P. Gerard, 

Bull, Hist. 12, 1935, p. 92). 
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Outre les colorants deja cites plus haut, un grand nombre peuvent etre 

utilises qul presentent des proprietes tres analogues. Leur emplol n’offre 

aucun avantage. Tels sont, par exemple, la chlorophylle, Talcanna, 

la cyanine, le bleu d’indophenol, les carotines (extraites de la carotte, du 

« poivre espagnol ou du Capsicum), etc., proposes par differents auteurs, 

L’emploi des colorants speclfiques constitue la methode fondamentale 

de recherche des corps gras en Histochimle, celle que Ton emplolera 

toujours lorsque Ton desire prouver la nature llpidlque d’une substance. 

En Histochimle, la colorabillte par ces colorants speclfiques est un fait 

plus significatif que les caracteres de solublllte, qui, en Blochlmie, defi- 

nissent le groupe. L’histochimiste peut done poser la definition sulvante : 

est un lipide tout element tissulaire figure colorable par les colorants 

speclfiques des corps gras. 

3. Reduction du tetroxyde d'osmium, 

Dans la pratique histologique, Tacide osmique est souvent utilise pour 

la mlse en evidence des corps gras. Au point de vue morphologlque, e’est 

une reaction precieuse, mais en Histochimle elle n’a rigoureusement 

aucune valeur, quo! qu on en ait dlt. 

Qu’elle ne solt pas specifique des corps gras, e’est la un fait connu 

depuis tres longtemps (ScHULTZE et RuDNEFF 1865) et sur lequel il est 

inutile d’insister; beaucoup d’autres substances sont osmioreductrlces. 

On notera d’ailleurs que les conditions d’action de Tacide osmique influent beaucoup 

sur le resultat. Lorsqu’on fait agir une solution pure d’acide osmique sur un tissu, il se 

reduit plus ou moins sur tous les elements tissulaircs; ce n’est que si Tacide osmique 

est additionne d’un oxydant (acide chromique, bichromate) que la reduction se produit 

de fa^on plus ou moins specifique. Encore cette addition de bichromate produit-elle des 

resultats bizarres; la myeline noircit par Tacide osmique pur (Ranvier), mais pas par un 

melange acide osrnique-bichromate (Wlassak, MarCHi). Le cholesterol fait exactement 

le contraire (Escher). 

On dolt accorder d’autant moins de valeur hlstochlmlque au nolrclsse" 

ment des lipides par I’acide osmique que son mecanisme est mal connu, 

parce que plus complexe qu’on ne le croit souvent. 

Au moment oil la pi^ce est trait^e par I’aclde osmique, il se produit 

un noircissement de certains corps gras; ce « nolrclssement prlmalre » est 

attribue de fa^on presque unanime aux groupements non satures — C = C — 
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presents dans les radicaux gras de la serle des olefines (Altmann), et tout 

particulierement au radical oleique. Mals lorsqu’on passe une piece ainsi 

osmiee dans I’alcool, on observe un noircissement « secondaire » d*autres 

corps gras (Starke). 

On ne sait pas de fa^on certaine ce qui se passe lors de ce noircissement 

secondaire, ni au niveau de quel corps gras il se produit. Pour details 

sur cette discussion voir Starke, Michaelis, Handwerk. Tout au plus 

sait-on que la lecithine, qui ne donne pas de noircissement primaire, donne 

regulierement une teinte noire franche apres passage a Talcool (Wlassak, 

MulON. LoISEL, BoUIN, BoNNAMOUR et PoLICARD, et d aulres), mais 

cependant ne donne plus ce noircissement secondaire apres traitement 

au bichromate (Wlassak); c’est au fond le principe de la methode de 

Marchl Berg attnbue le noircissement secondaire a une dissolution ou 

une absorption de OsO ' par le corps gras et reduction ulterieure par Faction 

de Falcool (Falcool reduit facilement OsO ). 

Le noircissement par Facide osmique n'est pas caracteristique des corps 

gras; il n’est meme pas donne par tous les corps gras. Ceux qui ont un 

caractere sature ne le donnent pas, et meme aussi quelques-uns a caractfere 

non sature : Foleate de soude (Favre et Andre); Facide oleique, dans 

certaines conditions (Rossi). 

On sait que les differents corps gras se colorent de fagon differente 

par Facide osmique : les uns sont d’un noir franc, les autres bistres ou 

jaunatres. Les classiques considerent les graisses noires comme des glyce" 

rides et les graisses bistres comme des cholesterides ou des lipines. Rien 

a Fheure actuelle ne permet de verifier cette assertion. Pour MuLON, 

ce serait la richesse en oleine qui serait en cause; cette opinion est rendue 

incertaine par Fexistence du noircissement secondaire. En realite, on ne 

peut rien dedulre de Fintenslte plus ou moins grande du noircissement 

par Facide osmique. Le moins qu’on puisse dire, c’est que la question 

est a reprendre. 

En resume, le noircissement des corps gras par Facide osmique est 

une reaction tout au plus bonne pour une etude morphologlque. En Histo- 

chimie, elle est sans valeur; elle ne peut permettre ni d’affirmer la presence 

ou I’absence d’un corps gras en general, ni encore moins de distlnguer 

histochimiquement les differents corps gras Fun de Fautre. 
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Ill. — Reactions speciales des divers lipides. 

1. Caracteres optiques en lumiere polarisee. 

A. Glycerides et acides gras. — L’opinion classique veut que les glycerides 

soient isotropes et qu’ils ne s’illuminent done pas entre nicols croises. 

Quant aux acides gras, ils se presenteraient sous forme de cristaux 

acicules, birefringents. 

Cela est exact, mais en partle seulement. 

Lcs glycerides examines a Tetat frais, sur Tanimal vivant, apparaissent 

sous la forme de gouttelettes; a ce moment, elles sontaTetat liquide et sont 

done monorefringentes. Mais lorsque leur point de congelation est atteint, 

les glycerides peuvent fort bien cristalliser et devenir done birefringents. 

Nous disons peuvent, parce que le phenomene est frequent, mais non 

constant : il peut ne pas se produire, peut-etre a cause de phenomenes de 

surfusion. L’aspect le plus commun de la cristallisation des glycerides a 

etc souvent decrit (Holthusen, Krause, Ardnt, Verse, etc.) : une goutte- 

lette monorefringente renferme des cristaux birefringents ou est entouree 

de houppes cristallines birefringentes. Ces formations cristallines ont ete 

le plus souvent prises pour des cristaux d’acides gras provenant de Thydro¬ 

lyse des glycerides. Rien n’est moins certain. Vers£, dans des experiences 

in vitro comme in situ, a pu montrer que des melanges de glycerides refroidis 

ou abandonnes a eux-memes a basse temperature produisaient exactement 

les memes apparences : la tripalmitine et la tristearine cristallisent au sein 

de gouttelettes de trioleine incristallisable. 

Quant aux acides gras, ils ne doivent pas etre necessairement cristal- 

tises. Ils peuvent tout aussi bien exister a I’etat amorphe, liquide ou 

surfondu et dans ces cas — qul sont frequents — ils seront evidemment 

monorefringents (— obscurs entre nicols croises). 

II faut done conclure ainsi : les glycerides et les acides gras, examines 

a Tetat frais, chez Tanimal vivant, ne sont jamais birefringents, parce qu’ils 

sont a I’etat fondu. Lorsque les pieces sont refroidies (coupes par congela¬ 

tion) ou conservees (dans des fixateurs-formol I) des glycerides et des acides 

gras peuvent se congeler, passer a Tetat cristallin et apparaitre alors birefrin¬ 

gents. C*est une grosse erreur que d’admettre, comme on le fait souvent, 

que les cristaux qui se produisent dans ces conditions ne sont que des 

acides gras. 



HISTOCHIMIE ANIMALE. METHOJjKS ET. PBOBL^IMES. 199 

B. Cholesterol et cholesterides, — Le cholesterol chez les etres vivants 

se presente sous la forme de plaques rhombiques birefringentes; il n’est 

pas frequent a Tetat libre, sauf dans la bile et au cours de certains etats 

pathologiques. 

Les cholesterides presentent des caracteres optiques extremement parti- 

cullers. 
L’opinlon classique veut qu’ils apparalssent sous forme de gouttelettes 

illuminees entre nicols crolses et presentant une croix noire de polarisation. 

Encore une fois, cette idee n’est exacte qu’en partie. 

A Yetat liqaide, entre certalnes limltes de temperature, 11s presentent 

des proprletes crlstallines et constituent des crlstaux llquldes au sens 

de Lehmann. Sous cet etat, ils ont toutes les proprletes optiques d’un 

spherocristal : ils apparalssent done bien, sous nicols croises, comme des 

gouttelettes eclalrees, avec une croix noire correspondant aux plans de 

polarisation des nicols, comme le veut la description classique. 

Mais il n’en est pas necessairement alnsi. Ce n’est que dans des condi¬ 

tions bien determinees, entre le point de fusion et une temperature nommee 

point d!eclaircissement, que ces spherocristaux liquides peuvent se consti- 

tuer. A une temperature plus basse que le point de fusion, les cholesterides 

cristallisent en cristaux acicules exactement semblables a ceux des acides 

gras ou des glycerides (en lumiere polarisee ils presentent pour une rotation 

complete de la platlne du microscope quatre positions d’illumlnatlon et 

quatre positions d’extinction; pas de croix de polarisation). A une tempe¬ 

rature plus elevee que le point d’eclaircissement, le caract^re crlstallin des 

gouttelettes liquides se perd et la gouttelette devient isotrope, apparaissant 

obscure entre nicols croises, et en tout semblable a des gouttelettes grasses 

quelconques. D’autres influences d’allleurs favorisent la production de 

Tune ou de I’autre de ces trois formes possibles des cholesterides. Le 

tableau de la page suivante resume I’ensemble de ces transformations. 

Ces transformations peuvent tr^s bien se realiser sur des coupes; elles 

sont reversibles et peuvent done etre repetees. A la temperature du labora- 

toire, on se trouve presque toujours entre le point de fusion et le point 

d’eclaircissement. Pour obtenir la cristallisation, un refroidissement 

energique est quelquefois necessaire. Quelques remarques encore. La 

fixation au formol produit tr^s souvent la cristallisation des cholesterides 

meme a la temperature ordinaire. Dans les preparations montees au levulose, 

la cristallisation se produit souvent instantan^ment; dans les preparations 
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montees a la glycerine, c’est beaucoup plus rare. Les cholesterides osmies 

ne sent plus birefringents; la coloration au Soudan III, au Scharbacb, au 

bleu de Nil dimlnue Tanisotropie des cristaux liquides jusqu a la supprimer, 

mais non pas Tanisotropie des cristaux solides. 

Gouitelctles isotropes. 

Par refroiclissement au-dessous du point " Par chauffage au-dessus du point 

d’eclaircissement (surfusion possible). I d’eclaircissement. 

Par montage au sirop de Icvulose. | Par traitement a OsO^ ou coloration au 

, I Soudan, Scharlach, au bleu de Nil. 

Spherocrhiatix 

(liquides). 

Par refroidissement au-dessous du Par chauflage au-dessus du point de 

point de fusion (surfusion possible et; fusion, 

assez frequente). 

Par montage au sirop de levulose. 

Par action prolongce du formol. 

Cristaux vrais 

(solides). 

Chez Tanimal vivant, les cholesterides se presentent assez souvent a 

Tetat de gouttelettes isotropes. Le passage a Tetat de spherocristaux 

liquides peut s’effectuer spontanement lors de la fixation, mais peut 

necesslter aussr d’autres interventions. L’absence de birefringence ne 

prouve done pas I’absence de cholesterides. 

C. Lipines. — Depuis longtemps, on sait que les lipines peuvent se 

presenter sous forme de gouttelettes birefringentes, presentant en lumiere 

polarisee la croix de polarisation (Dastre et Morat). Ce phenomene a 

ete rattache par Lehmann a leur propriete de former des cristaux liquides; 

les lipines se comportent done en cela comme les esters du cholesterol, 

et Ton pourrait repeter tout ce qui a ete dit a propos de ceux-ci; comme 

eux, elles peuvent exister a Tetat de gouttelettes liquides isotropes et 

plus rarement, il est vrai, a Tetat de cristaux solides acicules. 

II a ete pretendu cependant que les lipines ne donnent des sph^ro- 

cristaux liquides que lorsqu’elles sont melangees de cholesterides (Abrami, 

Aschoff, Schmidt). Ce point de vue ne parait pas devoir etre retenu. 
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car les echantlllons les plus purs de lipines qul ont ete prepares ont pu 

etre vus a Tetat de spherocristaux (lecithine : Lehmann; phrenosine et 

kerasine : Rosenheim). 

Resumons : Texamen en luml^re polarisee, a lul seul, ne peut donner 

que des renselgnements tres ambigus concernant la nature chlniique 

d’un liplde. Trois cas peuvent se presenter : 

Les corps gras ne s’illumlnent pas entre nicols crolses. 

Aucune conclusion possible : il peut s’aglr de n’importe quel corps 

gras : les glycerides et les acides gras a Tetat fondu ne sont en effet jamais 

blrefringents; les cholesteridcs et les lipines peuvent Tetre, mais ne le 

sont pas toujours, soit que Ton se trouve au-dessus du point d eclair- 

cissement, soit qu’une condition physique quelconque Inhibe la formation 

de cristaux liquides. 

2® Les corps gras s’illumlnent mais sans donner lieu au phenomene de 

la croix de polarisation; dans ce cas, il s’agit de cristaux vrals, solides; 

par rotation de 360^ de la platine du microscope, ces cristaux presenlent 

quatre positions d’extinction. 

Aucune conclusion possible : tom les corps gras, quels qu’lls solent, 

glycerides, acides gras, cholesteridcs, lipines, peuvent exister sous cet etat. 

3^ Les corps gras s’illumlnent, en presentant une croix de polarisation. 

La seule conclusion est bien qu’il ne s’agit, nl d un glyceride, nl d un 

aclde gras; ceux-ci n’existent en effet jamais sous forme de sphero¬ 

cristaux. On a done affaire a un cholesteride ou a une lipine, la distinction 

entre ces deux classes de corps etant impossible, 

Dans les cas I et 2, on peut essayer de provoquer le passage du corps 

gras a Tetat de cristal liquide : dans le cas 1, en refroidissant ou en montant 

dans le sirop de levulose; dans le cas 2, en chauffant legerement. Si Ton 

reussit a obtenir des spherocristaux, on peut eliminer les glycerides et les 

acides gras; si Ton n*y reussit pas, il y a pr&omption, mais non certitude, 

d’exlstence de glyceride ou d’acide gras. 

2. Reactions dites specifiqaes utilisant des matieres colorantes, 

A. Reaction de Lorrain Smith au bleu de Nil, 

Technique. — 1° Fixer au formol, couper par congelation; ou bien utiliser des coupes 

de tissus frais; 2^ colorer 10 a 20 minutes dans une solution concentree de sulfate de 
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bleu de Nil; 3*^ laver rapldement; 4^ differencier dans I’eau acetique a 1 pour 100 jusqu’ii 

teinte unifonne; rincer; 6^ inonter a la glycerine ou a la glycerine gelatinee. 

D’apres Lorrain Smith, les graisses neutres (glycerides) sont colorees 

en rouge, les acides gras en bleu. Les noyaux et les fibres elastiques sont 

egalement bleu fonce; les cytoplasmes sont bleu pale. 

Le mecanisme de cetle reaction serait le sulvanl, d’apres 1*opinion 

la plus courante (Eisenberg, Faure-Fremiet, Dietrich, etc.) Q). 

Les solutions de sulfate de bleu de Nil sont assez fortement hydrolysees; 

a cote du sel qul est bleu existe la base fibre du bleu de Nil, de couleur 

rouge. La base rouge se dissoudrait exclusivement au niveau des glycerides, 

tandis que le sel bleu se combinerait exclusivement aux acides gras (pour 

donner les savons du bleu de Nil). Dans le cas de melanges, on aura, blen 

entendu, toutes les teintes intermedialres entre le rouge et le bleu. D’apres 

L. Smith, Templol du sulfate de bleu de Nil permettralt done de dlstlnguer 

les glycerides des acides gras; les autres lipides seraient incolores. 

Les assertions de Lorrain Smith n’ont pas ete verlfiees. Bceminghaus 

avalt cru pouvoir conclure d’etudes in vitro effectuees sur des lipides purs 

que le bleu de Nil est un reactif de Tacide olelque et de ses esters. L’aclde 

oleique se colorerait en bleu, ses esters en rose, tous les autres corps gras 

restant incolores. 

Kauffmann et Lehmann ont repris la question en etudiant cette fois 

des melanges de lipides. Leur conclusion est pessimiste : la methode de 

L. Smith n’a aucune valeur. (Dependant, en examinant les protocoles de 

Kauffmann et Lehmann, on observe que chaque fois qu’un melange de 

corps gras se colore en rose, il renferme de la trioleine (ou un triglyceride 

non sature). Mais Tinverse est loin d’etre vrai : beaucoup de melanges 

riches en aclde oleique ou en trioleine, ou blen ne se colorent pas, ou bien 

se colorent en bleu. 

Quant a la coloration bleue qui, dans I’ldee classique, devrait etre caracte- 

rlstlque des acides gras, elle n’a aucune signification. Beaucoup de melanges 

renfermant des acides gras fibres ne se sont pas colores (31 cas observes); 

la non-coloration est la rfegle quand il s’aglt d’acides gras satures. D’autre 

(^) Cette thdorie n*est pas exacte. Des faits encore inedits nous ont convaincu que le 

composant rouge extractible des solutions de bleu de Nil nVst pas la base fibre de celui-ci, 

mais une impurete provenant de I'oxydation du bleu. 
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part, des melanges ne renfermant pas d’acides gras du tout se sont colores 

en bleu (7 cas observes), 

De tout cela, on peut, nous semble-t-il, conclure comme suit: une colora¬ 

tion rose par le bleu de Nil signifie presence d’un glyceride non sature 

(trioleine); une coloration bleue n’a aucune signification; un resultat negatif 

n’a aucune signification. 

Noter qu’une coloration bleue par le bleu de Nil ne signifie pas presence 

d’un corps gras : le bleu de Nil, colorant basique, colore beaucoup d’ele- 

ments cellulaires banaux. 

B. Methode de FiSCHLER. — Benda avait montre I’affinite des acides 

gras pour les metaux lourds. Avec I’acetate de cuivre, ils donnent des sels 

de cuivre (oleate, stearate, palmitate de Cu) verts. Pour rendre ceux-ci 

plus visibles, FiSCHLER met secondairement le cuivre en evidence par 

Taction de Thematoxyline : il se forme la laque de cuivre de Thematoxyline, 

de coloration bleu noir intense. 

Technique. — 1" Fixer au formol; couper par congelation; 2° les coupes sont trait^es 

24 heures k 37'^ par une solution concentree d’acetate de cuivre; 3^' laver soigneusement a 

I’eau distillee plusleurs fois renouvelee; 4® 20 minutes dans rhematoxylinc de Weigert : 

solution a, hematoxyline, 1^' i* alcool absolu, 10"; solution h. solution concentree de 

carbonate de litbine, -|- eau distillee, Quelques jours avant Ternploi, melanger a 

ctb; 5^ rincer; 6® diflerencierdans ferricyanuredeK, 2*^,5 -f borax, 2^ + eau distillee, 1OO*'^"'; 

7^* laver a fond a I’eau distillee; 8*' monter a la glycerine, ou a la glycerine gelatine; on peut 

arriver a monter au baume, en operant vile, 

FiSCHLER croyait sa methode caracteristique des acides gras fibres ou 

des savons, a Texclusion de leurs esters glyceriques ou cholesteriques 

et des lipines. Cette opinion a ete acceptee generalement et classiquement, 

la methode de FiSCHLER sert a distinguer les acides gras de leurs esters. 

En realite, la specificite de la methode de FiSCHLER est nulle. 

Tout d’abord, la methode n’est pas specifique des corps gras : se colorent 

egalement les composes calciques et ferrugineux (c/. Histochimie de Ca 

et de Fe), plus certains elements tissulaires, granulations des eosinophiles, 

mastocytes, etc. La methode de FiSCHLER ne peut done servir de methode 

de detection des corps gras en general. 

D’autre part, Texp^rlence demontre qu’elle n’est pas le moins du monde 

specifique des acides gras fibres. 
Kauffmann et Lehmann ont trouve le Fischler negatif dans des melanges 
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renfermant des acides gras libres (5 cas observes) et positif dans des 

nombreux melanges n’en renfermant point (15 cas observes). Ils font 

valolr tres justement que Tacetate de cuivre peut non seulement donner 

avec les acides gras des savons de cuivre, mals former egalement des sels 

complexes avec des melanges de graisses convenables (composes d’adsorp- 

tion?) et, par hydrolyse, liberer de Tacetate basique de cuivre adsorbable 

par des corps gras. 
La methode de FlSCHLER n’a done aucune valeur histochimique et est 

tout juste bonne pour une distinction d’ordre purement morphologlque. 

C. Methode de Smith-Dietrich pom les « lipoides ». — Cette methode 

conslste a tralter les corps gras par une solution de bichromate de K. 

Les lipines (« lipoides ») s’oxydent facllement en s’unissant au chrome du 

bichromate, d’une fa^on d’ailleurs encore assez obscure. Le chrome est 

secondairement en evidence par la formation de sa laque d’hematoxyline. 

Technique. — Fixer au formol; couper par congelation; 2^* les coupes sont traitees 

1 a 2 jours a par une solution de bichromate de K a 5 pour 100; 3” iaver a fond a 

Teau distillee; 4^^ colorer 4 a 5 heures a 37° dans Thematoxyline de Kultschitzky ; solution 

m^re d’hcrnatoxylinc a 10 pour 100 dans I’alcool absolu (murie au moins six mois), I0‘^““ + 

acide acetique a 2 pour 100, W'"’; 5° laver; 6° differencier une nuit dans le melange borax- 

ferricyanure de Weigert : borax, 2^ 4- ferricyanure de K, 2*^.5 b H'^O, lOO'^'^’; 7° laver 

soigneusement; 8° monter au sirop de levulose ou au sirop d’Apathy. On peut effectuer 

une coloration nucleaire au carmin alune ou a la safranine. Resultat : « lipoides » en bleu 

fonce; le resle incolore. 

Sur la question de la speclficite de cette reaction, 11 n’exlste que relati- 

vement peu de divergences. Escher la trouve specifique pour les lipines, 

a condition de ne prendre en consideration qu’une telnte noire franche; 

une telnte grlsatre est donnee par un grand nombre de corps gras, satures 

ou non et n*a aucune valeur. 

Kauffmann et Lehmann conflrment les resultats d’EscHER et consi- 

derent en outre comme peu convenable la temperature de 37^ generalement 

adoptee pour le traltement au bichromate : a cette temperature on obtlent 

beaucoup de resultats negatifs. C’est k 60*^ qu’il faut operer. 

Dans leurs recherches, les melanges ne renfermant pas de lipines n*ont 

jamais donne de resultats positifs, sauf cependant deux melanges de 

cholesterides non satures. A part ces deux dernl^res exceptions, la reaction 

apparait done comme specifique des lipines. Un resultat n^gatif ne signifie 
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pas absence de lipine, car frequemment des melanges qui en renferment 

ne donnent pas de reaction (20 cas observes). 

En resume, un resultat positlf semble caracterlstique d’une lipine, a 

condition que Ton puisse exclure la presence de cholesterides (c/. Kauff- 

MANN-Lehmann) ou du cholesterol (c/. Kawamura). Si Ton ne peut exclure 

la presence de ces corps, il reste un leger doute. Un resultat negatif ne 

per met aucune conclusion. 

D. Meihode de ClACClo pour les « lipoi'des ». — Principe : un traitement 

des pieces par une solution de bichromate rend les « lipoides » insolubles 

dans les solvants ordinaires des graisses. Ils gardent cependant leur affinite 

pour le Soudan; sur coupes a la paraffine, on pourra done les mettre 

en evidence par le Soudan, alors que tous les autres lipides auront 

disparu. 

ClACClO comprend sous le nom de lipoi’des les phospholipides satures et 

non satures (par exemple lecithine, cephaline, myeline, sphingomyeline) 

et les mixtures de cholesterol ou de cholesterides avec Tacide oleique. 

Technique. — Fixer de petlts fragments 2 jours dans : bichromate de K a 5 pour 100, 

80 + formol, 20 -f acide acetique, (I’acide acetique peut etre remplace par : acide 

formique, 4 a 5 gouttes); 2" postchromer 5 a 8 jours dans le bichromate de K a 3 pour 100; 

3® laver 24 heures a Teau courante; 4” alcools croissants, 24 heures; alcool absolu, 2 heures; 

5® inclusion a la paraffine en respectant les temps ci-dessous : sulfure de carbone ou 

xylol, 1 heure; xylol paraffine a 60”, 1 heure; paraffine pure, 1 heure a 1 heure et demie; 

6” les coupes deparaffinees sont conduites dans Falcool a 70”; 7” colorer 30 minutes a 1 heure 

a 30° dans : alcool a 80, -h acetone, 5*’'"“ + Soudan 111 a saturation (solution preparee 

k 50”, puis refroidie et filtree); 8” rincer a I’alcool a 50”; 9” laver a I’eau; coloration nucleaire 

k Themalun facultative; 10” monter au sirop d’Apathy. Resultat : « lipoides « jaune orange 

et le reste incolore. 

D’apres notre experience, il est avantageux de remplacer le Soudan III par le noir 

Soudane B; dans ce cas, coloration nucleaire au carrnalun ou a la safranine. Les corps gras, 

colores en noir bleuatre, sont bien plus visibles. 

Pour ClACCIO, la chromisation limitee a une semaine insolubilise les 

« lipoides » a Texclusion de tous les autres corps gras. La rapidite avec 

laquelle se produit I’insolubilisation est d’ailleurs variable suivant la 

nature du Hpoide considere. Ainsi les phosphatides non satures sont 

insolubilises par une chromisation de L2 jours; les melanges de phos¬ 

phatides non satures et de cholesterol ou de cholesterides sont insolu¬ 

bilises en 2-4 jours; les phosphatides satures en 5 jours; les melanges de 
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cholesterol et d’acide oleique en 7 jours; les glycerides et les acides gras 

ne sont pas insolubilises, meme apres 8 jours de chromisation. 

Kauffmann et Lehmann, dans des travaux tres pousses au point de vue 

histochimique et au point de vue chimique pur, se sont eleves avec beaucoup 

de vigueur contre cette maniere de voir. Sont ClACClO-positives toutes 

les graisses a caractere non sature : Tacide oleique et tous ses derives, 

trioleine, esters oleiques du cholesterol, lecithine, etc.; sont ClACCIO- 

negatifs tous les corps gras satures : acides stearique et palmitiquc, leurs 

esters glyceriques et cholesteriques. La reaction de ClACClO n est pas 

caracteristique des lipoides; c’est en realite une reaction de corps non 

satures. 

ClACClo cependant ne s’est pas declare convaincu par les experiences 

de Kauffmann et Lehmann et maintient que Toleine et les acides gras 

non satures, apres chronriisatlon, sont extraits integralement, meme 

melanges a des phosphatides; seuls, ceux-ci sont insolubilises. 

Pour notre part, nous nous avouons fortement impressionne par les 

arguments de Kauffmann et Lehmann et, en attendant confirmation des 

resultats actuellement obtenus, nous ne pouvons que recommander la 

plus grande prudence dans Tinterpretation de la reaction de ClACClO : 

rien n’est moins certain qu elle soit specifique des lipoides 

E. Methode II de ClACClO pour les phospho'- et galaclolipims, — Tout 

recemment, ClACClO vient de proposer une nouvelle methode dans le but 

de detecter histochimlquement les lipides acetono-insolubles, c’est-a-dire 

les phospho- et galactoliplnes. Cette methode diflere assez profondement 

de la methode precedente; aussi Tappellerons-nous methode de ClACCIO 

vP 11. Elle consistc essentiellement a pratiquer sur les places une extrac¬ 

tion acetonique, puis a pratiquer une coloration de corps gras. Seules les 

llplnes ont reslste a Textraction; seules, done, elles apparaitront colorees 

dans les preparations. 

Kutschera-Aichbergen, Shapiro avalent deja eu Tidee de differencier 

les lipines des autres corps gras en se basant sur leur insolubilite dans 

Tacetone; mais sur des pieces ou des coupes traitees par Tacetone, il leur 

fut impossible de mettre aucun corps gras en evidence par quelque 

methode que ce fut. D’ou 11s avaient conclu a rimposslbilite de detecter 

histochimlquement les lipines en general. ClACClO montra que leur ichec 

etait du k deux falts : tout d’abord que les phospholiplnes ne sont pas 



HISTOCHIMIE ANIMALB. MBTHODES ET PROBLEMES. 207 

integralement insolubles dans Tacetone, tout particulierement quand elles 

sont assoclees a d’autres lipides ou a du cholesterol; ensuite, que les 

llpines sont facilement emulsionnables et passent en solution colloidale 

dans I’eau ou les solutions salines. On peut obvier a cet inconvenient en 

pratlquant Textraction des lipides acetonosolubles, non par de Tacetone 

pure, mais par de Tacetone additlonnee de sels de cadmium 0). 

Technique. — Fixation des pieces dans le formol sale de PoLICARD ou, inleux, dans : 

formol (pur ou dilue a moitie), SO'"'"* f acetone, [ chlorure de sodium, 

2^' apres 24 heures de fixation, passages successifs d’une duree d’une heure chaque fois, 

dans des solutions acetoniques de concentration croissante : A, acetone, 70 -j solution 

a 10 pour 100 de nitrate de cadmium, 10“”^ i eau, 20''“’; B, acetone, 80 { solution 

a 10 pour 100 de nitrate de cadmium, 10''“*-h eau, 10"“*; C, acetone, 90 [ solution 

a 10 pour 100 de nitrate de cadmium, 10"“*; 3“ passages successifs dans deux ou trois bains 

d’acetone additlonnee de 2 pour 100 d’une solution saturee de nitrate de cadmium dans 

I’alcool absolu; duree totale des passages : 24 ou 48 heures; le dernier passage peut s’effec- 

tuer a la temperature de 37". Apr^s cc traitement, passages successifs dans des solutions 

hydro-acetoniques de concentration decroissante (90, 80, 70, 60, 50 pour 100) additionnees 

d’une solution de nitrate de cadmium a 10 pour 100, dc telle sorte que la concentration 

finale de cc sel soit de I pour 100; 4'’ passage pendant quelqucs heures dans : acetone ■ 
bichromate de K a 5 pour 100; 5" diluer ensuite progressivernent ce melange, dans lequel 

les pieces sont plongecs, par une solution de bichromate dc K a 5 pour 100, puis passer 

finalcment pendant 2 ou 3 jours a 37" dans le bichromate a 5 pour 100; 6" laver 12 a 24 heures 

dans I’eau courante. Couper, soit par congelation, soit apres inclusion a la paraffine [effectuee 

de preference de la fa^on sulvante : serie de solutions acetoniques de concentration crois¬ 

sante; acetone; accHone -\- ether de petrole (de point d’ebullition 30-50"); ether de petrole; 

ether de petrole ! paraffine a 37", paraffine]; 7" les coupes sont colorees 2 a 3 heures 

par le Soudan III (il nous semble que le noir Soudane donnerait de meilleurs resultats 

a cause dc son grand pouvoir colorant), puis apres differenciation par I’alcool a 50", par 

rhemalun. Ou bien, on colore les coupes par le procede de Smith-Dietrich {voir plus 

haut). 

En suivant cette technique, ClACCIO dit obtenir une insolubilisation 

complete, ou a peu pres, des phospho et galactolipines des tlssus, pendant 

(^) C’est la une idee que Stuler avait d^ja exploitee pour metlre au point une methode 

egalement dcstinee a mettre en evidence les phospholipines. Apres insolubilisation de 

ceux-ci par Taction d’acetone additlonnee de sels de cadmium, Steler pratiquait une 

inclusion a la celloi’dine. Sur les coupes, il essayait de retrouver les corps gras; mais la 

technique qu’il employait dans ce but — mordan^age au molybdate d’ammonium, suivi 

d’une coloration k Thematoxyline — est si peu specifique que sa methode ne peut etre 

ciUe que pour memoire. 
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que tous les autres Hpides sont dissous. Bien entendu, on doit tenir compte 

des quelques lipides qui sont totalement insolubles dans tous les solvants 

organiques, c’est-a-dire en ligne principale des chromolipoides. Si Ton 

veut eliminer leur presence, il est necessaire d’executer des preparations 

de controle sur des pieces fixees directement par I’alcool absolu et incluses 

a la paraffine. Seuls les corps gras qui n’apparaitront pas sur ces pieces de 

controle peuvent etre consideres comme lipines; les autres sont des 

chromolipoides, 

Cette nouvelle methode de ClACClO, pour autant que nous puissions 

en juger par un examen theorique, parait rationnellement con^ue et 

promet de tres interessants resultats. Nous esperons que les constatations 

experimentales ulterieures viendront en confirmer la valeur. 

F. Reaction iodophile de RoMlEU pour les lecithines. — RoMlEU a montre que les lecithines 

se colorenl en brun acajou par I’iode iodure; la coloration rappelle fortement la reaction 

de Cl. Bernard pour le glycogene. En se debarrassant du glycogene par un traitement 

approprie, on arrive a ne colorer que les lecithines. 

Technique. — 1° Fixer au formol; 2^ deshydrater par Tac^tone anhydre (les lecithines 

sont insolubles dans I’acetone); 3° inclure a la paraffine; couper; 4” deparaffiner les coupes 

en les traitant quelques heures Tetuve par un bain d’acetone (flacon bouche); 5® passer 

par I’eau tlede (elimination de I’acetone et du glycogene); 6^^ recouvrir de H Cl a 10 pour 100; 

chauffer jusqu’a I’emission des premieres vapeurs; 7” sans laver, traiter quelques minutes 

par : iode, 6*-h iodure de K, 8^ + cau distillee, 150“”*; 8® laver 2 secondes a I’eau 

distillee; 9® monter a la glycerine neutre. 

Resultat : fond jaune tres pile, parties riches en lecithine rouge acajou tournant au 

violet. Les preparations ne se conservent que quelques heures. 

D’apres Romieu, la reaction serait due a la formation d’iodocholine, se produisant surtout 

bien apris une legere hydrolyse de la lecithine, et est donnee aussi bien par la lecithine 

fibre que par la lecithine combinee. La distinction avec Tamyloide se fait en utilisant I'acide 

sulfurique tr^s etendu, qui, apr^s traitement par Tiode, colore I’amyloide en bleu violac^. 

G. Autres methodes, — Bien d’autres methodes basees sur Temploi de 

matieres colorantes ont ete proposees. 

On peut les grouper en trols categories. Les unes etudient Taction des 

colorants d'aniline basiques ou acides sur les lipides en vue de leur distinc-- 

tion histochimique. Dans cet ordre d’idees, signalons les etudes de SMITH, 

Loisel, Faure-Fremiet. Mayer et Schaeffer, Escher, etc. Les autres 

etudient Taction de mordants metalliques, secondairement mis en Evidence 

par Taction d’un colorant a laque. Les dernieres, enfin, ont trait aux colora¬ 

tions acido-resistantes et aux colorations du type de la methode de Gram; 
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elles ont fait par exemple Tobjet de recherches de Deussen, Eisenberg, 

Guerlet, Mayer et Schaeffer, Gutstein, Hattinger, Reichert, Stearn, 

Allen et Esther, Stoeltzner. 

Sur la valeur et les possibilites de telles methodes, nous croyons qu’on 

peut conclure alnsl. Si on les applique a Tetude de substances que ron 

salt de fagon certaine etre constituees par des lipides (action du Soudan, 

du Noir soudane, etc.), elles pourront probablement, dans Tavenir, rendre 

des services, et permettront peut-etre de differencier histochimiquement 

les divers lipides les uns des autres. Maisdans Tetat actuel de nos connais- 

sances, elles ne sont guere utilisables, car Tetude de leur specificite n*a 

ete faite que sur des corps gras purs et non sur des melanges de corps 

gras. Or, on sait, depuis Kauffmann et Lehmann, combien les melanges 

de lipides peuvent se comporter diifferemment de leurs composants pris 

isolement. De ce cote, on peut esperer acquerir des resultats definitifs, 

en se servant de la met bode experimentale de Kauffmann et Lehmann 

par exemple. Mais, d’autre part, ces reactions ont ete souvent appliquees 

a des elements dont on n’etait pas sur qu’ils etaient des lipides, dans le 

but precisement de demontrer leur nature lipidique. Ainsi, par exemple, 

on a constate qu’apr^s chromisation les mitochondries se colorent par 

Th^matoxyline ferrique; c’est le precede de Regaud ; on en a conclu a la 

nature lipidique du chondriome. Ou bien, on a rapporte la coloration de 

Benda des mitochondries a la presence dans leur substance d’un compose 

lipidique, parce que les acides gras, traltes par cette methode, se colorent 

de la meme fa9on. De telles conclusions nous paraissent depasser les 

resultats de Texperience. Rien ne prouve a Theure actuelle que ces 

methodes de coloration sont specifiques des lipides et ne peuvent etre 

donnees par exemple par des protides ou d’autres substances. Assure- 

ment, elles peuvent donner des indications d’ordre general et orienter 

les recherches, mais il nous semble dangereux d’en tirer des conclusions 

definitives. Alnsl, dans le cas du chondriome, 11 faudralt demontrer sa 

nature lipidique par des reactions que Ton salt etre speclfiques des 

lipides, par exemple la coloration au Soudan ou au Scharlach; or, comme 

on le salt, ce n’est que dans de rares cas que ces dernieres reactions 

colorent le chondriome, Bien entendu, nous ne voulons pas affirmer 

Tabsence d’un composant lipidique dans les mitochondries; nous disons 

simplement que les preuves de sa presence indubitable manquent dans 

la plupart des cas. 

\'t USON 
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3. Reactions nuiilisant pas de matieres colorantes : 

A. Reactions derivees de la reaction de Liebermann-Burchardt. — 

1. Methocle de A. ScHULTZE (‘). — C’est une variante de la reaction blen 

connue de Liebermann-Burchardt pour la mise en evidence du choles- 

terol et de ses esters. 

1^’ Fixer au formol; couper par congelation; exposer les coupes aii moins 4 jours, 

plus en hlver, en pleine lumiere, si possible au soleil; 3'^ rnonter la coupe sur porte-objet, 

1 essorer soigneuscmcnl au buvarcl; 4^’ couvnr la coupe de quelques gouttes d’acide acctique I 

acide sulfurique, a^ (se conserve quelques semaines); 5'^ poser la lamelle; examiner dans 

le r^^ctif. Rcsultat : cholesterol et ses esters colores en bleu fonce ou rouge pourpre, virant 

ensultc au vert. Les preparations ne sc conservent que quelques heures. 

Dans cclte reaction, Texposition en pleine lumiere est necessaire pour 

transformer le cholesterol en oxycholeslerol. L’action de la lumiere peut 

etre rcmplacee par un traitemcnt de 1 a 2 jours a 37^ dans une solution 

a 2,5 pour 100 d’alun de fer. 

Nous preferons employer, au lieu du melange acide acetique-acide 

sulfurique, le melange anhydride acetique-acide sulfurique (a'a) (indlque 

par Schultze dans son travail primitif), qui ne necessile pas, d'apres.ce 

qu’on salt, la transformation du cholesterol en oxycholesterol et qui permel 

done dc sauler le temps 2 do la methode definitive de ScHULTZE. 

2. Methode de RoMlEU. — RoMIEU fait agir Tacide sulfurique et I’anhy- 

dride acetlque successivement et non simultanement. 

V* Fixer au formol ou au BouiN sans acide actHique; couper par congelation; rnonter 

a coupe sur lame; essorer; 3" couvnr la coupe d une goutte d’acide sulfurique concentre, 

laisser agir 3 a 15 secondcs; 4^’arreter Taction de Tacide sulfurique en aj()utant2 a 3 gouttes 

d’anhydride acetique; laver avec quelques gouttes du meme liquide; 5" mettre une lamelle; 

uter a la paraffine. Examiner immediatement; la preparation ne sc conserve pas. 

Resultat: cholesterol et ses esters en violet Idas ou rouge pourpre tournant ensulte au vert. 

Ces deux methodes, applications de la reaction de LlEBERMANN, sont 

specifiques du cholesterol et de ses esters. C’est un point qui ne prete 

gu^re a discussion (les objections de KiMMELSTlEL ont ete abondamment 

refutees par les iravaux de ScHULTZE et LoHR, Laux, Kauffmann et 

Lehmann, etc.). 

(0 On ne la confondra pas avec la reaction de R. ScHULTZE pour le cholesterol, qui 

s’effectue au moyen d’acide nitrique. 
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II nous semble cependant opportun de mettre en garde centre une 

erreur d*interpretation : la couleur bleue, violette ou rouge du debut de 

la reaction n’est pas absolument caracteristique; ce qui Test, e’est son 

virage au vert au bout d’un certain temps. L’acide sulfurique, a lui seul, 

donne en effet des colorations bleues, violettes ou rouges avec des corps 

qui n’ont rien a voir avec le cholesterol; par exemple le carotene et les 

carotinoides donnent une couleur bleue, les galacto-lipines une couleur 

rouge pourpre. 

Une reaction positive prouve la presence de cholesterol ou de ses esters, 

mais une reaction negative ne prouve pas definitlvement son absence 

(ScHULTZE, Kauffmann et Lehmann). 

Au point de vue purement hlstologlque, on notera que ces reactions 

sont assez brutales, a cause de I’emploi de reactlfs energlques; elles donnent 

cependant de tres belles Images, facllement llsibles. 

Methode de GoLODETZ et de Stoker : Sur les coupes par congelation, ces auteurs ont 

fait agir un melange de formol a 30 pour 100 (2 parties) et d’acide sulfurique (5 parties). 

En I a 2 minutes, le cholesterol se colore en brun louge foncc. Nous citons cette methode 

pour mernoire, car elle n est pas specifique : d’apres Brunswick, elle esl donnec egalemcnt 

par divers corps gras ne renfermant pas de cholesterol ou de ses derives. couleur brunc 

de la reaction peut etre confondue d’ailleurs avec le charbonnement produit par Taction 

brutale de Tacide sulfurique. 

B. Reactions a la digitonine, — WlNDAUS a montre que le cholesterol 

llbre donne, avec une solution alcoolique de digitonine, un complexe 

insoluble et blen cristalhse, insoluble dans I’eau, Tacetone, Tether, tres 

peu soluble dans Talcool a 96^ froid, mieux dans Talcool bouillant, bien 

soluble dans Tacide acetique glacial et tr^s soluble dans la pyridine. 

Brunswick a utilise le premier cette reaction en Histochimie. II fait 

agir entre lame et lamelle une solution a 0,5 pour 100 de digitonine dans 

Talcool 85® sur la coupe a examiner; en quelques instants, on voit appa- 

raitre des aiguilles de digitonine-cholesterol. 

Leulier et Revol, apr^is fixation au formol, reservent une partie de la 

piece pour etre coupee par congelation comme temoin, puis plongent la 

piece 8 a 10 jours dans une solution de digitonine dans Talcool a 45-50^\ 

Couper par congelation, monter a la glycerine gelatinee. 

Nous preferons operer sur la coupe m6me et non sur la piece: immerger la coupe 

quelques heures dans une solution 4 0,5 pour 100 de digitonine dans Talcool a 50^^; 2®rincer 
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a Talcool k 5(K'; 3‘^ rincer k Teau, monter au slrop d’Apathy ou a la glycerine-gelatine. 

Les coupes s’observent au microscope polarisant. Entre nicols crois^s, on voit apparaitre 

les aiguilles ou les rosettes du complexe cholesterol-digitonine. Pour diflerencier ce 

complexe des esters du cholesterol (egalement birefringents, voir plus haut), Leulier et 

Revol conseillent de colorer au Soudan. Les esters du cholesterol sont colores par le 

Soudan et leur birefringence a disparu. Le complexe cholesterol-digitonine ne se colorc 

pas et restc bircfringent. 

Cette reaction est strictement specifique pour le cholesterol et n’est 

pas donnee par ses esters. Par recoupement avec les reactions colorees 

precedentes, on peut done differencier le cholesterol libre des choleste- 

rides. 

C. Reaction de Casanova. — Cette reaction, citee par Cretin et par Parat, est deslinee 

a la mise cn evidence des lecithines. Elle consiste a faire agir une solution d’acide sulfuriqiie 

concentre renfermant du molybdate d’ammonium; les lecithines donnent naissance a une 

coloration rouge passant ensuite au bleu. Elle n*a rien de specifique, car elle est due a la 

presence, dans la lecithine, du radical oleique. C’est done, au fond, une reaction de corps 

gras non sature et nous ne la citerons qu a titre documentaire. 
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IV. - Table dichotomique d’analyse histochimique des lipides. 

A la lumiere des constatations experimentales et des critiques qui 

viennent d’etre developpees, rhistochimie des corps gras apparait suivant 

un jour tres different de ce qu’il est dans la doctrine classique. On a vu 

que beaucoup de reactions generalement considerees comme specifiques 

n’ont qu’une valeur extremement faible. II n’y a pas lieu de s’abandonner 

au pessimisme et de declarer, comme certains Font fait (KuTSCHERA- 

Aichbergen, Kauffmann et Lehmann), qu’il n’y a pas d’histochimie des 

lipides et que la seule methode d’analyse est I’analyse macroscopique 

quantitative. Au contraire, nous pensons qu’il est possible, avec les 

methodes actuelles, d’aborder le probleme. 

Une revision s’impose, e’est entendu, mais tout n est pas sans signification 

dans les methodes d’analyse des lipides. Ccrtaines ont une valeur spccifique 

rcelle. 

Afin de concretiser les donnees obtenues par notre critique des methodes 

de detection des lipides, nous avons reuni en une table dichotomique les 

methodes dont la valeur histochimique a etc demontree. Cette table 

exprime de fagon synthetlque toutes les possibilltes de THistochimle 

actuelle dans ce domaine. Ces possibilltes, comme on le verra, sont llmitees. 

L’Histochimie ne peut encore permettre de distinguer entre elles que 

quelques categories de lipides; les autres sont encore inaccessibles a la 

recherche rigoureuse. Arrive a ce point, ou Ton aboutit au diagnostic 

« liplde indeterminable avec exactitude par voie histochimique », on doit 

avouer franchement son impuissance, et ne considerer toutes les reactions 

que Ton pourrait effectuer ulterieurement que comme de Tanalyse morpho- 

logique, d’une valeur incontestable certes, mais non plus comme de 

THistochlmie. 

La table est construite d’apres le modele des tables dichotomiques a 

double entree. Elle a ete conditlonnee, non pas seulement pour servlr a 

I’analyse de corps purs, mais a celle de melanges, e’est-a-dire, somme toute, 

pour les conditions ordinaires de travail de THistologie. Dans le cas de 

melanges, elle ne conduit qu’a un des constituants de ceux-ci. Comme 

Tidentification des autres constituants n est generalement pas possible 

avec certitude ou du moins ne Test qu’avec une extreme difficulte, la table 

a ete composee de fagon a conduire d’emblie a celui des constituants 
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dont la presence pent etre consideree a bon droit comme presentant 

generalement le plus de signification, a savoir le cholesterol, ses derives 

et les liplnes. 

TABLEAU D’ANALYSE. 

§. Sur une coupe microscoplque par congelation, montee au slrop de levulose, sans 

coloration prcalable, corps gras presentant une coulcur propre, generalement jaune, 

orangee ou brune. 

. Traites par une solution d iode iodure, donnent une coloration noir vcrdatre 

ou brunatre; traites par une solution d’acide chromique, se decolorent cn 

un temps plus ou moins long. (Carotinoides.) 

. Ces reactions negatives; par Tacide sulfiirique, parfois coloration rouge. 

(Chromoltpoides.) 

§. Sur une coupe microscopique, corps gras ne presentant pas de couleur propre. 

\ Reaction de Liebermann (technique de ScHULTZE ou de RoMlEu) positive : 

coloration bleue, pourpre ou violette, virant ensuite au verl. 

—. Reaction a la digitonine (technique de Brunswick ou de Leulier- 

Revol) : obtention de cristaux apparaissant fortemenl illumines 

entre nicols croises, incolorables par toules les methodes de 

coloration histologique. (Cholesterol libre.) 

—, Reaction a la digitonine : pas de precipite cristallin. (Cholesterides.) 

. Reaction de LiEBERMANN negative apres des essais repetes : pas de coloration 

oil coloration brunatre ou rougeatre. 

0. Montes dans le sirop de levulose, sans coloration et examines entre 

nicols croises, s’illuminent en montrant une croix de polarisation. 

(Lipines.) 

0. Montes dans le sirop de levulose, sans coloration et examines entre 

nicols croises, ne s’illuminent pas, ou bien s’illuminent, mais sans 

montrer de croix de polarisation. 

> . Reaction de Smith-Dietrich a 50'’ positive : coloration 

noir franc. (Lipines.) 

. Reaction de Smith-Dietrich negative; coloration grise 

ou pas de coloration. 

. Par la reaction de L. Smith au sulfate de bleu 

de Nil, coloration rose. (Glyceride non satarL) 

. Par la reaction de L. Smith au sulfate de bleu de 

Nil, ou bien coloration bleue, ou bien pas de 

coloration. (Glyceride salute ou non saturi, ou 

acide gras, ou lipine.) 
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II doit bien etre entendu que les Indications fournies par la table n’ont 

de valeur que si elles sont acquises en suivant exactement la marche 

indiquee. Certaines reactions n’ont en effet de valeur que si Ton a pu 

exclure au prealable la presence d’autres substances pouvant donner des 

reactions interferentes. Elle n’est valable que si la nature grasse de la 

substance a ete prealablement demontree (caracteres de solubilite, voir 

page 192; methodes generales de coloration, voir page 193). 

APPENDICE. 

La reaction plasmale. 

Au cours de leurs etudes sur la reaction nucleale, Feulgen et ses colla- 

borateurs s'aper^urent que dans le cytoplasme de nombreuses cellules, 

existe une substance differente des acides nucleiques qui, apres certains 

traitements, donne une reaction positive avec le reactif de ScHiFF. Ils 

la nommerent « plasmalogfene », Elle est insoluble dans Teau, soluble dans 

les solvants organiques et peut etre extraite des cellules par Talcool. 

Le plasmalogene par lui-meme ne reagit pas avec le reactif de ScHlFF. 

En revanche, les agents hydrolysants (H Cl n/IO) le transforment lentement 

(3 heures a la temperature ordinaire), ou un traitement par le sublime le 

transforme instantanement en « plasmal », substance egalement insoluble 

dans I’eau et soluble dans les solvants organiques. Le plasmal presente 

toutes les reactions des aldehydes : coloration violette par Taction du 

reactif de ScHlFF, production d’hydrazone, de semi-carbazone, de thiosemi- 

carbazone avec la phenylhydrazine, la semi-carbazide, la thiosemi-carbazide. 

Le plasmal a pu etre isole et semble, d’apres les recherches de Feulgen, 

Imhauser et Behrens, etre constitue par un melange d’aldehyde stearique 

et d’aldehyde palmitique dans la proportion 10/90. 

Sous le nom de « reaction plasmale », Feulgen et VoiT comprennent 

la coloration violette avec le reactif de ScHiFF, se produisant instantanement 

apres action du sublime (ou en presence de sublime) ou bien en quelques 

heures en Tabsence de traitement par le sublime (dans ce dernier cas, 

Tacidite du reactif de ScHiFF produit elle-meme Thydrolyse). 

La reaction plasmale ne doit pas etre confondue avec la reaction nucleale 

dont on a deja longuement parle plus haut. Les deux reactions n’ont de 

commun que Temploi du reactif de ScHiFF. Dans la reaction nucleale, le 
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traltement par ce reactif est precede d une courte hydrolyse acide; dans 

la reaction plasmale, d’un traltement au sublime. La reaction nucleale 

se distingue encore de la reaction plasmale par le fait qu’elle reste positive 

apres un traltement meme prolonge par Talcool, alors que la reaction 

plasmale disparait presque toujours. 

La reaction plasmale au niveau des fibres elastiques constitue une exception a cette 

derniere regie. Elle montre une rernarquablc resistance a I’alcool et persiste meme suf 

des coupes a la paraffine. Quclques autres reactions plasmales se montrent egalement 

alcooloresistanles, mals a un degre bien momdre. 

Feulgen et VoiT considerent Ic plasmalogene comme une substance 

« lipoide ». C'est pourquoi il est loglque d’etudler la reaction plasmale, 

qui sert a le mettre en evidence, a la suite des methodes generales de 

detection des corps gras. 

Technique. — La ration plasmale doit s’accomplir soit sur tissus frais, soit sur coupes 

par congelation dc tissus fixes. On ne peut tWidemment se servir dc coupes a la paraffine, 

ni de coupes a la celloidinc, puisque les passages dans Ics solvants des corps gras font 

dlsparaitre le plasmalogene et le plasrnal. 

Le mlcux est de preparer deux coupes. L’une sera passee pendant quelqucs minutes ’ 

dans line solution saturee de sublime, pendant que I’autre, qui servira de temoin, sera 

aissce un temps equivalent dans de I’eau distillec. Ensuite, apres ringage, les preparations 

seront traltees par le reactif de ScHlFF pendant 15 minutes et rlncees en suivant exactement 

les memes modalites techniques que ce!le.s qui ont ete dtV.rites a propos de la reaction 

nucleale. On veillera soigneusement aux rin^ages a Teaii chargee d’acide sulfureux, exacte- 

menl pour les mernes raisons que celles dont on a alors parle. Les preparations sont alors 

montees au sitop d’Apathy ou a la glycerine-gelatine. La presence de plasmalogene se 

marque par une coloration rouge violette. 

On peut egalement pratiquer la reaction sur dcs pieces fixees au sublime, mals alors 

on manquera de coupe temoin. Vf.rNE fixe dans du chlorure de platine a 1 pour 100, 

soit dans un liquide compose de 50 parties de solution aqueuse saturee de sublime et 

de 50 parties de solution a I pour 100 de chlorure de cadmium ou de nitrate d’urane. 

Les fixateurs renfermant du bichromate, de I’aclde chromique ou du tetroxyde d’osmlum 

doivent etre evites, car ils peuvent oxyder les substances a rechercher. Feulgen et Verne 

proscrivent le forrnol corn me pouvant par lui-meme reagir avec le reactif de ScHlFF et 

interferer avec la reaction plasmale. Avec CoRDlER (recherches inedites), nous avons 

constate que cette crainte est vaine et que la reaction plasmale peut tr^s bien s’effectuer 

sur des coupes d’objets fixes au forrnol; il suffit, avant Taction du sublime, de pratiquer 

un rin^age soigneux des coupes k Teau distillee pour enlever toute trace de forrnol. Cette 

fa^on de proceder donne le gros avantage d’une fixation bistologique impeccable et permet 

d’obtenlr des coupes temolns. 

Feulgen et ses collaborateurs, au cours de leurs etudes, avaient insiste 
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sur la large repartition du plasmalogene. Verne, reprenant ces experiences 

de fa^on systematique, est arrive a des conclusions interessantes. Tout 

d’abord, la reaction n’a pas la generallte que lul prete Feulgen. Ce n’est 

pas un corps universellement repandu dans le protoplasme qui est en 

cause C)* 
Au contralre, la substance qui donne la reaction est strlctement localisee. 

Un grand nombre d’elements cellulalres ne donnent absolument aucune 

reaction (globules sanguins, elements lymphoides, thymus, epitheliums 

malpighiens, foie); la reaction est falble et diffuse au niveau d’aulres 

elements (muscle, thyroi’de, pancreas, epithelium Intestinal); enfin, elle 

est elective et intense dans certains elements qu’elle caracterise vraiment 

(certains tubes urinalres, galnes de myellne, petites cellules pulmonalres, 

surrenale, corps jaunc). 

La reaction donnee par les fibres elastiques a des caracteres un peu diffe- 

rents et ne peut guere rentrer dans ces categories. Comme Feulgen, 

Verne note qu’elle est contingente. Nulle pour le tissu elaslique du poumon, 

elle est tantot positive, tantot negative pour le tissu elastlque de valsseaux 

dans les organes. II s’agit probablement d une substance fixec par adsorption 

de fa<;on specialement energique sur le tissu elaslique lui-meme; cette 

substance ne doit pas se trouver dans tous les organes, d’ou Tirrcgularite 

de la reaction. 

Examinant de plus pres ses resultats, Verne note qu’il existe entre les 

substances donnant la reaction plasmale et les llpides histologlquement 

decelables des relations indubltables dans I’espace comme dans le temps. 

Un grand nombre d’enclaves grasses passent par trois stades. Dans le 

premier, elles donnent les reactions des lipldes (Soudan, etc.), mais non 

la reaction plasmale; dans un deuxieme, 11 y a coexistence des reactions 

des corps gras et de la reaction plasmale; le stade final donneralt seulement 

la reaction plasmale. C’est ce que Ton observe par exemple au niveau 

du rein, du corps jaune, des petites cellules pulmonaires. Dans certains 

cas (muscle, gaine de myeline), on observe uniquement le stade 2. Dans 

C) Pour cette raison, Verne rejette comme impropre le terme de « reaction plasmale " 

et propose d’appeler « reaction de Feulgen » la reaction de Schiff obtenue apr^s Taction 

du sublim^. Cette terminologie ne nous semble pas a recommander, car beaucoup d’auteurs 

d^signent sous le nom de reaction de Feulgen la reaction nucleale, dont la signification, 

comme on le salt, est enti^rement diff^rente. 
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d’autres (cellules hepatiques, fasciculee de la cortico-surrenale), on ne 

depasse pas le stade 1 in mais artificiellement, par Taction d’oxydants, 

tels que le permanganate de potassium, Teau oxygenee, on peut faire 

apparaitre des corps donnant la reaction de ScHiFF. 

Les composes aldehydiques reveles par la reaction plasmale sont done 

des produits d’oxydation physiologique de corps gras, probablement non 

satures. In vivOy ces composes aldehydiques n’existent pas a Tetat libre : 

ils sont en quelque sorte masques », en raison d une combinaison fragile 

avec une substance inconnue, et sont liber^s par un traitement au sublime 

ou par des acides dilues. 

In vitroy la ou ils n’existent pas normalement, on peut les faire apparaitre 

cn faisant agir des agents oxydants. 

Le cas de la surrenale a ete etudie speclalement par Verne. Dans la 

zone fasciculee de la cortico-surrenale, on n’observe jamais normalement 

la formation de composes aldehydiques, contrairement a ce qui se passe 

dans la plupart des organes comportant un metabolisme Intense des corps 

gras. Ce n est que par une oxydation artificlelle que Ton peut en faire 

apparaitre dans cette region. Au contraire, dans la glomerulaire, se decelent 

de fa<;on discrete, et dans la reticulalre et la medullalre en abundance des 

composes presentant la reaction plasmale. II s’agit de substances formees 

par oxydation, aux depens de lipides non satures, et analogues a celles 

trouvees dans d’autres organes. La spongieuse est une zone d’accumulation 

a metabolisme ralentl, suivant la conception de Goormaghtigh, et Tappa- 

rition de composes aldehydiques dans les zones interne et externe de la 

surrenale est en faveur des theories qui admettent une double evolution 

des elements de cette corticale. Quant aux composes donnant la reaction 

plasmale dans la medullaire surrenale, leur apparition est sans rapport 

direct avec Tadrenaline, mais parait dependre de la diffusion de substances 

provenant de la corticale, en Tabsence de laquelle elles ne se forment 

pas (dans les organes chromaffines simples par exemple). Cette consta- 

tation etablit objectivement Texlstence de relations fonctionnelles entre 

la corticale et la medullaire, relations dont la signification est encore 

toutefois obscure. 

Ces constatations et celles de GuYON sur les degenerescences walle- 

riennes montrent Tinteret que presente la reaction plasmale dans Tetude 

des lipides; nous pensons que e’est la une technique qui merite d’entrer 

dans la pratique courante de Thlstochimle des lipides. Du point de vue 
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morphologique seul, elle constitue une technique nouvelle, sortant de 

la banalite des methodes habituelles de coloration et dont on peut escomptcr 

des resultats nouveaux. Du point de vue purement histochimique, elle 

appelle des etudes nouvelles plus approfondies. Elle pose en effet de 

nombreux problemes : la nature precise des composes reveles par la reaction, 

la forme sous laquelle ils existent a Tetat masque in vivo, le mode d’actlon 

du sublime pour operer le « demasquage le mecanisme de Toxydation 

des lipides in vitro, etc. 
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CHAPITRE XIII. 

LIPIDES MASQUfiS ET IJPOPHANEROSE. 

Les corps gras hislochimiquernent decelables par les methodes habituelles 

ne representent qu’une partie souvent assez falble des corps gras totaux 

des tissus. Dans les organes ou les techniques hlstologiques ne revelent 

aucune trace de lipide, Textraction et Fanalyse chimique en decMent une 

quantite notable. Les lipldes font partie Integrante de tout protoplasme 

vivant et il n est pas de cellule qui en soit depourvue, 

ClACCIO a bien situe la question en classant les corps gras en trois 

groupes : 1^ substances absorbees formant des reserves, utilisees pour la 

combustion et peut-etre pour la synthese; 2^ corps gras etroitement associes 

a la function de glandes endocrines specialisees (cortex surrenal, corps 

jaune, etc.); corps gras representant un constituant fundamental des 

cellules, physiologiquement stable et ne variant guere quantitativement 

sauf dans des conditions anormales. Les deux premieres categories consti¬ 

tuent des « graisses ou lipoides metaboliques », Tautre les lipoides histo- 

genes ou « histolipoides 

Les lipides immediatement decelables par les techniques histochimiques 

habituelles sont presque uniquement les lipides metaboliques. Sur les 

autres, regnent encore beaucoup d*obscurite et d’incertitude. Get etat de 

choses semble du au fait que les histolipoides, que les recherches chimlques 

decMent en quantite remarquablement constante dans tous les elements 

cellulaires, s’y trouvent en grande partie sous un etat physico-chimlque 

special; ils sont« masques ». 

On connait mal la fagon dont ces lipides sont ainsi masques. On salt 

cependant qu’on a pu preparer in vitro des complexes, specialement des 

complexes lipoprotldiques, dans lesquels le composant lipidique ne presente 

plus les reactions caracteristiques des lipides, Leur constitution precise 

est d’allleurs assez obscure. Ainsi, Macheboeuf a prepare des complexes 
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cholesterol-protides sous forme de gels parfaltement transparents; dans 

ces gels, le sterol est masque, car, malgre leur richesse considerable, 

ils n’en abandonnent pas a un de ses meilleurs solvants, I’ether ethy- 

lique. 

Un certain nombre d’auteurs admettent que certaines conditions, 

physiologiques ou pathologiques, peuvent provoquer la separation d’une 

partie des lipides de pareils complexes : beaucoup de granulations lipi- 

diques apparaissant lors du metabolisme cellulaire seraient le resultat 

d’un tel demasquage (Gi ilmermond). Ce processus s’appelle la « lipo- 

phanerose il s’accomplirait avec le maximum d’intensite dans les 

elements cellulaires en degenerescence. La degenerescence graisseuse 

— qu’il faut distinguer de la surcharge graisseuse — consisterait done 

simplement en la destruction de complexes lipoprotidiques et la separation 

des lipides en une phase non dispersee, done accessible a la technique 

histologique normale. 

D’autre part, des interventions diverses semblent bien pouvoir produire 

artificiellement des modifications analogues dans les complexes proti- 

diques du protoplasme. 

Dujardin, il y a tres longtemps, avait observe que lorsque la cuticule 

de certains Infusoires est l&ee, leur cytoplasme forme au contact de Teau 

des gouttelettes. qu’il appelait '< boules sarcodiques Maggi homologua 

ces boules sarcodiques aux figures qui se forment lorsque la myeline entre 

en contact avec de Teau : a sa surface se produlsent alors des protuberances 

plus ou moins filamenteiises, dont Textremite finit par se renfler en massue. 

Beaucoup de cytologistes, dans des objets tres divers, ont retrouve ces 

figures myeliniques se produisant, soit sous Taction de Teau, soit sous 

Taction de solutions alcalines ou d’oleate de soude (Albrecht, Schneider, 

VON Prowazek, Faure-Fremiet, Gicklhorn, Fr. Weber, etc.); ils les 

ont attribuees a la presence de materiaux lipidiques du protoplasme. On 

sait en effet que certains lipides purs, in vitro, donnent reguli^rement 

naissance a des figures myeliniques. Les lecithines les donnent par simple 

traitement avec de Teau, tandis que les sterines ne les donnent qu apres 

traitement par un alcali et en presence d’un acide gras (Senft). D’autre 

part, Tanalogie entre les figures myeliniques du protoplasme et les sphero- 

cristaux de phospholipines est extremement grand (RiNNE, Runnstrom) : 

comme eux, elles sont birefringentes et presentent en lumi^re polarisee 

la croix de Brev/ster. On peut done tres justement penser que la formation 
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de figures myeliniques du protoplasme n’est en somme qu’une manifesta¬ 

tion de lipophanerose, 

D’autres agents chimiques agissant sur des tissus frais peuvent d’ailleurs 

condulre a la separation {Entmischung) des phases des complexes lipo- 

protidiques, par exemple les acides concentres (Noll et Kawamura). 

Dans ce cas, on voit apparaitre sous le microscope des gouttelettes que leur 

refringence et leurs caracteres optiques en lumiere polarisee permettent 

d’identlfier comme des lipides, generalement des cholesteridesou des lipines. 

Les procedes de lipophanerose artificielle dont nous venons de parler 

sont interessants en ce sens qu’ils permettent de preciser Tetat des lipides 

proloplasmiques. Cependant, pour Thistochimiste, leur importance n’est 

que secondalre, car la separation des phases des complexes s’effectue 

par une veritable destruction de la morphologie cellulaire. 11s permettent 

de se rendre comptc de Texistence de lipides masques, mais non de se 

faire une idee de leur repartition dans la cellule. 

C’est a ClACClo presque uniquemenl que Ton doit des rccherches reelle- 

ment histochimiques a cc sujct. Cet auteur s’est efTorce de mettre au point 

des techniques adaptees a la demonstration localisee des « histolipoidcs ». 

Les methodes utilisees doivent repondre a deux conditions: tout d’abord, 

demasquer les lipides de leur complexe, et ensuite conserver la morphologie 

cellulaire de fa^on suffisante pour pouvoir etablir des localisations precises. 

ClACClO a realise deux types de processus lipophanerogbies. Dans le 

premier type, le demasquage s’effectue en meme temps que la fixation; 

agissent ainsi des fixateurs renfermant des sels de mercure, de cadmium, 

d’urane, de cobalt, de zinc et les alcools ethylique et methylique dilues. 

Les meilleures formules ne sont pas autre chose que les fixateurs preco- 

nises par Cajal (formol-urane) et par Da Fano (formoLcobalt) pour la 

mise en evidence de I’appareil reticulaire interne de Golgi. Dans les 

procedes du deuxieme type, la lipophanerose est effecluee apres fixation 

au formol. Ici, le demasquage peut se faire par des solutions acides ou 

alcalines, le phenol, la digestion pepsique ou trypsique; le procede au 

phenol serait le meilleur. Apres traitement par Tun ou I’autre des procedes, 

on pratique le chromage des pieces suivant le procede indique par ClACClO 

lui-meme pour la mise en evidence des lipoides » {voir p. 205), puis on 

colore au Soudan III, soit sur coupes par congelation, soit sur coupes a la 

paraffine. 

£tudiant au moyen des methodes ci-dessus la distribution des « histo- 
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Hpoides » dans la cellule, ClACCIO aboutlt aux resultats sulvants. II n’existe 

pas de substances « lipoides dans le noyau de la plupart des cellules, sauf 

peut-etre dans quelques elements sexuels. Au contraire, ce sont des consti- 

tuants essentiels et constants de deux formations : ie chondriome et une 

formation appelee par ClACClo formation X, apparentee a Tappareii de 

Golgi. En outre on trouve des lipoides masques dans diverses formations 

para- et metaplasmatiques : granulations des cellules dclomorphes de 

I’estomac, granulations des leucocytes, granulations vitellines. 

L’hypothese que les elements chondriosomiques sont constitues par un 

complexe lipoprotidique a deja ete defendue par un grand nombre de 

cytologistes, et les donnees fournies par ClACClO ne font que les confirmer. 

Plus interessanles sont les idees de Tauteur sur la formation X; nous les 

signalons a titre documentaire sans vouloir les apprecier. Dans tout 

element cellulaire, existe un complexe lipoprotidique special tres labile, 

qui, suivant la technique employee, donne naissance a des images differ 

rentes. Cerlaines formations considerees comme des organes constants 

de la cellule ne sont, d’apres ClACClO, que le resultat de modifications 

physico-chimiques de cette formation : ainsi, par exemple, les apparcils 

de Golgi, le vacuome, le lacunome, en partie peut-elre le lyosoine de 

Champy ct les liposomes d’ALBRECMT. 

Outre ces elements, ClACCIO a pu deccler des lipoides masques dans 

diverses formations para- et metaplasmatiques : granulations des cellules 

dclomorphes de Testomac, granulations des leucocytes, granulations 

vitellines. 

Nous ne pouvons discuter ici les vues de ClACCIO sur la nature du chon¬ 

driome et de la formation X, appareil de Golgi ou vacuome, suivant le 

nom qu’on voudra bien lui attribuer; ce sont la des questions extremement 

controversees et qui sortent du cadre de cet ouvrage. Nous devons nous 

limiter a Tetude des methodes preconisees. 

II est assez difficile de porter un jugement sur leur valeur, car leur 

etude n’a pas ete reprise. Plusieurs auteurs ont cependant objecte que 

les lipides mis en evidence par les precedes lipophanerogenes peuvent 

I’etre tout aussi bien par les colorants babituels des lipides sans aucun 

demasquage. Parat, dans la discussion de Texpose de ClACCIO au Congres 

des Anatomistes de Liege, faisait ainsi remarquer que, dans le rein, les 

preparations de ClACClO montrent, apres le soi-disant demasquage, des 

elements qui sont parfaitement mis en evidence sans cette operation. Et 
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Giroud ajoutait que de nombreux complexes lipoprolldiques, le chondriome 

par exemple, donnent immediatement les reactions des corps gras. Plus 

tard, Parat estlme que le procede de ClACClo peut produire une augmen¬ 

tation de la quantite de lipides visibles, mais craint que la brutalite de la 

technique (au moins de la technique qui est la plus active, mais aussi 

la plus violente, celle au phenol) ne conduise a des artefacts. 

On doit tout d’abord se demander s’il existe reellement des lipides 

masques au sens propre du mot. On parle de substances « masquees « 

lorsqu’elles n’entrent pas en reaction avec leurs reactifs habituels. Oi, 

les lipides faisant partie integrante du protoplasme sont-ils reellement 

dans cet etat, ou bien plutot ne sont-ils pas repartis dans la cellule de 

fa^on si diffuse que la sensibilite de nos reactifs soit insuffisante? Invite 

par PrenanT a s’expliquer sur le sens qu’il donne au terme « demasquage 

ClACClo repond : J’emploie le mot demasquage, sans prejuger de la 

nature du phenomene; ensuite, je cherche a expliquer le fait en supposant 

que les lipoides se trouvent en un etat tres disperse. Dans ce cas, le terme 

de demasquage se ref^re au passage d’un etat tres disperse (unevraie 

solution colloidale) a un etat moins disperse (emulsion ou suspension). 

Dans le premier cas, les lipoides ne sont pas decelables par les moyens 

en usage pour la mise en evidence des substances grasses, tandis que cela 

se verifie dans le deuxieme cas. » 

Les reactifs actuels des lipides sont peu sensibles, et Ton peut se 

demander si les resultats negatifs obtenus avec les complexes lipoproti- 

diques ne sont pas simplement dus a leur trop faible teneur en lipides. 

La question est importante a resoudre, car dans ce cas les methodes de 

« demasquage « de ClACCIO devraient etre considerees comme conduisant 

a des artefacts; en effet, elles ne pourraient rendre les lipides visibles 

qu’en les concentrant en quelque sorte au niveau de certains elements 

protoplasmiques. 

Bref, on pent dire que la question des lipides masques en Histochimie 

n est pas mure et demande de nouvelles recherches. 
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SECTION IV. 

Glucides. 

CHAPITRE XIV. 
GLUCIDES. 

De tous les glucides, fares sont ceux qui sont accessibles a la recherche 

histochimique. Les seuls que Ton ait pu deceler et locaiiser de fa^on 

certalne sont des polysaccharides complexes, non azotes, comme le glyco-^ 

gene, le galactogene, la cellulose, la tanicine, ou azotes, comme les acides 

mucoifine et chondroUinesulfuriques, la iMiine, 

A plusleurs reprises, on a essaye de mettre en evidence des glucides 

plus simples, et en particuller le glucose, dont on connait le role Important 

dans le melabolisme. Des 1899, De Waele avait propose une reaction de 

mise en evidence du glucose, malheureusement non specifique et qui est 

tombee dans I’oubli. SruLER a egalement essaye de deceler histochiml- 

quement le glucose par la reduction d’une solution alcallne d acetate de 

cuivre, apr^s une fixation dans un melange d’alcool, d’ether et d’acetone. 

Sa methode, passablement cornpllquee, n’a donne que des resultats 

tr^s mauvais dans les mains de WoLFF, de rneme qu’une autre methode 

de Seelig, basee sur la formation d’osazone et dont Tauteur lul-meme 

avait deja du reconnaitre le pau de valeur. Wolff, apr6s des essais avec 

differentes methodes, n’a pu obtenir de resultats satisfaisants, et en arrive 

4 un aveu d’impuissance. 

Nous pensons que la recherche du glucose n’est pas du domaine de 

THistochimie, pour la meme raison qui nous a deja fait rejeter pas mal de 

techniques : le glucose, corps tres soluble — et de plus difficilement preci- 

pitable — ne peut etre immobilise suffisamment rapidement dans les 

tissus pour que toute diffusion soit empechee. Ajoutons que lacaracteri- 
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sation du glucose est par ailleurs assez maiaisee et reclame des reactifs 

generalement tres nocifs pour les coupes liistologiques, parce que trop 

alcalins. 

1. — Glycogen K. 

1. La fixation du glycogene. 

Les donnees concernant la fixation du glycogene sont passablemenl 

contradictoires et il nous a semble opportun d’en dire quelques mots. 

Beaucoup d’auteurs, se referant a la solubilite du glycogene dans Teau 

et a sa facile precipitation par Talcool fort, considerent comme indis¬ 

pensable pour la fixation du glycogene Temploi de Talcool absolu. Tel est 

Tavis par exemple d’ERLicH, Barfurth, Langhans, Delepine, Lubarsch, 

Best, Fischer, Mayer, Vastarini-Cresi, Frankel, Kleestadt, Gierke, etc. 

Comme falccol absolu presente pas mal d'inconvenients au point de vue 

histologique pur (mauvaise penetration, mauvaise fixation, retraction des 

tissus, durcissement des pieces, etc.), beaucoup d'autres fixateurs ont ete 

preconises, les uns alcooliques, les autres aqueux. Les citer tous depas- 

serait le cadre de cet expose. Parmi ceux-ci, on doit tout specialement 

signaler les fixateurs satures de glucose d’apres Neukirch : formol (non 

diliie) sature de glucose, solution de sublime saturee de glucose, etc. 

Arnt a beaucoup recommande le formol k 10 pour 100 sature de glucose. 

Le fixateur de Neukirch au formol-glucose est considere par plusieurs 

auteurs (Munzer, RoN'iElS, Burggraeve) comme conservant le mieux le 

glycogene dans la cellule. Malbeureusement, les pieces ainsi fixees durcissent 

pendant le passage dans les alcools, a tel point que Ton eprouve les plus 

grandes difficultes a les couper. 

Deux etudes recentes ont paru sur la valeur comparee des fixateurs du 

glycogene. Tune de Burggraeve (materiel : foie), Tautre de Graupner 

(materiel: cartilage). Ces recherches ont donne des resultats assez dlfferents, 

Graupner recommande le formol, le sublime, le Zenker, le MuLLER-formol 

et considere comme inferieurs les fixateurs alcooliques et les fixateurs 

satures de dextrose, qui produisent trop de retraction et de durcissement 

des pieces. Burggraeve, au contraire, a observe que les fixateurs aqueux ne 

conservent generalement pas le glycogene; le formol (du commerce, non 

dilue) sature de dextrose le conserve le mieux, mais durcit beaucoup les 

pieces; Talcool fixe bien, mais pen^tre mal; on peut ameliorer son action 
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en lui ajoutant du formol (a parlies egales — Bark) ou mieux du formol et 

de Tacide actHique (fixaleur de Vastarini-Cresi : alcool a 95^, ICK); 

formol, 10; acide acetlque, 5). La difference entre les resultals de Graupner 

et de Burggraeve doit ctre attribuee a la difference de materiel. Ehrlich 

avait deja attire Tattention sur I’inegale solubilite du glycogene des diffe- 

rents tissus. Le glycogene des epitheliums pavimenteux est pratiquement 

insoluble dans Teau, celui du cartilage Test tres difficilement, tandis que le 

glycogene du foie et des leucocytes se dissout Ires facilement. II n’est 

done pas etonnant que Graupner ait pu conserver le glycogene du cartilage 

par Temploi dc fixateurs aqueux, alors que Burggraeve, etudiant le foie, 

a obtenu de pietres resultals avec ceux-ci. 

Notre collegue et ami Pasteeis a bien voulu nous communi(]uer le 
resultat encore inedit de recherches comparatives sur la fixation du glyco* 

gene, recherches qu’il a ete amene a effectuer au cours de ses etudes 

sur la gastrulation des Teleosteens, ou la fixation du glycogene s’est 

revelee extremernent malaisee. 

Pasteels, avec Leonard, a etudie Taction, aussi bien sur des 

tissus adultes que des tissus embryonnaires, de fixateurs tres divers : 

alcool absolu, alcool 90^^; alcool-formol, formoLglucose, liquides de 

Carnoy, Zenker, Bouin, Bouin-Allen, Dustin, Bataillon, Tellye- 

NicsKY, Vastarini-Cresi). 

Contrairement a Topinion classique, la fixation du glycogene est tres 

mal assuree par les liquides alcooliques, Les plus mauvais sont les combi- 

naisons ternaires, alcool-chloroforme-acide acetique (Carnoy) ou alcool- 

formol-acide acetique (Vastarini-Cresi). L’alcool absolu seul ne conserve 

pas du tout le glycogene dans les gastrulas, et, dans les tissus adultes, 

produit des images de fuite tres caracterisee. Les resultats les meilleurs 

sont obtenus par les liquides, meme aqueux, contenant de Tacide picrique, 

Le Bouin est bon, le Bouin-Allen encore meilleur. Pour les tissus embryon¬ 

naires tr^s jeunes, ou le glycogene est extremernent difficile a conserver 

in situ^ les meilleurs resultats oftt ete obtenus par un nouveau fixateur 

extremernent riche en acide picrique C) : dioxane sature d’acide picrique 8,5 ; 

formol 1; acide acetique glacial 0,5. 

C’est bien Tacide picrique qui est Tagent actif permettant une bonne 

fixation; Pasteels et LEONARD ont effectue des experiences systematiques 

(9 II en contient pr^s de 35 pour 100! 
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avec deux series de fixateurs, les uns ne diflerant des autres que par 1 addi¬ 

tion d’acide picrique a saturation. Dans tous les cas, les fixateurs picriques 

se sont revel^s beaucoup supeneurs aux autres et d autant plus que la 

solubilite de Tacide picrique etait plus grande dans le liquide considere. 

In vitro, Tacide picrique ne precipite pas le glycogene. La fixation 

du glycogene n’est done pas tant une insolubilisation pure et simple, 

qu’une immobilisation sur un substrat, protidique ou autre, qui est fixe 

de fa^on optimum par Tacide picrique. C’est encore ici une application 

interessante d un principe que nous avons longuement developpe dans 

le Chapitre II {voir p. II). 

2. Reaction a iiode. 

Ce fut Claude Bernard, a qui Ton doit la decouverte du glycogene, 

qui indiqua la premiere metbode histoebimique pour la mise en evidence 

de cette substance. Jusqu’a ces dernieres annees, la reaction de Claude 

Bernard resta la seule qui fut absolument sure et specifique du point de 

vue cbimique; toutes les autres metbodes histologiques de reeberebe du 

glycogene n’etaient que des metbodes d analyse cbromatique. 

Claude Bernard lui-meme, dans ses etudes celebres sur le metabolisme 

des matieres sucrees, s etait largement servi de la metbode bistoebimique. 

Au moyen de la reaction qu’il avait indiquee, il avait etabli I’ubiquite 

du glycogene dans le monde animal, en avait indique les localisations princi- 

pales et sulvi les transformations dans Torganisme au cours de differents 

etats pbysiologiques ou patbologiques. Ainsi, il avait pu en etudier revolu¬ 

tion au cours de Tontogenese, dans Toeuf et Tembryon des Oiseaux, dans 

les annexes foetales des Mammiferes, dans les tissus des embryons. Il 

montra en outre le role du foie dans la glycogenese, la disparition du 

glycogene des muscles lors de leur fonctionnement, etc. Il faut lire les 

admirables lemons de Claude Bernard sur Les phenomenes de la vie pour se 

rendre compte de la quantite et de Texactitude des notions bistopbysio- 

logiques ainsi acquises par Teminent experimentateur. Les travaux de 

Claude Bernard sur le glycogene constituent un des ensembles les plus 

remarquables d Histoebimie et d’Histopbysiologie que Ton puisse trouver. 

Comme on le verra, la metbode employee par Claude Beranrd n’a 

gu^re subi depuis lors que des variations de detail, ou plutot des adapta¬ 

tions aux conditions nouvelles caus^es par le developpement de la technique 
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histologique. Nous ne pouvons mieux faire que de clter le texte de Claude 

Bernard lui-meme. 

« Lorsque Ton a a sa disposition des quantites tres petites de tissu, on y 

decele le glycogene a Texamen microscopique, par la coloration rouge 

vineux, violacee ou rouge acajou que cette substance prend sous I’influence 

de Tiode. D*ailleurs, cette recherche offre par elle-meme un grand interet, 

en faisant connaitre la distribution et la forme anatomique qu’affecte la 

substance dans les organes. Cette substance est generalement sous la 

forme de granulations demi-fluides qui diffusent peu a peu apres la morl 

dans les liquides aqueux, mais qui se coagulent au contraire par Talcool 

et Tacide acetique cristallisable, etc. II suffit quelquefois de traiter directe- 

ment par Tiode une coupe mince du tissu ou de la membrane que Ton 

veut examiner pour y deceler la matiere glycogene sous la forme prece- 

demment indiquee; mais le plus souvent» il faut employer des precedes 

particuliers de preparation. On deshydrate les tissus en les plongeanl dans 

Talcool absolu auquel on ajoute un fragment de polasse caustique* ou 

d’autres fois quelques gouttes d’acide. Apres un certain temps d’irnmer- 

sion, on lave la piece dans Tether, le chloroforme ou le sulfure de carbone, 

pour la durcir et lui enlever les matieres grasses qui gencnl les reactions. 

La piece, ainsi preparee, est baignee dans Talcool iode ou le chloroforme, 

ou le sulfure de carbone, ou Tether iodes, lavee dans Tessence de tereben- 

thine, puis conservee dans du vernis a Tessence. La preparation peut se 

conserver tres longtemps : il faut cependant prendre soin de ne pas la 

clore completement. A Tabri de Tair, elle se decolorerait rapidement. » 

La reaction a Tiode a ete Tobjet d’un nombre de modifications extreme- 

ment considerable, motivees surtoul par le peu de stabilite des preparations. 

Signalons parmi ces precedes ceux d’EHRLlCH, Langhans, Barfurth, 

Del^pine, Driessens, Lubarsch, Best, Kankato-Bleibtreu, Guize'eti, 

Brault, etc. A litre documentaire, en voici quelques-unes : 

Methode de Langhans, variante de Carleton : !° fixer a Talcool absolu ou au Carnoy, 

inclure a la paraffine; 2^ les coupes, au lieu d’etre collies k I’eau albumineuse, le sont dans 

Talcool albumineux a 50 pour 100; 3^ les coupes deparaffinees sont traitees 5 a 10 nrunutes 

par le Lugol (iode, 1; iodure de K, 2; eau, 100); 4^ desbydrater dans une solution satur^e 

d’iode dans Talcool absolu; 5® essence d’origan; 6® xylol, baume. (Note; Avant letraitement 

par I'iode, on peut colorer a Th^matoxyline de Delafield ou d’EHRLlCH.) 

Methode de GaGE : I® fixer dans :aIcool 95®, 100^; alcool iode a 10 pour 100 d’iode, 2*^,5; 

acide acetique glacial, I®*"®; 2® inclure a la paraffine; 3® Staler les coupes avec le liquide • 

H*0, 250; alcool, 250; NaCl, 1,5; IK, 3; I, 1,5; 4® les coupes s^chees sont deparaffinees 
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au xylol et montees, soit a I huile de vaseline, soit au baume de Canada, sans lamelle. 

Methode de Driessen : 1“ fixer a Talcool, inclure a la paraffine ou a la celloidine; 2" sur 

coupes, colorer les noyaux par la cochenille alcoolique conccntree; 3'^ alcool 96^; alcool 100‘^\' 

4^ 3 a 5 minutes dans le xylol phenique-iode (Lucol t xylol phenique-ana; agiter energi- 

quement, recueillir le liqulde surnageant); 5^ rlncer au xylol phenique; 6® xylol, baume. 

Les methodes a I’iode sont simples et sures. La specificite de la reaction 

n’est pas entiere : rarnyloide donne une reaction semblable; de plus, 

certains constituants proteiques sont capables de se colorer en brun par 

I’iode (reaction iodophile de RoMlEu). On fera done toujours la contre- 

epreuve de la salive; le glycogene, en un temps fort court, est hydrolyse 

par Tamylase salivaire. Une coupe temoin sera done traitee 30 minutes a 

Tetuve a 37*^* par de la salive ; le glycogene a alors disparu et la reaction 

a I’iode est devenue negative. 

Ainsi controlee, la reaction de Claude Bernard a une haute signification. 

Les methodes d’analyse chromatique donnent assurement des preparations 

plus agreables a l oell et plus durables; elles dolvent cependant toujours 

etre controlees par la reaction fondamentale a Tiode. 

3. Methodes de coloration da glycogene. 

Dans la pratique histologlque, les methodes les plus frequemment employees pour la 

detection du glycogene sont des methodes de coloration. La plus ancienne est la coloration 

au carmin de Best, dont la technique est bien connue de tous les histologistes, et qui 

constitue une excellente methode, donnant des preparations tres claires et tr^s lisibles. 

La coloration au carmin de Best ne constitue pas a proprement parler une methode histo- 

chimique, car son mecanisme reste obscur; s’agit-il d’un phenom^ne purement physique 

de dissolution du colorant dans le glycogene, phenomene analogue a la coloration des 

lipides, comme le pense PATZELT, ou bien plutot d’un phenomene chimique, comme le 

font pressentir les recherches de Jeffers? e’est ce qu’il est encore difficile de decider. 

En tout cas, e’est une methode precieuse qui acquiert une signification beaucoup plus 

precise si on la fait suivre de Tepreuve de la salive. Au point de vue specificite, on sait 

que la mcHhode de Best est loin d’etre parfaite; elle colore en effet un certain nombre 

d’elements protoplasmiques aglycogeniques. 

Les autres methodes de coloration du glycogene sont loin de valoir la methode de 

Best. La methode de Vastarini-Cresi a la resorcine-fuchsine ou a la cresofuchsine a 

ses partisans et ses detracteurs. Elle non plus n’a rien de specifique. Quant aux methodes 

de Mayer au tanin-fer, de Fischer au tanin-safranine, de LuBARSCH au violet de gentiane, 

et d’autres methodes analogues, elles ne presenlenl guere qu*un interet episodique. 

4. Reaction de Bauer. 

Tout recemment, Bauer a decouvert une reaction histochimique du 
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glycogfene qui joint a la specificite de la reaction a Tiode la precision et la 

beaute des preparations que donnent les methodes de coloration. 

Elle est basee sur le principe suivant : une oxydation moderee par Taclde 

chromique dilue transforme le glycogene en une substance dont la consti¬ 

tution chlmique n’est pas encore completement eclalrcle, mals qui donne 

naissance a une coloration rouge violet avec le reactlf de ScHIFF. Cette 

substance a pu etre obtenue in vitro: contrairement au glycogene, elle 

n’est pas soluble dans I’eau. 

Technique. — On pent faire agir I’aclde chromique. soit sur les pieces — ce qui revient 

a employer un fixateur a base d’acide chromique — soit sur les coupes. La methode ori- 

ginale de Bauer comporte une fixation au Bouin-Allen, puls une inclusion a la paraffine 

avec le benzoate de methyle-celloi'dlne comme Intermcdiairc, d’apres la methode de 

Peterfi. 

Pasteees et Leonard, en conclusion de I’etude comparative citee plus haut, fixentb heures 

au Bouin-Allen (tlssus adultes) ou 1 heure au Pasteels-Leonard (tlssus embryonnaires 

ou tissus adultes a glycogene labile), puis pratiquent une inclusion a la paraffine avec 

dioxane comme intermediaire (precede de Graupner et Weissbfrger). 

Les coupes sont alors soumises a Faction d’une solution d’acide chromique a 4 pour 100 

pendant 1 heure ou a I pour 100 pendant une nuit. L’efTet est optimum pour une concen¬ 

tration en acide chromique et une duree de chromisation determinees. Le temps indique 

semble correspondre a la plus grande generallte des cas; une trop forte concentration et 

une trop longue duree d’action de Facide chromique provoquent un affalblissernent de la 

reaction. Apres la chromisation, les coupes sont lavees 5 minutes a Feau courante, puis 

traitees pendant 10 a 15 minutes par le reactif de ScHIFF {voir preparation de celul-cl, 

p. 178). Apr^s Faction du ScHIFF, rin^age dans trois eaux sulfureuses successives, comme 

dans la reaction nucleale; lavage de 10 minutes a Feau courante. Ensuite coloration 

nucleaire a volont^ et montage au baume. Les elements renfermant du glycogene sont 

fortement colores en rouge violet, Les preparations sont stables. 

La reaction de Bauer donne de fort belles preparations tres lisibles et 

trfes demonstratives. Elle nous parait devoir etre recommandee. 

De I’etude de la reaction, telle qu’elle a ete effectuee par Bauer, il r^sulte 

qu’elle n’est pas en realite specifique du glycogene. Elle est donnee — et 

ceci est hautement interessant — par d’autres polysaccharides complexes. 

Bauer I’a observee positive pour le glycogene, I’amidon, la cellulose, la 

tunicine, le galactogene, mais negative pour I’inuline. L’auteur ne connait 

pas, a I’heure actuelle, d’autre substance donnant la reaction; tout specia- 

lement, il note que des substances differentes du glycogene et qui prennent 

reguli^rement le carmin de Best, comme par exemple le mucus ou les 

granulations des mastocytes, ne la donnent pas. 
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Par sa nature, la reaction de Bauer n’est pas speclfique pour un poly¬ 

saccharide donne; cependant, comme dans les organismes, la coexistence 

de plusieurs polysaccharides est rare, cette non-specificite relative n’a 

que peu d’inconvenients. Pratiquement, la reaction de BauER s’emploiera 

done surtout pour la recherche histochimique du glycogenc. Dans les 

cas ou se rencontrent de telles coexistences, la distinction peut s’effectuer 

par d’autres methodes: ainsi, chez les Tuniciers, ou Ton rencontre du 

glycogene comme substance dc reserve et de la tunicine comme substance 

de soutien, le simple examen morphologique suffit a efiectuer la distinc¬ 

tion. Chez certains Mollusques, ou le glycogene coexiste avec le galacto- 

gene, la distinction s’effectue aisement par des moyens que nous indique- 

rons en etudiant le galactogene. 

Comme on Ta vu, la reaction de Bauer consiste en Taccouplement de 

deux reactions, d’abord une oxydation par I’acide chromique, ensuite 

Taction du reactif de ScHiFF (comparer avec la reaction niicleale de Feulgen : 

hydrolyse acide, puis reactif de Schiff). Pour qu’on puisse la declarer 

positive au niveau d\in element donne, on doit effectuer des controles 

(exactement comme dans la reaction de Feulgen). On doit verifier que 

sur une coupe non chromee, la reaction ne se produit pas, de faepon a 

eliminer les substances donnant directement une reaction avec le reactif 

de Schiff. On doit egalement la trouver negative apres Tepreuve de la 

salive. Enfin, on prendra garde a deux causes d’erreur dues a des fautes 

techniques : par suite de Tacidite du reactif de ScHiFF, une hydrolyse de 

Tacide thymonucleique peut se produire et la reaction nucleale apparaitre, 

si Ton prolonge trop Taction de ce reactif; cependant, avec un temps 

de 10 a 15 minutes a froid, cette hydrolyse ne peut guere avoir lieu. Enfin, 

une autre cause d’erreur est Thydrolyse du reactif de ScHlFF avec regene¬ 

ration de fuchsine, par suite de rin^ages defectueux; cette cause d’trreur 

a deja ete envisagee en parlant de la reaction nucleale et Ton se reportera 

a ce qu’on en a dlt alors. 

II. — Galactogene. 

Le galactogene est une substance assez analogue au glycogfene, mais 

qul, par hydrolyse, donne naissance, non a du glucose, mais a du galactose. 

II a ete decrit pour la premiere fols par Hammarsten qui Tavait extrait de 
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Tescargot. II s’y trouve localise dans les glandes albumineuses du manteau 

(May, Bauer). 

II se distingue du glycogene par un certain nombre de caracteres 

chimiques et histochimiques, que nous avons condenses dans le tableau 

suivant, construit d’apr^s les donnees de May, May et KORDOVICH, 

Bauer. 

lode. I — 

Carmin de Best. r ^ 

Carmin de Best apres eprcuve salive. 

Bauer. ^ i 

Bauer apres epreuve salive. — 

III. — Cellulose et tunicine. 

Dans les organismes animaux, la cellulose est tres peu repandue et 

ne se trouve que chez les Tuniciers (tunicine). La cellulose est soluble 

dans Toxyde de cuivre ammoniacal (reactif de Schweitzer) et donne une 

reaction caracteristique avec fiode. En la trailant successivement par du 

liquide de Lu^ol et de Tacide sulfurique a 33 pour 100, il se produjt une 

coloration blcue. Lc chlorure de zinc iode (chlorure de zinc, 30; LK, 5; 

iode, 1; eau, 14) la colore en violet. Les colorations ainsi obtenucs ne sont 

pas stables. On trouvera de plus amples renseignements sur la question 

dans les Manuels d’Histochimie vegetale. 

IV. — Chitine. 

Chez beaucoup d’Invertebres, chez certains Protistes et Champignons, 

le squelette est forme de chitine. La chitine doit etre rapprochee des 

polysaccharides car, par hydrolyse, elle fournit des chitosamines, derives 

amines de glucides. 

Comme le remarque ScHULZE, les zoologistes ont Thabitude d’appeler 

chitine les substances cuticulaires des Invertebres, des qu’elles ont une 

certaine consistance, sans apporter une preuve positive de son existence. 

La raison en est que les reactions de la chitine, jusque dans un passe 

assez peu eloigne, n’etaient gu^re commodement realisables en Micro- 

chimie, et moins encore en Histochimie. La plupart des reactions proposees 

sont en effet extremement brutales. 
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Schulze classe les methodes de recherche de la chitine en deux grands 

groupes. Les premieres s’effectuent avec destruction des parties molles. 

La plus connue est celle de VON WiSSELiNG; elle consiste a chauffer Tobjet 

en tube scelle a 180^ avec une lesslve de potasse a 60 pour 100; ce traite- 

ment transforme la molecule de chitine en une substance molns complexe, 

la chitosane, qui, traitee par Tiode et Tacide sulfurlque dilue, donne lieu 

a une coloration vlolette. Une autre reaction, due a Brunswick, consiste 

a tralter par la potasse a 50 pour 100 pendant 15 minutes au bain d’huile 

a 160*^*, puls a faire agir de Taclde nltrique a 50 pour 100; il se forme des 

spherltes de nitrate de chitosane. ScHULZE et Kunike ont indique une 

troisleme reaction, basee sur Taction d’une solution de naphtol en solution 

sulfurique concentree, ct s’effectuant encore une fois apres traitement par 

la potasse a chaud. Ces methodes, que nous avons cltees a tltre documen- 

talre, ne peuvent evidemment repondre aux desiderata de Thlstochlmiste, 

qui exige fondamentalement le respect de la Morphologie. 

Dans le deuxieme groupe de ScHULZE, se trouve une reaction s’effectuant 

avec conservation des parties molles et pouvant done etre utlllsee en Histo- 

chlmie. Cest la reaction de ScHULZE au diaphanol-chlorure de zinc iode. 

Le chlorure de zinc lode, qui constitue un bon reactif general pour un 

certain nombre de polysaccharides, ne donne que des resultats irreguliers 

avec la chitine. Certalnes chltines donnent lieu a des colorations bleues ou 

vlolettes, tandis que d’autres ne reaglssent pas. Certains auteurs (Zander, 

Wester) avaient ete jusqu’a dire que la reaction n’etait pas due a la chitine 

elle-meme, mais a une impurete. ScHULZE montra qu'apres un traitement 

par le diaphanol (acide chlor-dioxyacetlque, CO OH—CC1(OH)0, la 

chitine donne regulierement une coloration Intense avec le chlorure de 

zinc iode. 

Technique. — L’objet a etudier est plong6 pendant 24 heures ou plus dans du diaphanol, 

a Tobscurite et dans un flacon fermant hermetiquement. Apres un lavage soigne, la prepa¬ 

ration est recouverte de chlorure de zinc iode (iode, n,6; iodure de K, 10^; eau, 14*’'; — 

chlorure de zinc, 60**; eau, 14*. Melanger les deux solutions et filtrer sur coton de verre; 

avant Femploi, verifier que le liquide colore le papier filtre en violet). La presence de chitine 

se marque par une coloration violette, qui n’apparait souvent qu’apres un lavage a I’eau. 

Schulze donne de Taction du diaphanol une theorie interessante. On 

salt que, dans le regne vegetal, la substance' de soutien principale de la 

plante, la cellulose, ne se trouve ordinalrement pas libre, mais en liaison 

intime avec d’autres substances, designees sous le nom d’incrusto. Ainsi, 
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dans les membranes lignifiees, la cellulose se trouve incrustee de lignine 

et a tel point qu’elle ne s’y trouve plus immediatement decelable. Pour 

pouvoir la mettre en evidence, il faut d’abord se debarrasser de la lignine. 

Schulze admet que la chitlne dans les organlsmes animaux se trouve alnsi 

Incrustee par des substances organlques — en premier lieu par des pigments 

melanlques, mals aussl par des substances incolores — et qu’il est necessalre 

de falre disparaitre ces incrustes pour pouvoir deceler la chltine. Le 

diapbanol — qul est d’ailleurs un agent de depigmentation energique — 

a la propriete de dissoudre les incrustes, aussi blen ceux des membranes 

vegetales que ceux de la chitine. Cette interessante interpretation rapproche 

slngulierement la chitine des membranes vegetales : les unes et les autres 

sont constituees de polysaccharides complexes, souvent en liaison avec 

des substances incrustantes. II est a noter que Taction du diaphanol 

s’exerce sans aucun dommage pour les tissus et ne modifie en rien la 

morphologle cellulalre. 

Sur le m^canisme plus approfondi de la reaction et sur le mode d’action 

du chlorure de zinc lode, on consultera les etudes de KuHNELT, trop 

longues a rapporter ici. 

Comme on Ta dit plus haut, la reaction au chlorure de zinc iode est 

donnee egalement par la cellulose et la tunicine. Si Ton veut evlter toute 

confusion avec celles-cl, on traltera par le liquide de Lugol et Taclde sulfu- 

rique dilue (I a 2 pour 100). La cellulose et la tunicine se colorent en bleu, 

tandis que la chitine se colore seulement en brun plus ou molns fonce. 
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APPENDICE. 

Esters sulfuriques des polysaccharides et mucoprotides. 

Un certain nombre de polysaccharides importants sent en realite des 

esters sulfuriques, composes du type R-OSO^H, ou des sels qui en derlvent 

surtout des sels de calcium (R-OSO‘^H)“Ca. Tels sonl par exemple I’acide 

chondroitinesulfurique, constituant important du cartilage (MoRNER, 

Schmiedeberg, Oddi, Sawjalow, Levene, etc.) et Tacide mucoitine- 

sulfurique, constituant des mucines. Ces deux substances, tres voisines 

Tune de Tautre, sont des polysaccharides, qui, par hydrolyse, fournissent 

une hexosamine, de Tacide glycuronique, de I’acide acetique et de Tacide 

sulfurique en proportion equimoleculaire. Les formules suivantes, dues 

a Levene, representent leur constitution probable. 
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On n*a represente que la moitie des formules. La moitie droite, slmplement representee 

par R (ou R ) est le redoublement de la moitie gauche, rattachee par le pont oxydique —0 —. 

Ces substances ferment le groupe prosthetique des protelnes conjuguees 

connues sous le nom de mucoprotides. 

Les acldes chondroitine et mucoitlnesulfuriques ne sont pas les seuls 

esters sulfuriques de polyoses existant dans la nature. Bien au contraire, 

des substances ayant une constitution analogue se montrent extremement 

repandues chez les etres vivants, comme on le dira plus loin. 

Dans des recbercbes recentes, LlsON vient de montrer que la detection 

histochimique des esters sulfuriques des polyoses est realisable. II a pu 

montrer, en effet, qu un phenomene tinctorial connu depuis longtemps des 

histologistes, la metachromasie, est en realite une veritable reaction histo¬ 

chimique specifique de ces substances. 

Sous le nom de meiachromasie, on designe, depuis Ehrlich, le fait 

que certains colorants teignent certains elements histologiques en une 

nuance differente de celle de la solution colorante. Ainsi, la thionine, 

colorant bleu violet, teint la plupart des elements basophiles des tissus 

en bleu violet, mais colore en rouge la substance fondamentale du carti¬ 

lage, le mucus, les granulations des mastocytes, la metachromatine (volutine) 

des protistes et quelques autres elements encore. Les colorants ainsi 

capables de colorer certains elements histologiques en des nuances diffe- 

rentes sont des colorants metachromatiques; les elements qui se colorent 

en une teinte differente de la teinte normale du colorant sont dits elements 

chromotropes ou quelquefois aussi elements metachromatiques, II doit etre 

bien entendu que sous le nom de metachromasie, on doit comprendre les 

phenom^nes de polychromie obtenus par Temploi d un seal colorant, 

chimiquement defini et a Tetat pur; lorsque la polychromie resulte de 

I’affinite differente des elements du tissu pour certains constituants d’un 

melange de colorants, il s’agit d’un phenomene tout different, que Ton 

peut avantageusement appeler, avec MiCHAELlS, « allochromasie 

Lison s’est attache a elucider le mecanisme et la signification de ce 

curieux phenomene, qui, malgre des recherches assez nombreuses (Ehrlich, 

Mayer, Pappenheim, Michaelis, von Mollendorff, Lehner, Holmes), 

itait reste tres obscur. 

On ne discutera pas en detail ici le mecanisme de la metachromasie; nous nous conten- 

terons de quelques indications qui ont une certaine importance pratique. Les colorants 
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metachromatiques, et eux seuls parmi les colorants basiques, sont susceptibles d’exister 

en solution aqueuse sous deux formes differentes, Tune de telnte « normale », I’autre de 

teinte « metacbromatique », en etat d’equilibre. Dans les solutions aqueuses diluees, et 

dans les solutions non aqueuses quelle quc soit leur concentration, la forme stable est 

la forme « normale (bleue, pour la thionine). Dans les solutions aqueuses concentrees, 

une partle de la forme normale se transforme en la forme « metacbromatique (rouge, 

pour la thionine). Le phenomene est reversible et certains facteurs favorisent Tune ou 

I’autre forme aux depens de I’autre. Ainsi, la dilution de la solution, Televatlon de la tempe¬ 

rature, la presence de sels, Tabaissement du pH favorisent la forme « normale Recipro- 

qucment, la concentration de la solution, l abaissement de la temperature, Taugmentation 

du pH (0 favorisent la forme metacbromatique. Ces pbenomenes, qui peuvent etre sulvis 

spectroscoplquement, expliquent les cbangements de coloration que subissent les colo¬ 

rants metachromatiques en solution aqueuse. 

Ceci etant, I’introduction dans la solution d’un colorant metacbromatique, d’une tres 

petite quantlte d une solution pure d’une substance ebromotrope deplace de fagon massive 

Tequilibre en faveur du composant « metacbromatique ». Ce phenomene se traduit par 

un virage Immediat de la solution. Par exemple, si a une solution tres diluee, bleue, de bleu 

de toluidine, on ajoute une petite quantlte d'une solution pure de cbondroitincsulfate 

de calcium, on la volt immediatement virer au rouge violace. Ce « virage metacbromatique » 

n’est pas du a la liberation de la base du colorant, comrne le veut la tbeorle bydrolytique 

de la metachromasie. Dans le virage metacbromatique, il s’aglt bien d un deplacement 

d’equilibre entre deux formes du colorant. En effet, on peut le redeplacer en sens inverse, 

en faisant agir les facteurs qui favorisent la forme normale. Ainsi, en chauffant la solution 

qui a vir^, en I’acldifiant, en y ajoutant un exces de sels neutres, de Talcool, de I’acetone, etc., 

on la voit revenir vers la telnte normale, bleue, du colorant. La coloration redevient rouge 

violace, si on la refroidit, la neutralise ou eloigne par un moyen quelconque les sels, Talcool, 

I’acetone, etc. 

Ceci permet de definir plus etroitement ce que I on doit considerer comme coloration 

metacbromatique. Tout element bistologique se colorant d'une nuance differente de celle 

qui est consideree comme « normale » pour le colorant envisage, n’est pas necessairement 

ebromotrope. Pour qu’il le soit, il faut que la teinte resulte bien de son action propre sur 

le colorant; autrement dit, on doit voir apparaitre la teinte metacbromatique dans des 

conditions oii la seule forme stable est la forme « normale Ainsi, lorsque Ton colore 

une coupe par une solution tres concentree de bleu de toluidine, un grand nombre 

d'^lements se colorent en violace; e’est sans aucune signification, car dans les solutions 

aqueuses concentrees du colorant, preexiste deja une notable quantite de la forme rouge 

du bleu de toluidine. Au contraire, lorsqu’on voit des elements se colorer en rouge violet 

dans des solutions diluees de colorant ou dans des solutions acides (a pH 2 ou 3 par exemple) 

ou seule, la forme normale est stable, on peut affirmer que la substance est ebromotrope. 

(*) Bien entendu, dans les limites oil cette elevation de pH respecte le sel colorant. 

Une alcalinisation trop forte libere la base du colorant (qui, pour la thionine, est orange) 

et cause done le virage de la solution. Ce « virage ionique » n*a rien de commun avec le 

virage metacbromatique. 
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Un bon moyen pour reconnaitre si un element bistologique est cbromotrope consiste a 

colorer par une solution aqueuse relativement concenlree de colorant (par exemple par 

du bleu de toluidine a 0,5 pour 100), puis, apres ringage abondant a Teau distillee, a monter 

la preparation dans la gomme-sirop d’ApATHY. Ce milieu est nettement defavorable a la 

forme metachromatique; apres quelques heures. tous les elements « orthochromatiques 

(qui auraient pu adsorber le colorant sous sa forme metachromatique) ont vire vers la 

teinte normale, bleue, tandls qu’au contraire, les elements reellement chromotropes ont 

conserve leur nuance vlolette ou pourpre. 

Le fait important, mis en evidence par LlSON, c’est que le virage 

metachromatique >> constitue une veritable reaction micro et histochimique 

specifique. Ce qui a permis d’etayer solidement la demonstration, c’est 

la constatation que la metachromasie n’est pas seulement un phenomene 

purement tinctorial, mais peut etre reproduce dans des tubes a essai, 

avec des solutions de substances pures. 

Ceci etant acquis, I’auteur a reconnu que les proprietes chromotropes 

du cartilage, connues depuis longtemps, sont dues a sa teneur en acide 

chondroitinesulfurique : une solution pure d’acide chondroitinesulfurique 

fait virer instantanement une solution d’un colorant metachromatique. 

De meme, le mucus doit sa metachromasie a la presence de I’acide mucoi- 

tinesulfurique. Ces deux substances etant des esters sulfuriques de poly¬ 

saccharides, I’auteur a recherche si d’autres substances naturelles, de 

composition analogue, ne presentent pas les memes proprietes. II en est 

bien ainsi : I’agar, le carragheen, les geloses extraites de Ceramium rubrum, 

Delesseria sanguinea, Polysophonium fastigiata^ Plumaria elegans, Asco- 

phyllum nodosum. Laminaria digitata, qui toutes sont des esters sulfuriques 

de polysaccharides, donnent la reaction metachromatique. D’autre part, ce 

sont les seules substances chimiquement definies qui, in vitro, se revelent 

douees de proprietes chromotropes. Un grand nombre de substances 

ont ete essayees, tant inorganiques qu’organiques — et parmi celles-ci, 

au moins les tetes de serie des grandes fonctions (alcools, cetones, aldehydes, 

acides, amines, phenols, ethers) et des representants des substances 

biologiques importantes (protides, lipides glucides,); — aucune n’est 

chromotrope. 

Pour renforcer I’idee que la reaction metachromatique pourrait etre 

I’apanage exclusif des esters sulfuriques de poids moleculaire eleve, 

deux series d’experiences ont ete effectuees. 

Dans la premifere, on a cherche a savoir ce qui se passerait si, a une 

substance metachromatique, on enlevait le radical sulfurique, sans rien 
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changer au reste de la molecule. L’experience, faite sur Tacide chondroi- 

tinesulfurique, a donne des resultats concluants : le pouvoir chromotrope 

disparait quand on enleve le radical sulfurique. 

Dans la deuxieme serle, on a cholsi des substances non chromotropes, 

renfermant au moins un radical alcoolique R-OH, et Ton a transforme 

ce radical en Tester sulfurique correspondant R-OSO^H. On a ainsl 

prepare les esters sulfurlques de Talcool ethylique, du p-naphtol, du 

thymol, de Tacide digallique, du cholesterol, du glucose, du saccharose, 

de Tamidon, de Tacide arabique, de la cellulose, de la chitine, du glyco- 

gfene. L’etude de ces derives donne des resultats tres interessants. Alors 

que les substances m^res n’ont aucun pouvoir chromotrope, leurs esters 

sulfurlques sont doues de proprletes metachromatlques energiques, a 

condition que leur poids moleculaire solt assez eleve. Pour les esters des 

polysaccharides colloidaux etudies (amldon, gomme arabique, cellulose, 

chitine, glycogene), la senslblllte de la reaction metachromatlque est 

enorme; dans des conditions favorables, on peut voir se produire un 

virage dans une solution de bleu de toluidine, en y ajoutant un dlx-mllll^me 

de milligramme d’ester, et il est possible de deceler la presence de celul^cl 

dans des solutions diluees au cinq-millionleme. Pour des esters de poids 

moleculaire moindre, la reaction devient bien moins accentuee. Pour le 

cholesterylsulfate de sodium, la reaction est encore assez sensible; elle 

Test moins pour les esters du saccharose, du glucose, de Tacide digallique; 

elle devient tres difficilement perceptible pour Tester sulfurique du thymol; 

elle est negative pour les esters du naphtol et de Talcool ethylique. 

On peut done conclure que le virage metachromatlque d’un colorant 

est une veritable reaction chimlque specifique; elle est Tapanage excluslf 

des esters sulfurlques de poids moleculaire eleve. 

Grace a cette reaction, il sera done possible de sulvre au sein des tlssus 

le metabolisme de ces substances. 

Dans ces dernleres annees, Tinteret des esters sulfurlques en biologic 

s est revele beaucoup plus grand qu’on ne Tavalt cru tout d’abord, ainsi 

que vient de Tecrire Levene. Ces substances apparaissent, en effet, singu- 

li^rement repandues dans tout le domaine des etres vivants. On peut les 

classer en trois groupes. Le premier comprend les sulfoconjugues des 

composes phenollques et Indoliques; ce sont essentiellement des produits 

d*elimination des organismes animaux. Le deuxieme groupe comprend les 

esters sulfuriques des senevols, substances qui sont exclusivement d’origine 



HISTOCHIMIE ANIMALE. MfelODES ET PBOBLEMES. 241 

vigetale. Enfin, le troisieme comprend les esters sulfuriques des poly¬ 

saccharides. Seules les substances du troisieme groupe ont un poids 

moleculaire suffisant pour donner la reaction metachromatique. Aussi, 

quoique la reaction metachromatique indique seulement la presence d’un 

ester sulfurique de poids moleculaire eleve, en pratique, elle servira a 

deceler les esters sulfuriques des polysaccharides; c’est pourquoi nous 

avons place I’etude de la metachromasie dans le chapitre des glucides. 

En biochimie, les seuls esters sulfuriques que Ton ait identifie de fa^on 

certaine dans les organismes animaux sont Tacide chondroitinesulfurique 

et Tacide mucoitinesulfurique. Ils sont extremement repandus dans tous 

les tissus de soutien, chez les Vertebr& comme chez les Invertebres 

{voir a ce sujet de recentes etudes de Garrault) et leur importance 

dans le metaboHsme de ces tissus parait grande. Nous ne doutons pas. 

qu’au moyen de la reaction metachromatique, on n’arrive a preciser plus 

exactement encore leur localisation. 

Signalons, a ce sujet, que, par voie histochimique. il est possible de resoudre simplement 

un probl^me qui a longtemps divise les auteurs. On a pense (Morner, SCHMIEDEBERG 

et bien d’autres) qu’un des const!tuants essentiels de Tamyloide est Tacide chondroitine¬ 

sulfurique. Effectivement, d’organes Stteints d’amyloidose, on a pu extraire chimiquement 

cette substance. Mais, pour Hansen, I’acide extrait proviendrait, non des nodules d’amy- 

loide, mais des tissus environnants. 

L*etude histochimique donne raison a Hansen. La substance amyloide n est pas dou^e 

de propriet^s chromotropes. Elle ne fait vircr aucun des colorants metachromatique, sauf 

toutefois le violet de methyle. Or, toute substance chromotrope agit sur tous les colorants 

m^tachromatiques, sans exception, II est encore difficile a I’heure actuelle d’expliquer la 

coloration rouge de Tamyloide par le violet de methyle, et d’autant plus que ce colorant, 

qui se demethyle spontanement, est toujours consitu6 par un melange de derives m^thyl^ 

de la fuchsine, et n*a jamais pu etre obtenu a Tetat pur. Cette coloration n*a d*ailleurs 

aucun des caract^res fondamentaux de la reaction metachromatique, tels qu'on les a definis 

plus haut; notamment, elle n’est pas influencee par Televation de la temperature, ni par 

Tacidite du milieu. 

Enhn, la connaissance exacte de la valeur de la metachromasie permet 

d’ilucider la nature chimique de certains elements chromotropes des 

tissus» dont Textraction n’avait pu etre realisee et dont la constitution 

restait toujours discutee. Nous citerons, par example, les granulations 

des mastocytes, et la metachromatine des protistes. Ce n’est pas le lieu 

de discuter ici toutes les hypotheses qui ont ete avancees k leur sujet, 

le plus souvent sans base experimentale bien s^rieuse. La reaction meta- 

I.ISON 16 
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chromatique demontre qu’elles sont constituees par un ester sulfuriqu 

de poids moleculaire eleve, vraisemblablement d’un polysaccharide. 
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SECTION V. 

Pigments. 

CHAPITRE XV 

PIGMENTS. 

L'etude des pigments constitue certainement un des plus importants 

chapitres de THistochimie. De bonne heure, la presence dans les tissus 

d'incluslons naturellement colorees a attire Fattention des biologistes, 

et des travaux en nombre considerable se sont succedes pour decrire 

leur morphologie, elucider leur genese, determiner leur constitution 

chimique, eclaircir leur role dans le metabolisme general des individus. 

Dans ce qui va suivre, nous n’envisagerons pas le problfeme des pigments 

dans sa generalite. La question exigerait des developpements absolument 

hors de proportion avec les dimensions de cet ouvrage. Notre expose 

n’aura done pas le moins du monde la pretention d’etre complet. 

Nous nigligerons systematiquement un grand nombre de pigments 

importants, soit qu’on ne les rencontre guere dans le regne animal (pigments 

appartenant aux groupes des anthoxanthines, anthocyanes, derives du 

pyrane, du xanthone, de Fisoquinoleine, de la phenazine), soit qu’ils se 

rencontrent dans le rfegne animal, mais de fa^on episodique seulement 

(derives de Findol, pigments puriques, turacine, hem^rythrine, hemo- 

cyanine, etc.)* ou bien qu’ils ne soient pas accessibles k la recherche histo- 

chimique (Atmungsferment, etc.). Pour Fetude detaillee et la bibliographie 

concernant les pigments, nous renvoyons au beau livre de Verne, qu’on 

pourra completer au point de vue plus specialement chimique par la r^ente 

monographic de Bergmann. 

Nous etudierons successivement : I, les Carotinoides; II, les Chromo'- 

lipoides; III, les pigments d’origine protidique (M^lanines); IV, quelques 
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pigments a noyau tetrapyrrollique, k savolr : Themoglobine et ses derives; 

2® les porphyrines. 

I. — Carotinoides. 

On salt que les pigments de ce groupe sont des hydrocarbures non 

satures et non azotes. Par leur constitution chimique, ils sont absolumeiit 

diff^rents des corps gras; cependant, comme dans les organismes on les 

rencontre presque toujours a Tetat de solution dans des lipides, on les a 

souvent confondus avec ceux-ci. 

L’ancien terme « lipochrome )\ par lequel on designait anciennement 

ces pigments, exprimalt cette confusion; actuellement lipochrome » 

doit etre defini : une solution d’un carotinoide dans un corps gras (celul-ci 

incolore par lui-meme). 

Le terme « luteines » qui designait plus specialement les lipochromes de 

couleur jaune dolt etre ecarte, comme ne repondant plus a Texistence d’un 

compose chimiquement defini. 

A. Caracieres physiques, — Pigments generalement jaunes ou rouges, 

presentant en solution dans des solvants approprles des spectres d^absorp- 

tion caracteristlques, 

2® Insolubles dans Teau, la glycerine, le formol, les solutions aqueuses 
diluees d’acldes et d’alcalis. 

3^ Solubles assez lentement dans Talcool froid, plus vlte dans le chloro- 

forme, I’acetone, le toluol, Tether de petrole. Solubilite considerable dans 
le sulfure de carbone (^). 

4^ Cristallisation : procede utilise en botanique, inapplicable en Histo- 
chimle animale (Verne). 

B. Caracthes chimiques, — I® Oxydabilite. — S’oxydent ais^ment en 

se decolorant : a, placer le tissu dans une cloche contenant de Toxygine 

ou meme de Talr, a une douce chaleur et a la lumiere ; le pigment se decolore 

mais tres lentement; b, plonger le tissu dans une solution diluee (1 pour 100 

par example) d acide chromique ou de bichromate de potassium: le pigment 
blanchit rapidement. 

(^) 11s r^sistent done parfois assez bien a Tinclusion k la paraffine, si celle-ci est effectuee 

assez rapidement. 
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2^ Action de Tacide sulfurique. — L’acide sulfurique concentre donne 

avec tous les carotinoides une coloration bleue intense, puis detruii le 

pigment. 

3® Compose iode. — Le derive iode des carotinoides est violet fonce 

avec, en lumiere reflechie, des reflets metalliques. Cette reaction est tres 

caracteristique. Traiter le pigment ou la coupe le contenant par une 

solution iodo-ioduree (iode, 1; iodure de K, 7; H"0, 100), constater Tappa- 

rition d’une couleur violette foncee. 

C. Diagnostic di0erentieL — La confusion peut etre faite avec des 

chromolipoides, rarement avec des melanines tres claires. On identifiera 

toujours aisement les carotinoides par les reactions a I’acide sulfurique et a 

Tiode, qui sont tres caracteristiques. On ne se fiera pas trop aux caracteres 

de solubilite, qui peuvent etre fortement influences par des impuretes. 

On n’attribuera pas non plus trop d’importance aux reactifs generaux des 

lipides : les carotinoides purs donnent des reactions negatives, mais leurs 

produits d’oxydation ou le substratum gras les tenant en dissolution 

peuvent fournir des reactions positives. 

Annexe : Carotinalbumines, — Ce sont des pigments formes d’une combi- 

naison entre un carotinoide et un protide. 

Pigments de couleur tres variable (noir, bleu, vert, violet, brun, rouge), 

solubles dans I’eau en donnant une solution colloidale, insolubles dans 

tous les solvants organiques. Presentent un caractere trhs special qui les 

fait reconnaitre aisement : tous les agents physiques (chaleur) ou chimiques 

(fixateurs) agissant sur les protides precipitent Talbumine et mettent le 

carotinoide en liberte : Texemple le plus frappant est la carapace du 

homard, contenant une carotinalbumine bleue que Tebullition scinde 

en un protide et un carotinoide rouge. 

II. — Chromolipoides. 

Les chromolipoides de ClACClo {braunes Abnutzungspigment des 

auteurs allemands, lipofuscines de Borst) sont des pigments constitues 

par des corps gras ou des derives de ceux-ci. On notera la difference entre 

les carotinoides et les chromolipoides. Les premiers sont generalement 

dissous dans des corps gras, leur constitution en etant trfes differente 
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(hydrocarbures); les chromollpoides sont des corps gras ou des derives 

de corps gras, colores par eux-memes C). La constitution chimique des 

chromollpoides est mal connue, car leur extraction est herlssee de dlffi- 

cultes. D'apres les recherches de HuECK, MuLON, ClACClO, ce sont des 

pigments qul resultent de Toxydation de corps gras. Au fur et a mesure 

que Toxydation se poursuit, leur coloration propre devient de plus en 

plus foncee, cependant que leur affinlte pour les reactifs colorants des 

lipides reste a pcu pres inchangee; en meme temps, leur solubllite dans 

les solvants des corps gras dimlnue jusqu’a devenlr nulle. On les rencontre 

tres frequemment dans les tissus anlmaux, par exemple dans les cellules 

nerveuses, dans les cellules Interstitlelles du testicule, dans la surrenale, dans 

les tubes renaux de nombreux Vertebres inferieurs; ils sont extremement 

frequents chez les Invertebres. Histologiquement, ils forment une classe a 

caracteres bien tranches. 

A. Caracteres physiques. — 1^* Pigments jaunes, bruns ou noirs. Pas de 

spectre caracterise. 

2® Insolubles dans Teau, les solutions acides ou alcalines. Solubllite 

dans les solvants des corps gras tres variable, sulvant leur etat d’oxydation; 

generalement solubilite tr^s redulte ou nulle et done conservation aisee 

sur les coupes a la paraffine. 

B. Caracteres chimiques. — 1^ Reaction a Tiode negative; I’acide sulfu- 

rique concentre les colore souvent en rouge brun, jamais en bleu. 

2^ Colorables par le Nolr soudane B, le Soudan III et le Scharlach, 

souvent meme apres inclusion a la paraffine. 

3® Les autres reactions des corps gras (acide osmique, bleu de Nil, 

Fischler, SmitH'Dietrich) sont inconstantes. 

D’apres CiACClo, on peut clistinguer les uns des autres : a, chromollpoides provenanl 

de phosphatides : Scharlach et Soudan faihles; Smith-Dietrich positif apres courte 

chromisation, Fisclher negatif; chromollpoides provenant d’acldes gras : Soudan et 

Scharlach fortement posItIf; Smith-Dietrich ne reussit qu’apres longue chromisation; 

Fischler positif. 

4^ Decolor^ par Taction tres prolongee de Teau oxygenee. 

5^ Ne redulsent pas le nitrate d’argent ammoniacal (reaction argentaffine 

(^) L’ancienne classe de « lipochromes » est done actuellement scindee en carotino'ides 

d une part et chromolipoidcs d autre part. 
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negative), et ne s’impregnent pas par les techniques d’impregnation 

argentique. 

C. Diagnostic di0ereniieL — Avec carotinoides : ne donnent pas les 

reactions a Tiode et a Taclde sulfurique; sont beaucoup moins solubles 

dans les solvants organiques. 

2® Avec melanines : ne se dissolvent pas dans les alcalis, se colorent par 

Soudan et Scharlach; ne reduisent pas Targent ammoniacal (caracteris- 

tlque). 

Methode de HuECK : colorer par le bleu de Nil; traiter ensuite les 

coupes 24 heures par Teau oxygenee a 3 pour 100 ( - H“0^ du commerce 

a 12 volumes) : les grains de melanine sont decolores, les grains chromo- 

lipoides apparaissent en bleu. 

3® Avec pigments d’origine hematique; pas toujours facile : les chro- 

molipoides donnent en effet parfois, mais pas souvent, les reactions du 

fer avec ou sans demasquage. 

III. — Melanines. 

Les melanines sont des pigments jaunes, bruns ou noirs, de composition 

chimique encore mal definie, tres resistants aux agents chimiques, r&ultant 

d’une action fermentative sur des produits de desintegration des protides. 

Ils sont extremement repandus chez les etres vivants et soulevent un 

nombre imposant de problemes : constitution chimique, origine, meca- 

nisme de la melanogenese, signification physiologique, etc. 

Leur tres large repartition zoologique et leur extreme inalterabilite a 

fait qu’ils se sont imposes de bonne heure a Tattention des biologistes et 

particuli^rement des morphologistes. C’est a tel point que lorsqu’un 

morphologiste parle de pigment sans specifier davantage, c’est presque 

toujours de melanine qu’il s’agit. A plusieurs endroits de ce livre, on a 

effleure quelques questions relatives aux melanines et particuliferement 

a la melanogenese {voir p. 155 et p. 292). On rappellera ici les principaux 

caractferes qui permettent de les identifier. 

A. Caracteres physiques. — 1® Pigments variant du noir au jaune clair 

en passant par toute la gamme des bruns, quelquefois un peu violaces. 
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2^ Insolubilite totale dans tous les solvants mineraux et organiques 

connus. 

B. Caracieres chimiques. — Extreme resistance envers tous les agents 

chimiques; ne sont pas modifies par les acides, meme tres concentres. 

Sont cependant dissoutes avec plus ou moms de facilite par les lessives 

alcalines (NaOH, K OH) concentrees. 

2^’ Sont decolorees assez facilement par les oxydants les plus varies. 

Cette decoloration {depigmentation) est une operation frequemment 

realisee en histologic dans le but de se debarrasser du pigment masquant 

par son abondance les structures cytologiques. La depigmentation par 

les oxydants est tres caracteristique des melanmes et peut etre employee 

comme reaction histochimique. 

Depigmeniaiion par le chlore (MaYER). — Au fond d*un flacon, d^poser des cristaux 

de chlorate de potasse, ajouter de I’alcool a 50®; 2® au moyen d*une pipette, faire parvenir 

au contact du lit de chlorate 1 ou 2”“' d’acide chlorhydrique concentre; 3® le chlore se 

repand dans le liquide; y plonger les coupes jusqu’a blanchiment du pigment (generale- 

ment 24 heures). 

Depigmeniaiion par I'acide chlorique (Grynfeltt et Mestrezat). — I® A d’alcool 

a 90® ajouter 2^*^*^ de la solution d’acide chlorique preparee comme suit : dissoudre a 50^\ 

50^' de chlorate de baryum dans 70^^ de H^O. Apr^s refroidissement, ajouter par petites 

portions 8®^\5 d’acide sulfurique pur dilue dans 40^"*’ de H^O. Le sulfate de baryum 

precipite et I’acide chlorique reste en dissolution. Apres repos, decanter en flacon bouche 

a I’emeri et conserver a I’obscuritd; 2® laisser 10 a 12 heures en contact; rincer k I’alcool 

puis a I’eau. Ce procede est un des meilleurs. 

Depigmeniaiion au hrome (Mawas). — Trailer les coupes 12 a 24 heures par une solution 

aqueuse de brome a 20 gouttes par 100^"^. 

Depigmeniaiion d ieau oxygenee. — Trailer les coupes par I’eau oxyg^nee du commerce 

a 12 volumes, neutralisee. Ce procede, tr^s lent, demande parfois plusieurs semaines. 

Depigmeniaiion au diaphanol (Schulze). — Le diaphanol (acide chlordioxyacetique), 

d’apres Schulze, depigmente admirablement sans leser aucunement les tissus. Trailer 

24 heures a I’obscurite dans un flacon fermant herm^tiquement. 

Autres procedes : Acide chromique (Mawas). — Faire agir sur les coupes de I’acide chro- 

mique de I a 2 pour 100; dure souvent assez longtemps, decolle quelquefois les coupes. 

Permanganaie de poiassium (Alfieri). I® Trailer les coupes par le permanganate 

de K 4 I pour 1000, 2 a 24 heures; 2® laver a grande eau; 3® trailer par Tacide oxalique 

a 3 pour 1000; 4® laver. 
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3^ Enfin, propriete tres caracteristique, les melanines et les propigments 

melaniques sont argentaffines : elles redulsent le nitrate d’argent ammo- 

niacal dlrectement, sans Tinterventlon d*aucun reducteur (voir definition 

de Targentaffinite a Tarticle phenols). Sur cette propriete est basee la 
methode de Masson pour la mise en evidence de la melanine. En outre, 

elles s’impregnent facilement par toutes les methodes d’lmpregnation 

argentique (FoNTANA, BlELCHOWSKI, DEL RiO-HoRTEGA, AcHUCARRO, etc.). 

Cette argentopbilie est evidemment beaucoup moins caracteristique que 

Targentaffinite; il est done preferable d’employer, pour la recherche 

histochimique du pigment melanique, la reaction argentaffine d’apres 

Masson (voir technique, p. 148). 

C. Diagnostic di0erentieL — L’extreme resistance des melanines envers 

les solvants et reactlfs chlmiques, leur decoloration par les oxydants et 

leur pouvolr reducteur envers le nitrate d'argent ammonlacal sont des 

proprietes tres caracterlstiques, qui suffisent a etablir la nature melanique 

d*un pigment. 

IV. — Pigments a noyau tetrapyrrolique et leurs derives. 

1. Hemoglohine et ses derives. 
I. Hemoglohine, 

L’hemoglobine est un pigment qui n est pas irhs facile a deceler histo- 

chimlquement. Presque toujours, il est a I’etat dissous, soit dans une cellule, 

soit dans un plasma; sa solubllite dans tous les solvants rend safixation 

malaisee. 

D’autre part, ses caractferes physiques sont trop peu caracteristiques. 

L’appreciation de ses bandes d’absorption au microspectroscope est souvent 

trfes malaisee sur les coupes et ne permet d’ailleurs pas une localisation 

precise. 

La detection histochimique de I hemoglobine s’effectue le plus commo- 

dement en se basant sur ses proprietes peroxydasiques. 

Le reactif le plus employe est la benzidine. Elle a ete utilisee sur des 

tissus frais principalement par M, Prenant et Slonimski; sur des pifeces 

fixees, des precedes sont dus a Lepehne, Lison, Slonimski et Lapinski. 

Methode de LisON. — 1^ Fixer 24 heures par le formol-plomb (formol neutre, 10; 

acetate de plomb, 2-5; H^O, 100) des pieces tr^s minces, afin de transformer Th^moglobine 
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en h^matine (0; 2^ couper a la paraffine ou» de preference, par congelation; trailer les 

coupes quelques minutes par I’acide nltrique dllue, pour se debarrasser des precipites 

de plomb; 3” plongcr les coupes pendant 5 minutes a 60‘’ dans le reactif ainsi prepare : 

dissoudre 0^,1 de benzidine dans d*eau distillee bouillante; completer jusqu'a 30^^'* au 

moyen d*eau oxygenee et rechauffer jusqu’a 60‘’; iin trouble dans la solution ne gSne pas; 

4^* rincer a I’eau a 60*^ puis a Teau froide; 5" coloration de fond au vert de methyle 

(2 pour 1000); 6*^ monter les coupes a congelation dans la gomme-sirop d*Apathy. Les 

coupes a la paraffine sont essorees au buvard, puis traitees par I’isosafrol a jusqu'a eclair- 

cissement complet (une demi-heure generalement). Toluene. Monter a Thuile de cedre. 

Hemoglobine en brun fonct\- noyaux verts. 

Methode de Slonimski-Lapinski. — Fixer 15 a 24 heures dans : ferricyanure de K, 

2*^,5 a 4*^; formol, 10 a 20*^“*”; H^O. 100. L’hemoglobine est ainsi transform^e en meth^mo- 

globine; 2^ laver 24 heures a Teau courante; 3*^ inclure, de preference a la celloidine- 

paraffine d’apres Peterfi ; 4® trailer les coupes deparaffinees par le reactif suivant; 0*^,1 a 0^,2 

de benzidine sont dissous dans 2 a 3^'”’ d’alcool a 96^; verser la solution dans une boite 

de Petri contenant 10*”*^ d’alcool a 70®, puis ajouter 2'’*““ de perhydrol (Merck) a 4 pour 100 

et d’une solution de benzidine dans I’acide acetique concentre; 4® rincer dans I’alcool 

a 70®; 5® coloration de contraste par le vert de methyle ou le rouge neutre; 6® monter 

rapidement la serie des alcools, xylol-baume. Hemoglobine en brun. 

D’autres reactifs de peroxydases peuvent 6tre utilises. Tr6s recommandables sont les 

zinc-leucos de LisON, qui donnent des preparations bien plus claires et plus lisibles qye 

la benzidine. 

Fixer, soil au formol-plomb de LiSON, soil au formol-ferricyanure de Slonimski- 

Lapinski. Couper par congelation. Trailer les coupes par une solution d’un zinc leuco 

(preparation, voir p. 268) fraichement filtree et additionnee extemporan^ment de 

10 pour 100 d’eau oxyg4nee du commerce. Rin^age. Coloration de fond a volontd. Mon¬ 

age au sirop d’ApATHY ou au baume. 

Ces methodes donnent souvent de belles preparations; mais un resultat 

negatif ne prouve pas Tabsence d’hemoglobine; on observe quelqiiefois 

des echecs partiels ou totaux, dus a des causes encore indeterminies. 

D apres notre experience personnelle, on obtlent regullerement de bons 

resultats sur coupes par congelation ou sur pieces enti^res; sur coupes a 

la paraffine, les resultats sont beaucoup plus irreguliers. 

La reaction peroxydasique n’est pas specifique de Themoglobine. Dans 

le groupe des pigments tetrapyrroliques, elle est donnee par Themoglobine, 

Toxyhemoglobine, la carboxyhemoglobine, la methemoglobine, Themo- 

globine oxyazotique, Thematine et rhemochromogene; elle n’est pas 

donnee par Thematoporphyrine, ni rhematoidine, ni rhematoslderlne. 

(^) Qui donne egalement la reaction. 
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De plus, elle peut etre donnee par les peroxydases des tissus. La distinc¬ 

tion est generalement facile a faire, grace a la thermostabilite des proprietes 

peroxydasiques de rhemoglobine et de ses derives : un chauffage a 180^^ 

pendant 20 minutes ne les alt^re pas, alors que toules les autres peroxydases 

des tissus sont detruites. Signalons cependant qu’il existe d’autres 

peroxydases thermostabiles, notamment celles qui apparalssent lors de 

I’autolyse des tissus {voir p. 283). C’est pourquoi les reactifs a la benzidine 

donnent souvent des reactions positives au niveau des noyaux cellulaires 

en dehors de la presence d’hemoglobine; le reactif au zinc-leuco ne donne 

pas lieu a de telles pseudoreactions. 

Signalons, pour memoire, les caracteres de colorabilite de Themoglobine, qui n’ont 

naturellement aucune valeur specifique: affinite marquee pour I’eosine, la safranine, rorangc\ 

rbematoxyline ferrlque de Heidenhain. Citons egalement pour memoire une metbodo 

de coloration due a Okajima, basee sur une affinite pour la laque molybdique de Talizarine. 

Derives de desintegration de rhemoglobine. — On connait le schema de la 

degradation de Themogloblne in vitro : un premier stade produit la sepa¬ 

ration de la partle protldique de celle-ci, la globlne, et d’un groupement 

pigmentaire prosthetique, Thematlne. En poussant plus loin, celle-cl se 

dedouble en fer et en hematoporphyrlne. Au seln des tissus, cette degra¬ 

dation ne s’effectue pas suivant le meme processus; en effet, Thematine 

n*apparait que tres exceptlonnellement dans les organismes et Themato- 

porphyrine est un produit purement artificlel, qu’on n’a jamais trouve dans 

un organisme animal vivant. Les produits de degradation normaux de 

rhemoglobine sont d une part un pigment ferrugineux, rhemosiderine, 

et d’autre part un pigment non ferrugineux; ce dernier peut etre un pigment 

biliaire, et dans ce cas sa production se fait presque toujours sans appari¬ 

tion de stades figures, ou bien un pigment figure, Thematoidine, d’ailleurs 

tres voisin des pigments bilialres. Dans des circonstances particulleres, 

comme la malaria, on peut voir apparaitre un pigment special, le pigment 

malarique. Enfin, dans certains foyers hemorragiques, on a vu prendre 

naissance un troisieme pigment, Themofuscine, qui n’est pas autre chose 

qu’un pigment chromolipoide. 

II. Hemosiderine (rubigine, pigment ocre, ferratine, ferrine, siderine). 

Ce pigment est caracterise par la presence de fer facilement decelable. 
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On a pas mal discute sur sa constitution chimique. Beaucoup ont admis 

qu’il s’agissait d un albuminate de fer, ou bien d’un compose forme par 

Tunion assez lache d’un protide et d’oxyde ferrique ou d’oxyde ferreux, 

Auscher et Lapicque ont isole de sang extravase un pigment forme 

d’oxyde de fer hydrate (Fe“0^ + 3 H'O) contenant en outre une petite 

quantite de matiere organique qu’on ne pouvait en separer sans 1 alterer 

profondement; ils I’ont considere comme rhemosiderine. Recemment^ 

utilisant unc tres ingenieuse methode de Behrens destinee a isoler k 1 etat 

pur les elements cellulaires, AsuER a isole rhemosiderine. Le pigment 

renferme le fer, non pas a Tetat d’oxyde, mais a I’etat d’hydrate Fe(OH)’''; 

d apres I’auteur, ce fer doit etre designe sous le nom d’hemosiderine; 

cependant, les granulations pigmentaires isolees renferment, outre le fer, 

des elements protidiques (23-36 pour 100) et du phosphate de calcium. 

A. Caracteres physiques. — Pigment de couleur jaune, ocre ou roullle; 

situation le plus generalement Intracellulaire; insoluble dans I’eau et les 

solvants organiques usuels, soluble dans les acides et insoluble dans les 

alcalis, meme concentres. 

B. Caracteres chimiques. — Le plus caracteristique est la presence de 

fer, generalement masque, mais toujours aisement demasquable {voir 

techniques de demonstration du fer au Chapitre VII). Les agents oxydants 

ne le decolorent pas et la reaction argentaffine est toujours negative. Les 

colorants speclfiques des corps gras (noir Soudane B, Soudan III, Schar- 

lach, etc.) ne le colorent pas. 

C. Diagnostic differentiel. — V* Avec chromolipoides; parfois malaise 

quand ceux-cl donnent la reaction du fer {voir a Particle Chromolipoides) ; 

avec melanines {voir a Particle Melanine); 3^‘ avec hematoidine (uotr 
ci-dessous). 

III. Hematotdine. 

L hematoidine a ete decrite pour la premiere fois par ViRCHOW dans 

de vieux foyers hemorraglques. Contrairement a Phemosiderine, elle 

n est presque jamais Intracellulaire; c’est un produit nettement patholo'^ 

gique, alors que Phemosiderine apparait dans beaucoup d’organes a Petat 

normal. Sa principale caracteristique, comme Pavait dejJi vu VlRCHOW» 
est de donner la reaction de Gmelin. 
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A Theure actuelle, la plupart des auteurs semblent admettre Tidentite 

de rhematoi'dine et de la bilirubine; ce serait done un isomere de rhemato- 

porphyrine. Cependant, des opinions diflerentes ont ete emises : HuECK, 

tout en la rapprochant de la bilirubine, pense que rhematoi'dine contient 

encore des substances lipo'ides. Claude et LoYER, qui appellent rhema- 

toidine « pigment jaune », ont cru qu’elle est un pigment ferruglneux dont 

le fer serait aussl solldement « masque » que dans Themoglobine et par 

consequent non decelable. Ces Idees ne semblent pas devoir etre retenues. 

A. Caracieres physiques. — Se presente solt sous forme amorphe, en 

granulations ou en boules, ou bien sous forme crlstalline, en plaquettes 

rhomblques, en tablettes ou en aiguilles reunies souvent en faisceaux. 

Insoluble dans Teau, I’alcool, Tether, assez soluble dans le chloroforme 

et le sulfure de carbone. Insoluble dans les acldes dilues, soluble dans les 

alcalis. 

B. Caracieres chimiques. — Ne donne pas les reactions du fer; n’est 

pas decoloree par les agents oxydants; ne reduit pas le nitrate d’argent 

ammoniacal. Donne la reaction de Gmelin : traltee par de Tacide nltrlque 

concentre, se dissout progresslvement en s’entourant d’anneaux colores, 

de couleurs diverses, rouges, bleus et verts. Cette reaction est caprlcieuse. 

On Tobtlent regullerement avec Themato’idine crlstalline; avec celle qui 

est a Tetat amorphe, 11 est beaucoup plus difficile de Tobtenir et, souvent, 

on ne peut recon naitre qu’un anneau plus ou mol ns rouge. 

IV. Bilirubine et biliverdine. 

Ces deux pigments, Tun rouge brunatre, Tautre vert, peuvent se rencon- 

trer, surtout a Tetat pathologlque, sous forme figuree dans les cellules 

ou les tlssus. Leurs reactions sont celles qui vlennent d’etre decrites 

pour Thematoidine. 

V. Pigment malarique. 

Sous Taction des Hematozoalres de la malaria, Th^moglobine se degrade 

en donnant naissance a un pigment special, de constitution chimique mal 

connue. II est presque toujours Intracellulaire et ressemble assez, au point 

de vue morphologique, a de la melanine. II s’en distingue surtout par la 

reaction argentaffine, qui est negative. 

A. Caracieres physiques. — Se pr&ente sous forme de petites granulations 
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Intracellulaires, noires ou brunatres. Insoluble dans Teau et les solvants 

organiques usuels. Insoluble dans les solutions aqueuses acides; se dissout 

en 24 heures dans Falcool sulfurique a 40-5(P, Soluble dans les solutions 

alcallnes. Soluble dans le sulfure jaune d’ammonium. 

B. Caracteres chimiqttes. — Ne presente pas les reactions usuelles du 

fer. II y a des indications contradictoires au sujet de Taction des agents 

oxydants tels que Teau oxygenee; les uns pretendent que le pigment 

malarique se decolore, les autres qu*il reste incbange. La reaction argen- 

taffine est negative, de meme que les colorations par les colorants specifiques 

des lipides. 

C. Diagnostic diSerentiel. — 1^ Avec melanine : la solubilite tres aisee 

dans les solutions alcalines diluees, la solubilite dans le sulfure d’ammo¬ 

nium, la reaction argentaffine negative permettent de distinguer aisement 

le pigment paludeen de la melanine. 

2^ Avec chromolipoides : les caracteres de solubilite dans les solutions 

alcalines et le resultat negatif des colorants specifiques de lipides sont des 

signes distinctifs tres caracteristiques. 

3® Avec precipites formoles : les fixateurs formoles, surtout assez concen¬ 

tres, produisent facilement dans les tissus des precipites brunatres designes 

par les auteurs allemands sous le nom de « Formolniederschlage ». Ce 

pigment artificiel, qui semble bien r^sulter d’une action du formol sur 

Themoglobine des tissus, se rapproche du pigment paludeen par beaucoup 

de caracteres. Comme celui-ci, il est soluble dans les alcalis meme dilu^s 

surtout en solution alcoolique (les procedes de Verocay et de Karda- 

SEWITSCH, qui consistent a traiter les coupes, soit par de Talcool a 70^^ 

renfermant 0,1 pour 100 de K OH, soit par de Talcool a 70® additionne 

de 1 a 3 pour 100 de NH^, sont bases sur cette proprlete et sont utilises 

pour se debarrasser des precipites dus au formol); insoluble dans les autres 

solvants, il ne donne pas les reactions du fer, ni des corps gras, nl la reaction 

argentaffine. 

La distinction entre pigment paludeen et formol-plgment se fera surtout 

en se basant sur leur morphologle. Le pigment formole est repartl de 

fa^on irregulifere dans les tissus et peut apparaitre aussl bien intracellulaire 

qu’extracellulaire; le pigment malarique est toujours intracellulaire et 

n’existe que dans des cellules bien determlnies (cellules sanguines, cellules 

appartenant au systeme ritlculo-endothelial). 
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2. Porphyfines, 

Les porphyrines sont des pigments constitues essentiellement par Tunlon 

de quatre groupements pyrrol. De leurs quatre atomes d’azote, deux ont 

des proprietes basiques; les deux autres, des proprietes acides; les porphy¬ 

rines sont capables de donner des sels complexes avec des metaux. Suivant 

la porphyrine envisagee, les noyaux pyrroliques portent des chaines 

laterales plus ou moins substituees. On connait des porphyrines naturelles 

(oo-, uro-, coproporphyrines) presentes dans les organismes normaux ou 

pathologiques, et des porphyrines artificielles (proto-, hemato-, meso-, 

etio-porphyrines, etc.) obtenues a partir de Thematine ou de la chlorophylle, 

I. Methodes d*etude histochimique des porphyrines, 

Chimiquement, les porphyrines sont caracterisees et se differencient 

entre elles par leurs caracteres de solubilite, de crlstallisation, leur point 

de fusion et leur spectre de fluorescence en lumifere ultraviolette. 

De tous ces caracteres, les seuls utilisables en Histochimie sont les 

caracteres de fluorescence et, a un degre tr^s accessoire, les spectres 

d’absorption. II n’existe aucune reaction chimique des porphyrines utili- 

sable en Histochimie. « La recherche de la nature porphyrique d’une 

substance ne peut etre realisee specifiquement que par Texamen de la 

fluorescence en combinaison avec la recherche microspectrale. » Une 

identification de I’esp^ce de porphyrine est dans certaines limites possible 

(Borst et Konigsdorffer). 

Dans les tissus, les porphyrines se reconnaissent a la fluorescence rouge 

ou orange qu*ils presentent en lumiere de WoOD (lumiere ultraviolette 

filtree vers 3600 A®). La plupart des fluorescences rouges que Ton rencontre 

dans les etres vivants sont dues i des porphyrines (Derrien et TuRCHiNl). 

Cependant, ce caractere n*est pas suffisant : pour pouvoir affirmer a 

coup sur qu’il s'agit bien d’une porphyrine, il est necessaire d’etudier le 

spectre de la lumifere de fluorescence. 

Les porphyrines pures, a I’etat solide, ne sont jamais fluorescentes. 

Ce n’est qu’en solution que la fluorescence apparait. Les caracteres spectro- 

scopiques de leur spectre d’emission varient d’ailleurs avec le solvant 

envisage : on distingue ainsi des spectres de fluorescence alcaline, neutre 

ou acide. Dans les tissus, les porphyrines peuvent, selon les cas, Stre ou 

ne pas Stre fluorescentes. 
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On doit dlstinguer avec BoRST et KoNiGSDORFFER la fluorescence 

primaire » et la « fluorescence secondaire Sous le terme de fluorescence 

primaire, on comprend la fluorescence des tissus, des cellules ou de corps 

figures se produisant sous Taction des ultraviolets sans Tadjonction de 

produits chimiques. On parle de fluorescence secondaire, lorsque la 

fluorescence n’apparait qu apres Taction d une substance chimique. Les 

substances chimiques produisant la fluorescence secondaire sont en realite 

des solvants : sous leur action, la substance passe en solution et alors 

seulement s’illumine. 

A. Fluorescence primaire. — Lorsqu’on examine au microscope de 

fluorescence {voir p. 49), de preference en lumiere incidente, une coupe de 

tissu ou un fragment d’organe monte dans 1 eau ou la glycerine, on voit 

tous les tissus et organes presenter une certaine fluorescence primaire, 

prcsque toujours blanchatre, avec differentes nuances. Cette fluorescence 

dite fondamentale (Stamm ou Grundfluorescenz), observee au microspec¬ 

troscope, donne un spectre continu plus ou moins large, s’etendant genera- 

lement entre le rouge et le bleu verdatre. Lorsque des porphyrines sont 

presentes, dans les conditions oil elles donnent une fluorescence primaire, 

on les voit s’illuminer en rouge ou orange. Au spectroscope, sur le fond 

continu de la fluorescence fondamentale, apparaissent des bandes plus 

ou moins larges, situees dans le rouge. En solution pure et dans un solvant 

donne, la position de ces bandes est constante et caracteristique de la 

porphyrine etudiee; dans les tissus, cette position est quelque peu variable, 

mais pas assez pour qu’on ne puisse generalement Tidentifier. Lorsque la 

fluorescence est faible, seule la bande principale apparait. Dans le tableau 

suivant, inspire des etudes de BoRST et Konigsdorffer, nous donnons 

les principals valeurs des bandes de fluorescence primaire des trois porphy¬ 

rines naturelles, telles qu’elles ont ete observees dans les tissus animaux. 

Les spectres ainsi observes sont des spectres de type alcalin. 

Protoporphyrine.. 678-673 634-627 continu jusqu'A 300 

Uroporphyrine .. 682 674 657 649-629 622-619 592-80 
Mifi Min Mill -t- 

Coproporphyrine. 648 620-611 

L’intensit^ des bandes est designee par des +. Min signibe la position 

d’un minimum entre deux bandes. Les chiflfres indiquent les limites 
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ou peuvent se trouver les maxima d’intensite des bandes; en largeur, 
les bandes sent sou vent notablement plus etendues. 

B. Fluorescence secondaire, — Pour obtenlr une fluorescence secondaire, 
on traite la coupe par un solvant approprie. La porphyrine passe en 

solution et s’illumine brillamment en orange ou rouge. Le plus souvent, 
quand il s’agit d’une substance figuree, on voit celle-ci rester obscure et 

sa Peripherie s’entourer d’un halo de diffusion illumine. Lorsque le reactif 
a une reaction energique, la dissolution s’effectiie vite, le halo s’etend 

rapidement en largeur, la diffusion est rapide et la duree pendant laquelle 
Tobservation est possible est courte. Lorsque le reactif est trop faible, 

la dissolution ne s’effectue pas. II y aura done interet a essayer Taction 

des reactifs a differentes concentrations. On notera que, dans les milieux 
alcallns, la lumiere ultraviolette detruit assez rapidement les porphyrines 

et que, par consequent, leur fluorescence peut s’eteindre. Les reactifs 

utilisables en vue de la production de fluorescences secondaires sont 

assez nombreux. Ce sont soit des acides : H Cl, H SO , acide acetique, a 

differentes concentrations, soit des bases : K OH, NaOH, NH^\ pyridine, 

sulfure d’ammonium. Un des reactifs les plus employes par BoRST et 

KoniGSDORFFER est le melange glycerlne-ammoniaque dans les rapports 2-1 

ou 3-1. Ce melange, a action douce, est specialement recommande comme 

donnant des images claires et nettes. Le melange glycerine-sulfure d’ammo- 

nium, dans les memes proportions, eventuellement avec addition de K OH 

decinormal, peut etre egalement utilise. II presente en outre Tavantage 

de distinguer les pigments non ferrugineux des pigments ferrugineux. 

Ceux-ci donnent naissance a du sulfure de fer, qui apparait noir (en lumiere 

normale). Lorsqu’on utilise des coupes a la paraffine, les auteurs recom- 

mandent de deparaffiner la coupe au xylol, de passer directement dans la 

glycerine, puis de faire agir le reactif entre lame et lamelle sous le micro¬ 

scope ; le xylol en exces ralentit encore Taction dissolvante du reactif. On 

commence a examiner la preparation en lumiere ordinaire pour se reperer, 

puis on passe a Texamen en rayons ultraviolets, le controle s’effectuant 
toujours en lumiere normale. 

Les fluorescences secondaires, examinees au microscope, donnent 

naissance a des spectres de bandes. La position de ces bandes de¬ 

pend du solvant employe et est alors caracteristique de la porphyrine 
^tudiee. 

f.lhON 
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II n’est pas possible de decrlre lei ces spectres de bandes : on les recher- 

chera dans le travail de BoRST et Konigsdorffer. 

Lorsqu’on se trouve en presence de pigments complexes, on arrive k 

identifier de fa^on certaine la ou les porphyrlnes presentes dans la coupe 

en utilisant des methodes de micro-extraction fractionnee. Traitant une 

coupe par une goutte d’un solvant approprle (ether par exemple), on 

constate la disparitlon de la porphyrine de la coupe, pendant que, dans 

le solvant, on la caracterise d’apres ses reactions spectrochlmlques. Ce 

procede, tres sur et tres elegant, a ete employe souvent par BoRST et 

Konigsdorffer. On ne peut detalller ici cette methode car son application 

reclame le secours de nombreuses donnees numerlques spectroscopiques 

dont nous ne pouvons encombrer ce livre. 

II. Quelques resultats de la recherche hisiochimique des porphyrlnes, 

Le chapitre de la recherche histochimlque des porphyrines, si Ton fait 

abstraction d’anciens travaux de Stubel, d’allleurs contestes par Heller, 

sur la presence d’hematoporphyrine chez les Vers de terre, s’ouvre par les 

belles etudes de Derrien et TuRCHiNl. Ces auteurs demontrent, dans le 

tractus genital de la Poule, une secretion d’ooporphyrine sous forme de 

granulations brunatres, s’effectuant dans les memes cellules qui secretent 

le calcaire coquilller. La presence dans la meme cellule d’une porphyrine 

et de sels calcaires etant un fait assez curieux, les auteurs se demand^rent 

sH n’y avalt pas la plus qu’une coincidence et si Ton ne pouvait supposer 

une relation entre la porphyrine et la calcification. Et en effet, plus 

tard, ils observ^rent la presence de porphyrine dans un certain nombre 

d'autres organes en vole de calcification : os, dents, canalicules sali- 

vaires, etc. C’est la un premier resultat, et Important, de rhistochimie 

des porphyrines. 

D’autre part, Derrien et Turchini decouvrirent la presence de porphy¬ 

rine dans la glande de HARDER des Rongeurs du genre Mus. Cette porphy¬ 

rine se presente sous forme de mottes ou de granulations d’un pigment 

rouge brunatre et s’est revelee a Texamen spectrochimique comme etant 

de Tooporphyrlne. Les recherches de Derrien et TuRCHINl ont eti 

confirmees par Fabre, Bois, BoRST et Konigsdorffer. A Theure actueile, 

la glande de Harder peut etre consideree comme objet classique dans 

Tetude histochimlque des porphyrines. 
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En Histopathologie C), la recherche histochimique des porphyrines a 

egalement fait Tobjet d’importantes recherches. PoLlCARD decrit alnsi 

une porphyrine dans des sarcomes experimentaux du Rat. La porphyrine 

est dite par Tauteur etre de Thematoporphyrine, mais en Tabsence de 

mesure spectroscopique, on pent en douter, car I’hematoporphyrlne est 

un produit artificiel. Dans la ladrerle du Pore, Derrien observe la 

presence de protoporphyrine dans les cysticerques, fait qui est peut-etre 

en rapport avec I’activite calcifiante a leur niveau. Fabre et SiMONET, 

dans Tintoxication au sulfonal, montrent la repartition a Tetat diffus dans 

les organes d’une porphyrine identifiee spectroscopiquement. 

Le travail histochimique capital dans le domaine pathologique est le 

gros volume de BoRST et Konigsdorffer. Ce livre est le protocole d’autopsie 

d’un cas celebre de porphyrie congenitale (“), le cas Mathias Petry, dej’a 

etudie de la fa^on la plus approfondie par H. Fischer, 0. ScHUMM et 

Pappendieck au point de vue chimique, par H. GuNTHER et H. Weiss 

au point de vue clinique. L’etude de BoRST et KoNIGSDORFFER est faite de 

la fa^on la plus fouillee et la plus rigoureuse; aussi le travail de ces deux 

auteurs depasse-t-il et de beaucoup ce qu’on pouvait attendre de Texamen 

d’un cas pathologique. Dans ce livre touflfu, on trouve en effet des techniques 

histochimiques nouvelles delicates et rigoureuses concernant non seule- 

ment les porphyrines, mais egalement tous les derives de Themogloblne. 

On y trouve non seulement une analyse tres poussee des pigments pr&ents 

dans le cas Petry, mais aussi des donnees precleuses sur la constitution et 

la recherche des pigments tetrapyrroliques et des pigments ferrugineux 

du metabolisme normal. On y trouve enfin, a cote d’importantes conside¬ 

rations sur la pathogenie de la porphyrie et sur le metabolisme histochimique 

des porphyrines, d’importantes recherches sur le metabolisme constructif 

et degradatif des pigments sanguins. Aussi est-Il difficile d’en donner une 

Id^e, meme incomplete. Laissant de cote les faits et les interpretations se 

rapportant au cas Petry et a la porphyrie congenitale en general, e’est-a-dire 

(^) Des recherches encore inedites, que nous avons effectuees avec A.-P. DuSTlN et 

J. Thomas ont montre que le pigment caracteristique du chlorome. dont la constitution 

chimique ^tait inconnue, n’est pas autre chose qu’une porphyrine. 

(*) Les auteurs fran^ais parlent generalement de « porphyrinurie Borst et Konigs¬ 

dorffer pr^f^rent « porphyrie La porphyrinurie n’est en effet qu’un des symptomes de 

cette maladie, par ailleurs caracterisee par un trouble general du metabolisme porphyrique. 
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tout ce qui se rapporte a Tordre pathologique, nous r^sumerons les resul- 

tats observes dans les domames physiologique et histochimlque, 

Une degradation de Thenioglobine en porphyrine, fer et globine 

(c’est-a-dire la degradation de rhemogloblne telle qu’on Tobtlent in vitro) 

ne peut etre constatee dans Torganisme vivant. De meme, on ne peut 

etablir une degradation de rhemogloblne en pigment bllialre en passant 
par un stade porphyrine. 

2^ Une degradation du cytochrome en porphyrine, fer et globine est 

theorlquement possible; on ne possede pas d’argument suffisant nl pour 
ni contre cette hypothese. 

3^ La synthese de 1 hemoglobine s eUectue dans la vie embryonnaire 

en passant par un stade porphyrine (protoporphyrine). En effet, dans les 

erythroblastes de Tembryon, avant Fapparitlon de rhemogloblne, on peut 

mettre en evidence de grandes quantites de protoporphyrine, qui dlsparait 

au fur et a mesure que rhemogloblne apparait. Chez I’adulte, en cas de 

besoln (anemie pernicieuse) ce processus peut se reproduire. Chez radulte 

normal, les quantites de porphyrine decelable sont trop reduites pour 

qu on puisse mettre en evidence avec certitude une synthese d’hemo- 
globlne passant par le stade porphyrine. 

4*^ Outre les porphyrlnes intervenant dans le metabollsme de rhemo¬ 

globlne, et independamment de ce metabolisme, existent des porphyrlnes 
designees sous le terme Organporphyrlne ». 

La porphyrine des os et des dents (uroporphyrlne) semble etre synthe- 

tisee par les erythroblastes et etre secondairement stockee dans les organes 

en voie de calcification. La porphyrine (protoporphyrine) des glandes de 

Harder est soit synthetisee sur place, soit apportee par des erythroblastes. 

Les megaloblastes pendant la vie embryonnaire et fcetale renferment de 
1 uro- et de la coproporphyrlne. 

En resume, les porphyrines apparaissent dans l organlsme comme 

d importants metabolites, soit comme intermediaires dans la syntbfese de 

1 hemoglobine, soit comme prodults de synthese definitlfs dans certains 
organes, soit comme prodults d excretion. 
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SECTION VI. 

Ferments. 

CHAPITRE XVI. 
PEROXYDASES ET PHENOLASES. 

A en juger par le nombre et Timporlance des travaux qui lui ont ete 

consacres, Tetude morphologique des ferments devralt paraitre comme un 

des chapitres les plus evolues de rHistochirnie. En realite, il n’en est 

rien et, malgre la masse des documents accumules, ce domaine est certes 

le plus embrouille de toute rHistochirnie. 

II y a a cela plusieurs raisons. Tout d’abord, des auteurs, employant des 

methodes semblables ont ete conduits a des resultats fort differents; 

de la a juger les methodes mauvaises, il n’y a qu’un pas, Aujourd*hui, 

on a reconnu que des changements tres minimes dans une technique sont 

d’une importance capitale. Fait aise a comprendre : les ferments sont 

extremement sensibles a toutes sortes d’actions physiques ou physico- 

chimiques. Si Ton ne travaille pas toujours exactement dans les memes 

conditions, on ne peut que s’attendre a d’enormes variations dans les 

resultats. Or, beaucoup d’auteurs ayant travaille avec une reaction Tont 

modlfiee a leur gre. C’etalt parfaitement legitime; mais ce qui ne Test pas, 

c’est d’enregistrer sous la denomination de la reaction originale des resultats 

obtenus avec une reaction modlfiee. Notons-le bien, cette erreur a toujours 

ete commise de la mellleure foi du monde : le changement introdult dans 

la technique paraissalt tellement insignifiant! Nous voila devant une 

premiere source de complications : sous le meme nom, on d^signe des 

reactions ayant des significations differentes. Ainsi, sous le nom de reaction 

du bleu d’indoph^nol, ou de Nadireaction, on comprend des methodes 
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qui, toutes, ont en commun Temploi d’un melange equlmoleculaire de 

dimethylparaphenyl^ne-diamine et de naphtol; mais suivant qu’on utilise 

une solution alcaline ou une solution neutre, ou une solution tamponnee 

a des pH donnes, on met en evidence des formations absolument diffe- 

rentes. 

Une autre source de complications est produite par Timprecision des 

termes que continuent a employer les histologistes et qui, en Biochimie, 

ont un sens tout autre. Ainsi, les « oxydases w des histologistes ne sont 

pas les oxydases des biochimistes. Sous ce nom, ceux-ci designent tous 

les ferments capables de catalyser une reaction d’oxydation; par exemple, 

les phenolases, les purinoxydases, la succinoxydase, la laccase, la tyrosinase, 

Talcoolase, etc. Ce que les histologistes nomment oxydases, ce sont en 

realite les phenolases, qui ne forment qu*une partie des oxydases sensu 

stricto. Cette confusion de mots cree un quiproquo perpetuel. Combien 

d’interpretations fantaisistes n’ont pas d’autre origine! L’histologiste 

met en evidence des phenolases. Prenant la partie pour le tout, il les nomme 

oxydases et s’imagine avoir mis en evidence les ferments qui catalysent 

les oxydations en general dans la cellule; en realite, ces ferments ne cata- 

lysent de fa^on certaine qu’une seule reaction d oxydation : celle du reactif 

employe, qui est un phenol ou un corps a structure analogue. Cette question 

de definition des termes a une importance capitale; si Ton s’y etait attache, 

on aurait evite bien des discussions steriles C). Avant de batir des hypotheses 

et de forger d’ingenieuses theories sur des faits, il importe de preciser 

leur portee. Aussi, soucieux d’essayer de clarifier un sujet si touffu, aurons- 

nous soin d’etablir Texacte valeur des techniques et des methodes proposees. 

Les caractferes histochimiques generaux des ferments se fondent sur 

leurs propriety telles qu’elles ont ete etablies par les recherches de chimie 

physiologique. 

Rappelons qu*on appelle ferments « des substances a action catalytique, 

produites par les cellules vivantes, sans que leur action soit liee aux 

processus vitaux en tant que tels — capables de favoriser des processus 

chimiques, tout en restant eux-memes inchanges par ce processus — travail- 

lant de fa^on specifique, c’est-a-dire n’agissant que sur des substances 

O A titre documentaire, voir la polemique entre M. Prenant d*une part, Marinesco 

et Fiessinger d autre part. 
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de constitution structurale et stereocKimique tout a fait definies » 

(Oppenheimer)* 

Des proprietes des ferments, nous ne retiendrons que celles-ci, qui peuvent 

eventuellement servir en Histochimie a confirmer leur nature : ils sont 

thermolabiles et detruits de fa^on irreversible par Taction d’une tempera¬ 

ture donnee; leur activite ne se manifesto que dans des conditions de milieu 

bien determinees (pH, concentration saline, temperature, etc.); ils sont 

detruits par certains agents chimiques. 

Les ferments accessibles a Texperimentation histochimique sont unique- 

ment des ferments oxydants ou reducteurs; ils appartiennent done au 

grand groupe des oxydases sensu lato. Des nombreuses oxydases decrites 

en chlmie physiologlque ne sont decelables histochlmlquement de fa^on 

certalne que : 1^* les peroxydases; 2® les phenolases, presque toujours 

appelees faussement oxydases par les histologistes; 3^ la tyrosinase et la 

dopaoxydase. De mise en evidence plus hypothetique sont les oxydo- 

reduclases; aussi, quolque des travaux recents leur aient ete consacr&, 

notamment les tres interessantes recherches de Wermel et de RoSKiN, 

on ne les etudiera pas ici (^). 

A propos de chaque groupe de ferments, nous etudlons successlvement : 

les proprietes generales des ferments envisages; 2^ les methodes de mise 

en evidence; 3® la valeur signaletique de ces reactions. Dans ce chapltre, 

nous etudlerons les peroxydases et les phenolases, qui sont en relation 

etroites les unes avec les autres, alnsi qu’on le verra plus loin. 

I, — Peroxydases. 

Les peroxydases sont des ferments qui augmentent extremement le 

pouvolr oxydant des peroxydes pour certains accepteurs, ce pouvolr 

oxydant ne se manlfestant normalement, toutes conditions egales d’ailleurs, 

qu’avec une extreme lenteur. En d’autres termes, le systeme peroxyde+ 

peroxydase est capable de reallser rapldement Toxydatlon de substances 

que le peroxyde a lui seul n*effectueralt qu’avec une extreme lenteur. 

(0 On n’etudicra pas non plus les conceptions de Unna et de son ecole sur les lieux 

d oxygene (Sauerstofforic) et les lieux de reduction (Reduktiomorte), Les critiques nombreuses 

qui leur ont ^t^ adressees ont bien montr^ leur caract^re sp^culatif et hypothetique. En 

outre, leur ^tude parait devoir etre rattach^e k celle des potentials d’oxydo-reduction et 

sont done du cadre de ce livre. 
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En d’autres termes encore, une peroxydase est un ferment qui catalyse 

la decomposition des peroxydes, Foxygene produit lors de cette decom¬ 

position servant a oxyder un accepteur approprie. 

Comme peroxydes, peuvent entrer en ligne de compte soit Teau oxygenee, 

soit tout autre peroxyde substitue. 

Les accepteurs oxydables par le systeme peroxyde-peroxydase sont 

assez nombreux. Beaucoup sont des phenols, mais il n’en est pas necessai- 

rement ainsi. Afin de fixer les idees, citons quelques oxydations realisees 

par les peroxydases en presence d’eau oxygenee : F’ une oxydation inorga- 

nique : oxydation de Tacide iodhydrique en iode libre; 2^ des oxydations 

organiques de diphenol en quinhydrone et quinone, du pyrogallol en 

purpurogalline, du gaiacol en tetragaiacoquinone, du phenol, des cresols 

ortho et para, des naphtols en produits fortement colores mal definis; 

3® des oxydations d’amines aromatiques : de Torthophenylenediamine en 

diaminophenazine, de la benzidine en diphenoquinonediimine, de la 

metaphenylenediamine et un certain nombre d’autres polyarylamines en 

produits fortement colores mal definis; 4^^ des oxydations de leucoderives 

de colorants O : de la phenolphtaline en phenolphtaleine, des leucos de 

fuchsine acide et de violet acide en les colorants correspondants, du 

melange ^ naphtol +- p-phenylenediamine (ou les derives methyles de 

celle-ci) en indophenol; 5^ des oxydations de divers composes aromatiques : 

la vanilline en dehydrovanilline, la morphine en oxydimorphine, du thymol 

en dithymol, de I’eugenol en dieugenol, etc. 

On notera que toutes ces reactions ( a part Toxydation de Tacide iodhy¬ 

drique) sont des reactions d’oxydation et de condensation de noyaux aroma¬ 

tiques et que Toxydation porte toujours uniquement sur des atomes 

d’hydrogene. 

L’importance de cette constatation sera mise en vedette plus loin 

(p. 289). 
De tous les reactifs cites plus haut, peu ont ete utilises en Histologic. 

Beaucoup, en effet, donnent des reactions colorees trop pales ou trop peu 

intenses pour permettre une observation microscopique commode; 

(^) 11 8*agit toujours de colorants a structure quinonique, dont le leuco a la constitution, 

soit d'un phenol, soit d*une amine; le passage du leuco au colorant correspond done a 

Toxydation d’un polyphenol (ou polyamine) en la quinone (ou la quinoneimine) corres- 

pondante, et rentre done au fond dans les deux categories pr^c^dentes. 
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d’autres exigent des conditions de milieu (alcalinite) peu compatibles avec 

la bonne conservation des coupes ou des tissus. 

Le premier reactif utilise en Histologie fut le gaiacol; il servit a ZucKER- 

KANDL dans des etudes sur le colostrum. II n’a plus qu’un interet hlsto- 

rlque. 

A. Reaction a la benzidine. — Lc plus employe est la benzidine, utilisee 

pour la premiere fois dans ce but par les Adler (1904-1906). L’etude 

chimique de la reaction a ete faite par Madelung. Par Taction du couple 

peroxyde-peroxydase, la benzidine est oxydee en un corps de couleur 

bleu fonce (bleu de benzidine), a constitution meriquinoidique, forme par 

Tassociation d une molecule de benzidine avec une molecule de dipheno- 

quinonedilmine. II est done a la benzidine ce que la quinbydrone est a 

Thydroquinone. Le bleu de benzidine, assez instable, n’est qu’un produit 

intermediaire d’oxydation; il s’oxyde lui-meme rapidement en donnant 

de la diphenoquinonediimine (ou des poly meres de celle-ci?) de couleur 

brune. L’ensemble de ces transformations est indiquee ci-dessous (on a 

adopte la formulation de WlLLSTAETTER et PiCCARD; les pointilles repre- 

sentent des valences partlelles au sens de la theorle des complexes de 

Werner). 

Ml- Ml- Ml 

.Ml- 

I MColoi i' 

Ml’ Ml 

iJirU. 

II 
Ml 

llrun. 

L’oxydation de la benzidine, d’apres Madelung, ne s^eflectue pas en 

milieu neutre prive de sels; des traces d’acides ou de se)s la favorisent 

fortement; un grand exc^s Tarrete. 

La reaction a la benzidine a re^u des applications histologiques surtout 

de Kreibich (1910) (qui, au lieu de la benzidine, employait son d^riv^ 

monosulfone), Fischel (qui fit un large usage de Thomologue dim4thyl4 
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de la benzidine, la tolidine), FlESSiNGER et RoUDOWSKA (1912), Graham 

(1918), Marinesco (1919), M. Prenant (1924), Loele (1926). 

Les techniques proposees par ces differents auteurs montrent d’assez 

grandes differences; en fait, ces variantes donnent des resultats a peu pres 

identiques, contrairement a ce qu’on observera pour les oxydases {voir 

plus loin). La raison profonde en est que les peroxydases sont des ferments 

assez resistants et peu sensibles a Tinfluence du milieu. Ainsi elles resistenl 

bien a Taction du formol, de Talcool, du toluene. II est done possible de 

travailler apres fixation, soit sur coupes par congelation, soit meme sur 

coupes a la paraffine. Certaines peroxydases resistent mcme a unc courte 

ebullition. Leur action oxydante se manifesto le mieux en solution lege- 

rement aclde. Cependant, elles tolerent de grands ecarts de pH (de pH 2 

a pH 12 pour une peroxydase de Cochlearia; Euler et Bolin); la concen¬ 

tration en peroxyde peut aussi varier dans de larges limltes (M. Prenant): 

la concentration seull en est extremement basse. Aussi n*y a-t-il pas 

Interet a eplloguer sur les differentes modalites techniques. 

A titre documentaire, nous donnerons la technique de M. Prenant, qui nous parall 

specialement convenir aux recherches sur les tissus frais, non fixes, et celle de Loele, 

mieux adaptee aux frottis et aux coupes. 

Mithode de M. Prenant. —Plonger des fragments assez minces de tissu pendant quelques 

minutes dans une solution saturee de benzidine acidifiee par quelques gouttes d’acide 

acetique; ensuite, les plonger dans de I’eau oxygenee a 1 volume (perhydrol dilue au 1/100^, 

ou bien eau oxygenee du commerce a 12 volumes diluee au 1/12®), les y laisser quelques 

minutes, puis examiner dans de I’eau ou un serum physiologique. 

Mithode de Loele. — Preparer une solution de benzidine dans I’eau; filtrer avant Temploi: 

^ 50®*'’ du liquide, ajouter de (perhydrol) a I pour 1000. Dans cette solution, qui 

est neutre, certaines peroxydases se colorent d*emblee en brun, d’autres en bleu pour 

devenir finalement brunes. II nous parait plus avantageux de Tacidifiar leg^rement par de 

Facide acetique; de cette fa^on, loutes les peroxydases se colorent en bleu. 

Au lieu de cette methode, on peut aussi employer les math odes de LlsON et de Slonimski 

pour la mise en evidence de Themoglobine, ces reactions ^tant en realite des reactions de 

peroxydases {voir p. 250). 

L’inconvenient de toutes ces methodes est qu’il est impossible d’obtenir 

des preparations stables; les artifices proposes pour conserver le bleu de 

benzidine echouent et Ton finit par obtenir une coloration brunatre assez 

pale et peu visible. II vaut mieux examiner les preparations dans Teau ou 

le sirop d’Apathy que de monter au baume par la methode ordinaire; 
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I’alcool extrait en effet toujours une partie de la couleur. La d^shydrata- 

tion a Tisosafrol « d’apres LiSON permet cependant de monter au baume 

sans Inconvenient les coupes k la paraffine; pour les coupes par congelation, 

cette methode ne convient pas C). 

B. Naphtolperoxydasereaktion (Loele). — L’oxydation de I’^^^-naphtol 

en une mati^re coloree violette par Taction d une oxydase ou d un systfeme 

peroxyde-peroxydase a ete decrite pour la premiere fois par BouRQUELOT. 

Elle a ete reprise en Histologic par Loele, qul ne parait d’allleurs pas 

avoir connu les travaux de ce dernier. 

Lcele fixe les tissus dans du formol neutre a 10 pour 100, coupe par congelation, puis 

traite par le reactif suivant: verser dans 1 litre d’eau physiologique (0,85 pour 100 de NaCl) 

une cuilleree d'^-naphtol; agitcr et laisser reposer 3 jours; puis filtrer; cette solution se 

conserve environ 1 mois; au moment de I’emploi, ajouter, a 50^”‘^ de la solution, d’une 

solution de perliydrol a 1 pour 100. Laisser agir quelques minutes puis rincer et examiner 

dans la glycerine. Les peroxydases sont colorees en violet fonce. 

Les preparations obtenues par cette methode ne se conservent pas. 

Afin d’obtenir des preparations durables, Loele se base sur une curieuse 

observation : les elements qui ont oxyde le naphtol ont acquis une baso- 

philie extremement prononcee. Ils retiennent les colorants basiques avec 

une telle energle qu’lls reslstent a Taction decolorante prolongee des 

alcools. 

Les preparations, obtenues par la methode indiquee plus haut, sont traitees quelques 

minutes par un melange naphtol-vlolet de gentiane prepare comme suit : a la solution 

pure satur^e d’a-naphtol (preparation voir plus haut), on ajoute goutte a goutte une solution 

alcoolique saturee de violet de gentiane jusqu’a ce qu’un trouble apparaisse; puis on ajoute 

goutte a goutte de Talcool a 70^^ jusqu’a ce que la solution redevienne claire. Diff^rencier 

dans Talcool k 50^’ jusqu'a ce que seules les substances naphtol positives apparaissent 

colorees en violet. Monter la preparation a la glycerine. 

C. Reaction aux zinc-leucos (Lison). — Les fuchsines sulfonees reduites 

par la poudre de zinc et Tacide acetique donnent des leucoderives stables. 

Ces « zinc-leucos » sont recolores par le couple peroxyde + peroxydase. 

On prepare le reactif en chauffant le melange suivant: violet acide (ou fuchsine acide),l*,5; 

zinc en poudre, lO**; acide acetique glacial, 2"^; eau, 100™“*. Apres quelques instants, la 

(0 Bien entendu, avant le montage, on peut colorer le fond de la coupe ou les noyaux 

par un colorant histologique quelconque. 
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solution perd sa couleur primitive et devient paille ou ambree. Apr^s refroidissement, 

ajouter encore 2^"^’ d’acide acetique. Le « zinc-leuco » ainsi obtenu se conserve plusieurs 

jours sans se recolorer; s’il est altere, il suffit de le faire bouillir de nouveau. 

Au moment de I’emploi, a 10“"* de la solution filtree du zinc-leuco, on ajoute 1“"‘ d’eau 

oxygenee du commerce a 12 volumes. Plonger les coupes a examiner 5 a 10 minutes dans 

le melange. Rincer, colorer le fond par une coloration histologique quelconque, monter 

au baume suivant les techniques habituelles. Les preparations sont tres belles et stables. 

Pour I'usage hematologique, le reactif sera dilue 5 a 10 fois (0- 

Fautrez (communication personnellc) a observe que le zinc-leuco du Bleu patentc 

(Patentblau) presente de grands avantages. Sa solution, de coulcur vert grisatre, se conserv<' 

tr^s longtemps (plus d*un an); la coloration bleu verdatre qu’il communique aux peroxydases 

est trds intense et bien visible. Preparation et mode d’emploi comme pour les autres zinc- 

leucos. 

11. — Phenolases. 

Phenolases (Batelli el Stern), Polyphenoloxydases (BourqUELOT), 

Phenoloxydases (Sarthon), Laccases (Bertrand, Chodat). 

Les phenolases sont des ferments qui catalysent Toxydatlon, par Toxygene 

de Tair, de toute une serie de substances, qui sont exactemeni les memes 

que celles qui sont oxydees par le systeme peroxyde-peroxydase et ont 

ete decrites plus haul. Le systeme phenolase 4 O’ a done exactemeni la 

meme action que le systeme peroxydase i H“(IF. 

Avant d’aller plus loin, precisons un point de nomenclature. Ce que les 

hlstologistes appellent oxydases, ce sont en realite les phenolases, qui ne 

constituent qu’une partie assez restreinte des oxydases sensu lato, Le terme 

phenolase, que nous adoptons apr^s beaucoup de biochimistes, n est pas 

trhs heureux, on doit bien Tavouer. Tout d’abord, d’apres la nomenclature 

actuellement en usage, le terme phenolase devrait signifier : « Qui hydrolyse 

les phenols ». Or, Taction du ferment sur les phenols est oxydatlve et 

non hydrolytique. De plus, les « phenolases n’oxydent pas que des phenols, 

mais aussi des amines aromatiques, des composes cycllques divers et 

Tacide iodhydrique. Aussi, un autre terme serait-il preferable; malheureu- 

sement, aucun des rempla^ants proposes n’a conquis droit de cit^. En tout 

cas, et e’est la un point sur lequel nous devons insister, nous nous refusons 

a employer le terme « oxydase » qu’on trouve regulierement sous la plume 

(^) La critique des reactions des peroxydases a ete jointe a celle des phenolases (voir 

page 278). 
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des morphologlstes. Utlliser ce terme, c’est courir inevitablement k de 

grosses erreurs d’interpretation et jouer perpetuellement sur des Equivoques 

(p. 287). 
Alnsi qu’on Ta dit plus haut, les actions oxydatlves des phenolases sont 

exactement les memes, ni plus ni molns, que celles que realisent les 

peroxydases en presence d’un peroxyde. 
II est un point cependant sur lequel Taction des phenolases dlffere assez 

profondement de celle des peroxydases. Elies sont en general beaucoup 

plus fraglles. Elies resistent beaucoup moins bien aux agents de destruction, 

soit physiques, solt chlmlques. La plupart sont Irreverslblement inactlvees 
par une temperature de 60®, a laquelle resistent bien les peroxydases; 

certaines, mais pas toutes, sont tuees par les acides (la plus sensible est 

certainement la laccase de Bertrand, deja tuee par un acide a N/2000). 

Des agents chimiques varies se montrent en outre fortement toxiques 

pour elles. Les plus actifs sont les cyanures qul inhibent les phenolases a 

des doses extremement falbles. L’action des agents fixateurs utilises en 

Histologic est specialement a conslderer : le sublime est toxique pour 

presque toutes les phenolases, tandls que la formaldehyde ne Test pas pour 

toutes. 

Les phenolases sont egalement beaucoup plus exigeantes que les 

peroxydases vis-a-vis des conditions du milieu. La plupart n’exercent leur 

activite que dans des conditions d’optimum bien determine ; tout partl- 

culierement le pH du milieu a une tres grosse importance, alnsi qu’on le 

verra plus loin. Quelques-unes seulement — ce sont generalement aussi 

les plus reslstantes au point de vue des agents lethaux — peuvent se 
montrer actives dans des conditions de milieu assez etendues. 

Toutes ces considerations ont une grosse importance pratique. Dans 

le domalne des phenolases, il importe de travailler dans des conditions 

rigoureusement determinees et reproductibles. Combien de resultats 

discordants n’ont pas d’autre source que des techniques diflErant en 
apparence de peu, en rEalite de beaucoup! 

A. Reactions au bleu d indophenoL — La reaction au bleu d’indophEnol 

oififre un certain Interet historlque, car elle fut la premiEre utilisEe en Biologie 

pour dEceler des ferments oxydants. En 1881, les chimistes allemands 

Koechlin et Witt, oxydant par le bichromate un mElange EquimolEculaire 

de as-dimEthylparaphEnylenediamlne et de naphtol ^ avaient obtenu un 
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colorant bleu, de stabiHte assez mediocre, le bleu d’indophenol ou bleu 

naphtol. La reaction peut s’ecrire comme suit : 

/ m\i 

= 

11‘Gx 

113 G/ 

-4 - W) 

on 

L’oxydation du melange dimethylparaphenylenediamine + ^ naphtol 

peut deja s’efTectuer par Toxygene de Tair en solution alcaline, mals 

lentement, 

Ehrlich (1885) eut Tldee d’lnjecter ce melange a des animaux et constata 

macroscopiquement le bleuissement de certains organes; 11 en tira des 

conclusions sur leur pouvolr oxydant, mals ne fit pas d’observations micrO" 

scopiques. RoHMANN et SpiTZER (1895) Tutlliserent beaucoup en vue de la 

recherche des ferments oxydants dans des extraits d’organes (^). Ce fut 

WiNCKLER qul en fit la premiere application microscopique en vue de 

Tetude du sang, puls ScHULTZE qul Tutilisa sur des coupes histologiques. 

Depuls, 11 a ete employe sur une assez grande echelle. 

De la reaction au bleu d’indophenol, 11 existe deux modalltes fonda- 

mentales, qu’il Importe de ne pas confondre. La nomenclature adoptee 

ici est celle de S. Graff. 

1^^ M. nadi-oxydasereaction (Graff). — Synonymes : oxydasereactlon 

modification A (W. H. Schultze), reaction d’oxydase stabile (v. Gierke), 

myelo-oxydaser^actlon ou M. nadi-oxydasereactlon (Graft). 

(1) DoiSi le nom de reactif de Rohmann el Spitzer que Ton donne parfois au melange 

de a naphtol + dimethylparaphenylenediamine. Cette denomination est impropre, de 

m6mc que celle de reactif de Koechlin et Witt, qui lui est parfois decern^. 
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Les caracteristiques de cette reaction sont : de s etfectuer sur du 

materiel fixe dans un liquide formole; 2^ d’utiliser une solution de 

naphtol ^ i“ dimethylparaphenylenediamine (melange nadi) alcaline. 

Technique : I. Fixation du materiel. Fixer au formol (4 a 10 pour 100); couper par 

congelation. Une inclusion a la paraffine est possible (Strassmann) si Ton opere rapidement. 

Autant que possible, colorer iminediatement apres avoir coupe. Un trop long s^jour dcs 

coupes dans I’eau a une influence dcfavorable sur la reaction. 

Les frottis sont fixes, soit aux vapeurs de formol, soit au melange formol (10) 

alcool 96^^ (40) pendant 2 ficures. 

II. Preparation des reactijs. - Pre^^arer les solutions suivantes : A, faire bouillir F 

d*‘'<<-naplitoI avec 100*'"' d’eau distillee: ajouter ensulte goulte a goutte une solution de 

potasse a 25 pour 100 jiisqu’a ce que le naphtol fondu se soit dissous. Laisser refroidir; 

cette solution se conserve 1 mois a robscurlle; B, solution a 1 pour 100 de dimethyl-p-phe- 

nylenedlamlne base, dans Tcau distillee, de preference bouillle. II est a conselller d’employer 

de la dimethyl-p-phenyl^nediamine fournie en tubes scelles; conservee en vrac, elle s’altere 

tres vlte en devenant noiratre. La solution sc conserve 2 a 3 sernaines a Tobscurite. On 

pent utillscr a la place de la base le chlorhydrate de dirnethyl-p-phenylenediamine qui est 

un peu plus stable (Graft). Irnmcdiatement avant remplol, on melange parties egales 

de A et B, el Ton filtre. 

Le reactif ainsi prepare correspond a la formule originale de ScHrLTZE; rnais, comme il 

est passablement oxydable par la simple action de Pair, on a propose, de divers cot^s, 

de le dlluer beaucoup plus. Des solutions au I,'1000'* sont parfaitement utilisables. 

III. Conduiie de la reaction. — Les coupes ou les frottis sont plongees dansle reactif 

tHale en couche mince au fond d une boite dc PetrI; on agite celle-ci, de fa^on a assurer 

largement 1 oxygenation du liquide. La reaction se produit en quelques instants, 

de 1 a 5 minutes : les granulations renfermant des ph^nolases se colorent en bleu fonce; 

ensulte, rincer a I’eau distillee. 

Les preparations ne sont pas durables. Pour les stabiliser, on peut utiliser le proc^dc 

de Graff. Plonger les preparations 2 a 3 minutes dans une solution de Lugol dilueeau tiers; 

dans cette solution, les granules deviennent brims. Ensulte, laver a Teau distillee, rendue 

alcaline par Tadditlon de quelques gouttes de solution saturee de carbonate de lithium, 

jusqu’a ce que les grains alent repris leur belle couleur bleue. Puis, a volont^, coloration 

de fond au carmalun, safranlne, brun de Bismarck, etc.; montage dans la glycerine, la 

glycerine-gelatine ou la gomme sirop d’APATHY. 

ScHMORL, pour stabiliser les preparations, recommande, au lieu de Lugol, une solution 

concentree de molybdate d’ammonium. 

La M. nadi-reaction a ete surtout employee dans les recherches hemato- 

logiques. Ce qui fait son grand interet, e’est qu’elle met en evidence en 

les colorant en bleu fonce tous les Elements de la serle myeloide sans 
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exception : myeloblastes, myelocytes et leucocytes murs des series neutro- 

philes, eosinophiles, pseudo-6osinophiles et basophiles. Les formes meres 

presentent tres peu de granulations; au fur et a mesure que leur evolution 
se poursuit, elles s’enrichissent en granulations M. nadi-posltives. C’est a 

ce fait que la reaction doit son nom de « myelooxydase-reaction ». Aucune 

autre cellule sanguine que celles de la serle myeloide ne donne de reaction : 
les lymphocytes et les plasmatocytes restent incolores Q), Au moyen de 

cette reaction, il est done par exemple aise de distinguer Tune de Tautre, 

au premier coup d’oeil, une leucemie myeloide d’une leucemie lymphoide. 
Outre les cellules des lignees myeloides, la methode colore, chez T Homme, 

des granulations dans les cellules sereuses des glandes salivaires et des 

glandes lacrymales, et dans les syncytioblastes du placenta. Chez les 
Vertebres superieurs, on ne connait jusqu’ici qu’une seule autre localisation 

de M. nadi-oxydase; la trachee du Mouton (Loele). 

Chez les animaux autres que THomme et les Vertebres superieurs, la 

reaction a ete peu appliquee, sauf par Loele, qui en fait une etude assez 

etendue. De ces recherches, il resulte bien que la repartition des cellules 

M. nadi-oxydase positives est tres irreguliere, a la fois au point de vue 

de leur distribution dans les groupes zoologiques et de leur distribution 

tissulaire dans les animaux examines. Il n’est pas possible d’entrer id 

dans les details. Qu’on retienne cependant qu’il exlste un assez grand 

nombre d’anlmaux qui ne possedent pas de cellules a M. nadi-oxydase. 

2® G. nadl-oxydasereaction (Graff). — Synonymes : Labile oxydase- 
reaktion (v. Gierke), Gewebs-oxydasereaktion (Graff). 

Von Gierke observa qu’en traitant des coupes de tlssus non fixes par 

un melange « nadi » prepare sans addition d*alcalu on obtient une coloration 

bleue de certaines cellules qui ne la donnent pas quand on les traite par 

la technique originate de ScHULTZE, e’est-a-dire apr^s fixation formolee 

et en employant un « nadi » alcalin. Les « oxydases » (== phenolases) ainsi 

mises en evidence, il les denomma « oxydases labiles » par opposition aux 

oxydases stabiles » demontrees par la technique de ScHULTZE. 

S. Graff, dans d’importants travaux, montra que la concentration en 

O Cependant, ScHULTZE a trouv^ quelques granulations M. nadipositives dans des 

grands mononucl^ires. 

I.180M 
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ions hydrogfene du melange nadi etait de toute premiere importance pour 

la reussite de la reaction; en outre, la valeur du pH optimum varie pour 

chaque espfece cellulaire. Afin de stabiliser les valeurs du pH, Graff utilise 

des solutions tamponnees. 

Technique : I. Preparation des solutions. — A. Preparer une solution m^re d’jt-naphtol 

k 10 pour 100 dans l alcool; au moment de Temploi, cette solution est a diluer au 1/100® 

avec de Feau dislillee. 

B. Solution de chlorhydrate de dimethylparaphcnylenediamine k 1,2 pour 1000; 
conserver a Tobscurltc en flacons blcn bouches, de preference avec des bouchons paraffines. 

C. Solutions tampons : les solutions tampons employees doivent pouvoir couvrir une 

zone comprenant les pH de 3,0 a 12,0. Les solutions meres sont les suivantes; elles doivent 

etre etablies avec le plus grand soin; se servir pour les confectionner de ballons jaug^s et 

non d’eprouvettes graduees. 

7. NaOH normal : 40^01 NiOH pour lOOD H^O. 

3. Carbonate de Ni cristallisc : 14'^,3 CO^Nu^ 6 H“0 pour 100"®’ H^O. 

y. Glycocolle : 7«.5 pour 100""’ H^O. 

Phosphate sodique secondaire (—disodique) : 11^',9 pour 1000^*®’ H^O. 

£■ Phosphate potassique primairc (- -monopotasuque) : 9%I pour 1000'®*’ H^O. 

L Acaate sodique : 13^,6 CH'CO^Na 3 H^O pour 100""’ H^'O. 

Acide acetique normal : 60^,03 acide acetique cristallisable pour 1000""* H^O. 

Ces solutions meres sont a diluer 10 fois avant I’emploi, sauf les solutions de phosphates, 

D. Preparation des solutions nadi r tampon. 

Lc melange nadi est prepare en prenanl parlies egales des deux solutions A (diluee 

au l/lOO®, comme dit plus haul) el B; on y ajoute alors le tampon dans les proportions 

indiquees par les tableaux suivants, ernpruntes a Gr aff. Le melange du nadi avec le tampon 

doit etre effcctue au moment de I’emploi. Les pH indiques ci-dessous sont approximatifs 

et constituent la valcur moyenne des titrages de Graff. Cette approximation est d'ailleurs 

g^neralement suffisante. Si plus de precision est desiree, il faut titrer les melanges au moyen 

d'indicateurs; pour cette methode, se referer a I’article original de Graff. 

Le Tableau 1 correspond a un melange renfermant environ 0,5 pour 1000 de nadi; 

le Tableau 2 a un melange ne renfermant environ que 0,1 pour 1000. 

A titre documentalre, signalons que, chez les animaux, les resultats les plus favorables 

s’echelonnent vers 8,2, 8,1 et 7,8; chez les plantes entre 3,4 et 5,9. 
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Tableau 1 (melange nadi, 50,0 -f tampon, 10,0). 

Glyro- 

Phos- Pliosphate 
pliate mono- 
(ILso- potas- Acetate 

Aoidc 
ace- 

NaOU 00=* Na^ CO lie (lique sique Na tique 
pH. a. p- Y- S. z. 

>12. . 10,0 - - - - - 

11,6. 6,5 3,5 - -- - - - 

11,0. 8,0 2,0 - - 

10,8. 5,0 5,0 - - - - 

9,5. 2.5 7.5 - - - - - 

9,2. . 5.0 - 5,0 - - 

9,0. . 1.5 8,5 - - - - 

8,2. 4.0 - 6,0 - - 

7,8. 3,0 _ - 7,0 - - 
7.4. 2,0 - 8,0 - - 

7,0. . - 10,0 - 

6.5. . 2,0 - - - - 8,0 - 

5,9. 1,0 - - 9,0 - 

4,5. . ... 5.0 5.0 
4.0. . - - - 3,0 7.0 
3,4. - - 1,0 9.0 

< 3,0... 

Nadi sans tampon 3,0. 

Tableau 2 (melange nadi, 5,0 + tampon, 20,0). 

Plios- Plios- 
G)>'(0- pliatc plialo Acetate 

10,0 

Acifle 
plF. NaOIl. CO-’ Na\ colle. iNa\ K. Na. acetiquc 

>12. . 2,0 18,0 - _ - - 

11,5. . 1,0 19,0 - - _ - - 

10,7. . 20,0 - - - - 

10.6. . 10,0 - 10.0 - - ~ 

9.1. . 4,0 - 16,0 - ~ - - 

8.1. . - - 20,0 - - 

7.2. . - - 16,0 4.0 - - 

6,8. - 10,0 lO.O - - 

6,4. . , - - 20,0 - - 

5.8. . 10,0 - - - 10,0 
4.6.,,.. . - - - - 10.0 10,0 
4,0..... 

3.6..... . Nadi, 5,0+ H^O, 20,0 sans tampon. 

4,0 16,0 



276 L. LISON. 

II. Condaite de la Traction, — L’examen doit avoir lieu aussitot que possible apr^s la 

mort, les G. nadioxydases etant extremement labiles. Conserver les tissus autant que 

possible a la glaciere. On opere sur des tissus non fixes, soit debites en coupes, au rasoir 

ou au microtome a congelation, soit dissocies ou dilaceres. Le plus souvent, on voit dej^i 

macroscopiquement le bleuissement des tissus apres quelques minutes. La reaction termin^e, 

on rince le tissu avec une solution physiologique, puis, apres coloration nucleaire (facul¬ 

tative) au carmin lilhine, on examine au microscope dans une solution d'acetate de potas¬ 

sium. La confection de preparations durables n’est pas possible. 

Une reaction positive se presente le plus souvent sous forme d’un preci- 

pite de matiere colorante a Tinterleur du cytoplasme de la cellule, le noyau 

restant loujours Incolore. Lorsque la reaction est faible, on observe seule- 

ment une coloration diffuse grisatre ou bleu violet de tout le cytoplasme, 

correspondant a une tres grande dispersion de la matiere colorante dans 

la cellule. Les graisses presentes dans les cytoplasmes se colorent genera- 

lement en violet ou lilas, a cause de la solubilite bien connue du bleu 

d’indoplienol dans les corps gras. 

Chose remarquable, alors que la M. nadi-oxydasereaction se trouve trhs 

strictement llmitee a de rares especes cellulalres, il n’existe gufere, d’aprfes’ 

Graff, de cellule qul ne soit capable de donner une G. nadi-oxydasereac- 

tion, quand, bien entendu, on se place dans les conditions favorables. 

Le domaine de cette reaction est done bien nettement different de celul 

de la myelooxydasereaction. 

Les G. nadi-oxydases sont tr^s sensibles a tous les agents toxiques 

en general. Elies ne peuvent generalement plus etre mises en evidence 

apres fixation formolee. Elies sont tuees par les cyanures k concentration 

de 1 pour 100 a 1 pour 1000 en quelques minutes, alors que les M. nadi- 

oxydases ne sont pas influencees par ce traitement (Hallheimer), 

B. Phenolreaction {naphiolreaction (Loele). — Le reactif utilise dans 

cette methode est une solution alcaline d’^-naphtol (ou plus exactement 

une solution de naphtolate de sodium). Par Taction des oxydases, il se 

forme une matiere colorante violet a violet noiratre. 

Technique, — Dans un tube h essai. a une pinc^e d’a-naphtol, on ajoute goutte a goutte 

une lessive de potasse k 10 pour 100 en agitant, jusqu*A ce que le naphtol soit enti^rement 

dissous. On ajoute ensuite 200”^ d'eau; la solution, utilisable apr^s 24 heures, se conserve 

environ 3 semaines. 
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Les coupes par cong^iation, de materiel fixe au formol, sont plongees dans le reactif 

pendant quelques minutes; les oxydases y prennent une teinte violette ou noire. 

Les preparations ne sont pas stables. On peut cependant obtenir des preparations 

durables en se basant sur le fait que la mati^re colorante produite retient avec une tris 

grande energie les colorants basiques (violet de methyle, par exemple). Loele opere gomme 

suit : a la solution de naphtolate de soude preparee comme plus haut (mais non diluee). 

on ajoute d’abord une quantite egale de glycerine ou de glycol (qui sert de protecteur 

en empechant la precipitation du colorant). Puis on dilue au dixi^me avec de Teau de source 

et Ton ajoute quelques gouttes de solution saturee de violet de metbyle ou de violet de 

gentiane. Traitor les coupes plusieurs heures par le melange, puis alcool, xylol, baume. 

Granulation d’oxydases en bleu violet. 

La reaction ainsi effectuee est appelee par Loele « reaction primalre 

Loele mentionne egalement une « reaction secondaire ». Elle repose sur 

le fait que certaines structures cellulaires, qui ne fournissent normalement 

pas de « reaction primaire », la donnent quand elles ont ete traitees par 

des extraits de certains Mollusques {Limax cinerem, Arion rufus) tres riches 

en naphtoloxydases. Les substances reaglssant ainsi sur le naphtol sont 

nommees par Tauteur « aldamln »; il consld^re en effet qu elles seraient 

constituees essentiellement par un groupement aldehyde-aminobase 

(ald^-amin). 

Les considerations sur lesquelles Loele appuie ses conceptions paralssent 

extremement speculatives et plus basees sur des comparaisons que sur 

des raisons. II semble tout aussi logique d’admettre que les naphtoloxydases, 

presentes dans les extraits de Mollusques et qui, comme tous les ferments 

d’ailleurs, sont adsorbables, sont adsorbees specifiquement par certaines 

structures sans perdre pour cela leur faculte de r^agir avec le naphtol. 

D’oii Texistence de la « reaction secondaire ». Quelle que soit I’opinion 

que Ton admette, la reaction secondaire de Loele ne nous parait pas 

constituer une reaction histochimique proprement dite et Ton ne la discu- 

tera pas ici. 

C. Autres reactions, — Beaucoup d’autres reactifs, choisis dans la liste 

que nous avons signalee plu? haut {voir le chapitre Peroxydases), pourraient 

etre utilises en Histochimie. Quelques-uns Pont ete, mais de fa^on trhs 

restreinte. Signalons seulement deux reactions de ScHULZE : la « modifica¬ 

tion B » de Schulze, dans laquelle on utilise un melange d’une solution 

k 2 pour 100 de i3-naphtolate de soude (mikrocidin) et d’une solution 

a 1 pour 100 de chlorhydrate de dimethylparaphenylfenediamine; la 

« modification C » de ScHULZE qui utilise un melange d’une solution 
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alcaline d’a^naphtol et d une solution a 1 pour 100 de paranitroso-dim^thyl- 

aniline; les granulations phenolasiques y deviennent brun noir. 

Ill, — Discussion generale. 

1. La valeur des reactifs utilish. 

Le premier point a examiner lorsqu’on veut discuter le probl^me 

histochimique des ferments est de pr&iser la valeur des reactifs utilises. 

Ici, comme partout ailleurs en Histochimie, deux questions se posent : 

1® le reactif est-il specifique; 2^ la localisation observee est-elle exacte? 

La reponse a la premiere question ne souleve gufere de difHcultes. II 

suffit de savoir si le reactif employe est reellement signaletique d’une 

oxydation catalytique. Tous les reactifs de peroxydases ou de phenolases 

utilises en Histologie, sans exception, sont des substances ou des melanges 

de substances qui, incolores par eux-memes, donnent par oxydation des 

matieres vivement colorees. Pour que le reactif pulsse etre considere 

comme impeccable, il suffit done que son oxydation spontanee soit prati- 

quement negligeable. Les reactifs Studies plus haut satisfont en general 

i cette condition. Cependant, pour les reactions au bleu d’indophenol, 

quelques restrictions s’imposent; le melange nadi est assez oxydable au 

contact de I’air et son emploi necessite quelques precautions. DiETRICH 

a emis a son sujet des objections qui visent a lui enlever toute valeur : il 

admet que toute reaction au nadi revient a la coloration secondaire de 

vacuoles lipoides ou d’inclusions grasses par le bleu d’indophenol forme 

par Toxydation spontanee du nadi au contact de Tair. Cette objection 

fait etat d’un fait reel, mais elle est beaucoup trop absolue. Il est exact 

que du bleu d’indophenol peut se former au sein du melange nadi et 

colorer secondairement des inclusions llpidiques; le fait a ete verifie bien 

des fois, par exemple par PiGHiNl, Graff, Prenant. 

Le bleu d’indophenol existant ainsi dans des solutions non fratches de 

nadi peut meme servir a colorer histologiquement les lipides (ZwElBAUM 

et Mangenot, Zweibaum). Seulement, il s’en faut, et de beaucoup, que 

les images donnees par la nadireaction soient identiques a des images de 

coloration de corps gras. Les localisations d’indophenoloxydase ne corres¬ 

pondent pas du tout aux localisations de corps gras dans les tissus, Ginera- 

lement, la distinction entre la ruction vraie et la pseudor^ction donn^e 
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par les graisses est tres facile a faire; les phenolases sent bleu fonce, 

tandis que les corps gras sont toujours beaucoup plus pales et de nuance 

lilas. De toute fa^on, Temploi des precautions techniques necessaires 

(fraicheur des reactifs) et un peu de discernement dans Texamen des prepa¬ 

rations permettent d’eviter sans difficulte cette cause d’erreur. 

Les autres reactifs de peroxydases et de phenolases etudies plus haut 

sont exempts de cette cause d’erreur. La benzidine, par exemple, est extre- 

mement stable en solution aqueuse, quolqu’en alt dit Sartory, et Test 

encore pas mal en presence d’eau oxygenee. Toutes les objections que Ton 

pourrait imaginer contre ce reactif sont levees par les scrupuleuses verifi¬ 

cations de Fischel et de M. Prenant. 11 semble blen qu*il en solt de meme 

pour r^^-naphtol, employe par Loele, quolque la verification n’alt pas 

et4 pouss^ aussi loin. 

La deuxi^me question : « La localisation des catalyseurs observ& 

correspond-elle a leur localisation reelle? », ne peut etre tranchee aussi 

aisement. 

Tous les histologistes qui se sont occupes des ferments oxydants ont 

remarqu^ que les reactions des phenolases ou des peroxydases sont localls^es 

a des granulations cytoplasmiques; exceptionnelles sont les reactions 

diffuses. Ils ont admis que les granulations mises ainsi en evidence par 

leurs reactifs sont reellement des granulations chargees de peroxydases 

ou de phenolases, ou, comme on dit souvent, des granulations peroxyda- 

siques ou « oxydasiques ». Cependant, A.-Ch. Hollande, dans des etudes 

extremement interessantes, a emis des doutes sur cette function. 

Pour Hollande, la localisation granulaire de la reaction serait secondalre. 

Les peroxydases et les phenolases sont presentes quelque part dans la 

cellule, soit dans le noyau, soit dans le cytoplasme, elles oxydent le reactif, 

et le produit colore de la reaction, par un phenomene purement tinctoriah 

va se fixer secondairement sur les granulations dites peroxydasiques ou 

« oxydasiques ». Le fait que celles-ci se colorent lors de la nadi-reaction 

par exemple ne prouve pas qu’elles sont reellement le support de la nadi- 

oxydase, mais simplement qu'elles ont une affinite pour le bleu d’indo- 

phenol forme. Corollaire : si Taffinite pour le produit final de la reaction 

manque, la reaction restera agranulaire, diffuse et non visible au microscope. 

Cette opinion tres neuve parait au premier abord hardie, voire meme 

hasardee, mais on doit avouer que les arguments de I’auteur sont impres- 

sionnants. 
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Le premier fait, mis en evidence par HoLLANDE, c*est qu’il est possible 

d*obtenir exactement les effets d’une nadi-reaction en employant une 

solution non pas de nadi, mais de son produit d*oxydation, c est-a-dire 

de bleu d'indophenol. On prepare une solution alcoolique de bleu d indo- 

phenol pur; puis, au moment de Temploi on 1 etend au I /10*^ avec del eau 

distillee. On verse sur un frottis de sang desseche; au bout d une demi-heure 

les granulations des leucocytes de la serie myeloide et eux seuls se sont color&, 

exactement de la merne fa^on que si Ton avait employe du melange nadi. 

Dans ce cas, il s*agit d une coloration par precipitation, comparable aux 

procedes de coloration derives du RoMANOWSKY (GlEMSA, Tribondeau, 

Hollande, etc.). Le bleu d’indophenol est insoluble dans Teau. Au 

moment ou Ton dilue sa solution alcoolique par de 1 eau, le colorant se 

trouve en quelque sorte dans un etat metastable et montre une tendance 

marquee a la precipitation. Cette precipitation s’effectue electivement 

sur les elements qui ont une certaine affinite pour le colorant lui-meme. 

Les granulations des leucocytes polynucleaires ont done une affinite 

particuli^re pour le bleu d’indophenol naissant en solution aqueuse. Le 

fait qu’elles se colorent par le melange nadi ne prouve done pas qu’elles 

soient le support du nadi-ferment: celui-ci peut trfes bien se trouver quelque 

part allleurs dans le cytoplasme; au moment oil le ferment agit et ou le 

colorant se forme, celui-ci se depose, a Tetat naissant, sur les granulations 

qui ont de raffinite pour lw\ Les granulations des leucocytes sont done, 

non pas des granulations d’oxydases, mais des granulations indophenophiles, 

De meme, les granulations dltes a peroxydases sont tout aussi bien mises 

en evidence en employant des solutions hydroalcooliques convenables 

des produits d’oxydation de la benzidine. Les granulations dltes peroxyda- 

siques ne sont done pas autre chose que des granulations oxybenzidinophiles, 

Fiessinger et Jamin ont nie la realite de la reaction de HoLLANDE; 

M. Prenant a pourtant pu I’obtenir de fagon absolument constante et 

regulifere. La ou la reaction a la benzidine est negative, celle de HoLLANDE 

Test egalement; la ou celle-ci est positive, a quelques exceptions prfes, 
celle-ci est egalement positive. 

Cependant, si M. Prenant reconnait Fexactitude materielle des faits 

demontres par Hollande, il ne peut suivre cet auteur dans son interpre¬ 

tation et maintient que les peroxydases animales sont bien localisees sur 

des granulations ou d’autres corps figures; en aucun cas, elles ne sont 

diffuses. Il serait trop long de developper ici Fargumentation de M. pRENANT 
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qui, appuyee par des experiences precises, parait assez convaincante. 

Pourtant, il n’en reste pas moins que la reaction de HoLLANDE existe et 

qu’il n’est pas possible de Tinterpreter autrement que comme un pheno- 

mfene tinctorial. 

La question, a notre avis, ne semble pas enti^rement videe. Les matieres 

colorantes formees par Toxydation d’un reactif de peroxydases ou de 

phenolases ne sont pas des matieres inertes. Comme tous les colorants, 

elles ont une affinite pour certains elements tissulaires. II s’agit de savoir 

jusqu’a quel point cette affinite peut modifier le resultat d’une reaction 

peroxydasique ou phenolasique. Pour HoLLANDE, « la coloration ne pourra 

s’etablir que si le colorant qui prend naissance peut etre absorbe (disons 

plutdt adsorbe) par la substance qui constitue la granulation ». Ce raisonne- 

ment, notons-le bien, doit etre valable, que la granulation soit elle-meme 

ou ne soit pas porteuse de ferment. 

D’apres cela, il nous semble bien que Ton puisse envisager deux eventua- 

lites; ou bien, on pourra perdre des localisations de ferments, parce que 

le substrat morphologique auquel le ferment est attache n’a pas d’affinite 

tinctoriale pour le colorant representant le produit final de la reaction. 

Ou bien on pourra avoir des localisations fausses de ferments, parce que le 

colorant forme aura en outre de Taffinite pour d’autres elements du 

cytoplasme que celui qui porte le ferment. Dans ce cas, la valeur d’un 

reactif histologique de ferment depend non seulement de sa faculte de 

reagir avec le ferment (condition sine qua non), mais aussi de ses facultes 

de s’adsorber au substrat qui le porte. 

Cette conception, qui est nouvelle, nous semble pouvoir inspirer des 

recherches futures. Elle nous parait expliquer, en partie, un desaccord 

qui existe entre biochlmistes et hlstologistes. Pour les biochimlstes, il 

n’existe pas de peroxydase ou de phenolase spicifique, toutes les peroxy¬ 

dases et phenolases connues oxydent tous les reactlfs dont la liste a ete 

donnee et non pas certains d’entre eux; au contralre, les hlstologistes, 

par certains reactifs, obtiennent des resultats negatlfs la oix d’autres reactifs 

en donnent de positifs. Il nous semble qu’une partie des divergences 

observies puissent etre rapportees aux differences d’affinit^ tinctoriales 

des matieres colorantes formees (^). Quelques exemples peuvent etre cites; 

(^) Nous disons une partie parce qu’une autre peut 6tre attribuee, avec Graff, aux diffe¬ 

rences d’optimum d'action entre le ferment et son reactif. Certains reactifs sont plus 
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le noyau des leucocytes polynucleaires manifeste toujours une activity 

peroxydasique envers la benzidine, tandis qu’il donne des r&ultats negatifs 

avec les zinc-leucos de la fuchsine acide; or, le bleu de benzidine est un 

colorant basique (M. Prenani), tandis que la fuchsine acide est un colorant 

acide. Le nadi met en evidence les granulations des leucocytes myeloides 

tandis que d’autres melanges synthetiques, extremement voisins, ne les 

colorent pas (Hollande). 
Les indications de ce genre sont encore malheureusement trop peu 

nombreuses pour qu’on puisse en tlrer des conclusions definitives. De 

nouvelles investigations sont necessalres. 

2. La nature fermentative des catalyseurs etudies. Pseudoperoxydases et 

pseudophenolases, 

Etant admis que les reactifs utilises mettent en evidence une action 

catalytique, il reste encore a savoir si cette action catalytique est bien due 

a la presence d*un ferment ou bien a celle d’un catalyseur quelconque. 

La discrimination n’est pas toujours facile, et elle Test d*autant moins 

que la distinction entre catalyseurs chlmiques et ferments n’est pas toujours 

elle-meme bien tranchee, meme theorlquement. Cependant, sans entrer 

dans le detail de la question, on peut conslderer qu’un des meilleurs 

criteres pour distinguer les ferments des autres catalyseurs est leur thermo- 

labilite. On ne connait aucun ferment vrai qul ne solt detrult a la temperature 

de 100^; les plus reslstants de tous, les peroxydases, ne supportent Tebulli- 

tion que pendant un temps tres court, quelques minutes tout au plus. 

Or, il existe des substances ayant des proprletes peroxydasiques ou 

phenolaslques nettes, et qui sont thermostabiles. Ces substances, qu’on 

peut appeler avantageusement pseudoperoxydases (Buckmaster) et pseudo¬ 

phenolases (-- pseudooxydases Fischel), se rencontrent assez friquemment 

dans les recherches morphologiques et il nous semble opportun d’en dire 
quelques mots. 

Parml les pseudoperoxydases les plus interessantes, on doit signaler 

oxydables que d’aulres; done, un ferment d’activite faible pourrait oxyder facilement les 

uns tout en n’attaquant que mal les autres. D’autre part, certains reactifs s'oxydent mieux 

en solution alcaline, d’autres en solution neutre ou acide. Si Toptimum d’activit^ du ferment 

$e trouve dans une zone acide, on comprend que les reactifs du premier groupe donneront 

des r^ultats moins bons que ceux du second. 
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des pigments respiratoires importants. On sait depuis fort longtemps que 

Themoglobine fonctlonne comme une peroxydase. Des reactions basees sur 

ce principe sont passees dans la technique normale de la medeclne legale 

ou du laboratoire cllnlque. II a ete montre par MoiTESSlER — et depuis 

par beaucoup d’autres — que cette action est blen due a Themogloblne 

ct non a une peroxydase qui y seralt melee. Des applications histologiques 

de cette propriete ont ete signalees au chapitre des pigments. Non seulement 

Thimoglobine donne des reactions positives, mais egalement tous ses 

derives, a condition qu’ils renferment encore du fer dans leur molecule; 

par exemple, Toxyhemoglobine, la carboxyhemogloblne (Bertrand), la 

m^th^moglobine (Liebermann), rhematlne. La chlorocruorlne des Sabel- 

llens et des Chlorhaemlens a egalement un pouvolr peroxydasique marque 

(Fleig, M. Prenant). 

L’hemerythrine des Gephyrlens, en revanche, donne des resultats 

negatifs, de meme que Themocyanine (Fleig, M. Prenant). 

Le pouvoir peroxydasique de Themogloblne et de ses derives se conserve 

intact apr^s un chauffage a 180® pendant une demi-heure, alors que toutes 

les peroxydases vrales sont detruites a 120®. Sur un autre point encore, 

rh^moglobine se distingue des peroxydases vrales : les concentrations 

minimum et optimum en H‘0^ necessalres pour la reaction sont notable- 

ment plus elevees que pour les peroxydases vrales (FlESSiNGER et 

Roudowska). 

Plus remarquable encore, nous semble-t-il, est le pouvoir pseudo- 

peroxydasique et pseudophenolasique qu’acquierent nombre de noyaux 

cellulaires apr^s la mort et surtout apres autolyse. 

Certains auteurs ont voulu attribuer au noyau un role oxydant dans 

la cellule. En se servant de reactifs assez analogues au melange nadi, 

Lillie a obtenu des colorations du noyau et des substances perlnuclealres, 

et par la a cru mettre ce pouvoir en evidence. Unna a afiirme egalement le 

pouvoir oxydant nuclealre. FiSCHEL, se servant de la reaction peroxydasique 

a la tolidine, trouve que tous les noyaux sans exception sont capables 

d’oxyder la reaction en bleu de tolidine. Cette reaction des noyaux est 

d*ordre pseudoperoxydasique, car elle se prodult meme apres un chauffage 

k 120®; elle ne se produit plus apres chauffage a 180®. FiSCHEL signalait 

qu*en ruction supravitale, 11 lul etait arrlvi de ne pas obtenlr de reaction 

nucl&ire, mais il considerait ces r^ultats negatifs comme non decisifs 

et contredits par les resultats positifs obtenus. 
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Or, il s’en faut de beaucoup que les auteurs qui se sent succ^de depuis 

aient confirme les resultats de Lillie et de Fischel. En dehors de quelques 

cas particuHers, la plupart des auteurs ont constate que les reactifs de 

peroxydases ne sont pas oxydes au niveau des noyaux cellulaires. Cette 

contradiction a ete levee en partie par M. Prenant, qul fit des consta- 

tations extremement curieuses. Tres rares sont les noyaux capables de 

catalyser in vivo ou tout de suite apres la inort Toxydatlon du syst^me 

benzidine eau oxygenee. Mais quelque temps apres la mort, lorsque 

Tautolyse commence, les noyaux dc certains tissus commencent a donner 

des resultats posltifs. Chez les Vertebres, il suffit de trols heures d’autolyse 

a la temperature du laboratolre pour obtenir des reactions tr^s intenses 

sur la plupart des tissus. Des lors, les resultats de FisCHEL se comprennent 

aisement; cet auteur travalllait regulierement sur des tissus conserves 

48 heures a la glaclere. M. Prenant signale cependant que chez certains 

animaux, surtout chez les Crustaces et les Insectes, il y a des tissus sur 

lesquels on n’arrive pas a constater ce phenomene, meme apres autolyse 
prolongee. 

Ces phenom^nes d apparition de pouvoir peroxydasique ou plutot- 

pseudoperoxydasique dans les noyaux apr^s la mort, tels qu’ils ont ete 

decrits par M. Prenant, et dont des observations personnelles nous 

ont permis de verifier Texactitude, sont extremement troublants. Tout 

d abord, ils amenent M. Prenant a conclure que le pouvoir oxydant des 

noyaux envers les reactifs de peroxydases n’a rien a voir avec le pouvoir 

oxydant nucleaire tel qu’il exlste ou plutot peut exlster in vivo. En effet, 

on peut grouper les noyaux en une serie; certains noyaux oxydent les 

reactifs supravitalement, d autres ne I’oxydent qu apr^s une autolyse 

plus ou molns prolongee, d’autres ne Toxydent jamais. Rien ne dlt que, 

dans les premiers termes, la reaction est bien vitale et ne constituerait 

pas un cas llmite ou le noyau s’altererait particull^rement vlte. Et pRENANT 

remarque qu en tout cas cette serie n’est d'aucune fa^on parallele k une 
serie plausible d’oxydations physiologiques croissantes. 

Ensuite, et c est la un point sur lequel Tattentlon de M. PrenanT he 

s’est pas pprtee, on dolt se demander quel est Porlglne et le m^canisme de 

ce curieux phenomfene. Comment se falt-il que cette pseudoperoxydase 

nucleaire ne puisse etre mise en Evidence in vivo? Deux hypotheses sont 

possibles : ou bien, il s agit d’une substance qui est mise en liberty lors 

de 1 autolyse du noyau; ou bien e’est une substance qui, presente dans la 
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cellule vivante a Tetat diffus et a une concentration trop faible pour etre 

d^celee, s’adsorbe sur la chromatine apres la mort et se concentre ainsi 

de telle fa^on qu’elle devient decelable C). Rien a Theure actuelle ne nous 

permet de decider. C’est la une des nombreuses questions qui, dans 

THistochimie des ferments, demande de nouvelles recherches. 

Signalons enfin que les pigments respiratoires et la pseudoperoxydase 

nucleaire ne sont pas les seules pseudoperoxydases. FiSCHEL a en effet cons¬ 

tate la thermostabilite des peroxydases existant dans les cellules ou organes 

suivants t granulations des mastocytes, plasma des lymphocytes, substance 

fondamentale du cartilage, blocs de NlSSL. Ces derni^res ont ete moins 

etudiees que les precedentes. II serait interessant de verifier si elles existent 

intra vitam ou si elles n’apparaissent qu’apr^s autolyse, comme les pseudo¬ 

peroxydases nucleaires. On remarquera le fait curieux que les substrats 

portant ces pseudoperoxydases sont tous fortement basophiles, comme 

la chromatine nucleaire; on peut demander si, de ce fait, un rapprochement 

ne pourrait etre eflfectue entre les pseudoperoxydases nucleaires et les 

peroxydases portees par ces formations. 

Les pseudophenolases (= « pseudoxydases ») sont trop peu etudiees 

pour qu’on puisse en parler ici. FiSCHEL, qui a observe le premier leur 

existence, les rapproche des pseudoperoxydases. On ne peut discuter cette 

hypothfese parce que leur existence n*est pas certaine, le blanc de rongalite 

utilise par FiSCHEL n’etant pas lui-meme de fa^on certaine un reactif de 

phenolase. 

3. Relations entre peroxydases et phenolases, 

Les relations entre peroxydases et phenolases ont fait Tobjet de 

nombreuses etudes biochimiques. On ne les rappellera pas ici et Ton se 

contentera de signaler la theorie de Bach et Chodat. Pour ces auteurs, 

toute phenolase serait constituee par la somme d’une peroxydase et d’une 

oxygenase; Toxygenase est une substance capable, a partir de Toxyg^ne 

mol6culaire, de former un peroxyde. Dans Toxydase, Toxygenase inter-- 

0) Dans ce cas, il ne s*agit certainement pas d'h^moglobine; la reaction se produit 

aussi bien sur la corn^e (Fischel), laquelie, comme on sait, est d^pourvue de sang, que 

cbez des animaux depourvus de pigments sanguins (M. Prenant). 

Serait-ce peut-€tre le cytohcrome> 
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viendrait d’abord pour former un peroxyde, puis le systfeme peroxyde + 

peroxydase oxyderait I’accepteur. 

Au point de vue purement histologique, les relations entre peroxydases 

et oxydases sent etroites; ce fait justlfie la presentation en un seul chapitre 

des peroxydases et des phenolases. 

Cependant, on doit bien dire que la question n’est pas encore enti&re- 

ment clarifiee. 
II y a bien des cas oil le ferment hlstologlquement decelable donne aussi 

bien les reactions de peroxydases que les reactions de phenolases. Citons, 

par exemple, les granulations des leucocytes de la serle myeloide, les cellules 

seminales des Gasteropodes pulmones, les branchles des Lamellibranches 

(M. Prenant) et de nombreuses localisations determlnees par Loele. 

Cependant, dans bien des cas, il y a non-concordance entre les reactions 

des peroxydases et celles des phenolases. Loele observe que toute substance 

qul donne r<5:-naphtoloxydase-reactlon donne egalement toutes les autres 

reactions de phenolases et de peroxydases. De plus, traitees par le formol, 

toutes les naphtoioxydases se detruisent lentement; dans ce processus 

toutes les reactions dlsparalssent Tune apres Tautre, toujours dans le 

meme ordre; d’abord les naphtoioxydases, puis les peroxydases, enfin la 

reaction au bleu d’indophenol. D’apres Loele, dans la decomposition des 

oxydases, seralent liberes les autres ferments. Hirschfeld et NeumanN 

estiment de meme que les peroxydases des granulations leucocytaires 

seralent un produit de decomposition des oxydases. Ces affirmations ne 

nous paraissent pas suffisamment etayees. On peut tout aussi bien admettre 

qu’une baisse progressive de Tactivite d*un ferment unique atteigne Tun 

apres Tautre des reactifs de sensibilite moindre. 

M. Prenant, etudiant les relations entre peroxydases et phenolases, 

dlscute plusieurs hypotheses possibles sans pouvoir affirmer la veracite 

de r une plutot que Tautre. II concluait, et cette conclusion nous parait 

encore vraie aujourd’hui, qu’il existe assurement une liaison entre les 

phenomenes oxydasiques et les phenomenes peroxydasiques, liaison qui 

permet, dans de nombreux cas, de ne pas etablir de distinction entre eux. 

Cependant, il ne faut rien exagerer; cette liaison est loin d’etre gendrale. 

4. Le role physiologique des peroxydases et phinolases, 

A. Role metabolique general. — Le probl^me du role physiologique des 

peroxydases et phenolases histochimiquement d^elables est extrSmement 
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ardu. II est evident — mais des histologistes Tont quelquefois oublie — 

qu’on ne pent pas le resoudre par le seul secours de la morphologie et 

qu*on doit faire appel aux connaissances biochimiques acquises sur les 

ferments oxydants. Or, il s*en faut, et de beaucoup, que celles-ci soient 

definitives. 

Les considerations qui suivent sont done plutot d’ordre indicatif; elles 

ont surtout pour but d’essayer de mieux situer le probl^me que d’en 

tirer des conclusions absolues. Fidele a Tesprit de critique qui anime ce 

livre, nous tacherons surtout de degager la signification reelle des reactions 

utilisees et de voir ce qu’il est legitime et ce qu’il est lllegitime d’en tirer. 

Un certain nombre d’auteurs (speclalement Graff, Katsunuma, Mari- 

NESCO, Fiessinger) ont admis que les ferments que Ton peut decelcr 

histochlmlquement dans les cellules — 11 s’aglt speclalement des nadi- 

oxydases — jouent un role important dans le metabollsme. Pour eux, la 

reaction au bleu d’lndophenol permet d*analyser la propriete d’oxydatlon 

des cellules vivantes et de mesurer Tintensite des oxydations resplratoires. 

Les catalyseurs d’oxydation que leurs reactifs mettent en evidence ne 

seraient pas autre chose que les catalyseurs qui permettent les oxydations 

cellulaires. « Les granulations dites oxydasiques contiennent un agent 

d’acceleration des oxydations et cette acceleration est en rapport avec les 

phenom^nes d’oxydatlon intracellulaire » (Marinesco). 

Les auteurs ci-dessus se sont en outre attaches a montrer que, dans les 

cellules oil Ton peut supposer une activite metabolique intense, on trouve 

plus de granulations oxydasiques qu’ailleurs. Ainsi, les animaux hibernants 

pr&entent moins d’oxydases que les animaux actifs (Katsunuma); dans 

les organes en regenerescence ou en crolssance, on trouve des « oxydaso- 

phores » en grand nombre (Marinesco); dans Tavitaminose des Pigeons, 

on trouve une diminution des nadi-oxydases dans le cerveau (Graff); 

les cellules du foie, les leucocytes des homeothermes, lieux d’activit^ Intense, 

renferment beaucoup de granulations de nadi-'oxydase, les cellules conjonc-' 

tives en renferment peu; les poikilothermes sont relativement pauvres en 

ferments oxydants. Les leucocytes, riches en ferments oxydasiques et 

peroxydasiques, jouent un role tr^ important dans la fifevre, le choc 

hemoclasique, les infections, etc. (Fiessinger) (^), 

O Signalons ici une tr^ int^ressante observation de Okkels, tout r^cemment parue 
(fiio{., 116, 1934, p. 232). Au cours de la premiere heure qui suit Tiniection d'extrait 
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On en tire la conclusion : Une reaction oxydasique intense indique une 

activite vitale intense. 
Si Ton veut discuter sainement cette theorie, on doit tout d’abord s’atta- 

cher a detruire Teflet de suggestion que realise la terminologie habituelle 

des histologistes. Ceux-ci parlent de peroxydases et d'oxydases. Un rappro¬ 

chement fallacieux s’effectue dans Tesprit entre « oxydations intracellulaires 

et « oxydases ». Et ce raisonnement ne s'eflectue pas seulement inconsciem- 

ment; des auteurs Tecrivent en toutes lettres. « Toutes les cellules respirent, 

c*est-a-dire realisent des oxydations; ces oxydations sont le fait de diastases 

oxydantes, c*est-a-dire d’oxydases. Or, les histologistes mettent en evidence 

des oxydases. Done ces oxydases controlent les oxydations cellulaires. ' 

Le sophisme est evident quand on est averti que les « oxydases » des histo¬ 

logistes ne representent qu’une partie des oxydases en general. 

Si Ton elimine la confusion creee par les termes, le probleme se pr&ente 

sous un jour singuliferement different de celui oil on le voit souvent. Toute 

la question est de savoir si les « oxydases » des histologistes — qui ne sont 

ni plus ni moins que des phenolases — realisent ou peuvent realiser les 

oxydations caracteristiques de la vie. 

En fait, il nous semble que les arguments presentes par les histologistes, 

soit pour, soit contre cette theorie, ne peuvent utilement servir. 

Que les « oxydases » puissent etre decelees dans toutes les cellules, dans 

tous les tissus, dans tous les animaux, comme le veulent les auteurs qui 

se sont servis de la G. nadi-reaction (Graff, Katsunuma, Hallheimer, 

Marinesco, par exemple) ou bien qu’au contraire on ne les trouve que 

rarement, dans certaines esp^ces cellulaires seulement, sans aucune repar¬ 

tition zoologique ou tissulaire reguli^re, comme I’affirment unanimement 

tous les auteurs qui se sont servis, soit d’un autre r^actif que le nadi, 

soit de celui-ci dans d’autres conditions que celle ou s’effectue la G. nadi- 

reaction; que la quantite « d’oxydases » soit plus considerable dans des 

tissus « actifs » que dans des tissus a activite reduite, comme le pretendent 

pr^hypophysairc s*observe un stade d'intense thyr^ostimulation. Au cours de cette 
p^riode, par ailleurs caract^risee par des signes morphologiques et physiologiques tr^ nets, 
Okkels a constat^ une tr^s forte augmentation du nombre de granulations peroxydasiques 
au niveau des cellules thyroldiennes. L*auteur, tout en montrant la plus grande prudence 
dans Tinterpr^tation de cet int^ressant phenom&ne, ne peut s’empecher de lui attribuer 
une importante signification. Les r^sultats obtenus ne peuvent en effet traduire autre chose 
que des diff^ences fonctionnelles. > 
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certains; ou que cette distribution diflferente solt plutot le fait de simples 

coincidences, comme I’affirment d’autres, tout cela constitue un ensemble 

de considerations extremement interessantes, mais resle en fait en dehors 

du nceud du problfeme. Celui-ci est en realite bien simple. Les ferments 

oxydants des histologistes sont capables de realiser Toxydation d’un certain 

nombre d’accepteurs — a savolr de Tacide iodhydrlque et d’un certain 

nombre de corps aromatiques, phenols et arylamines. Sont-ils capables 

de realiser aussi les oxydatlons physlologiques, c*est-a-dlre de glucldes, 

de lipides, de protides, de realiser des oxydations respiratoires, c’est-a-dlre 

s’effectuant avec absorption d’oxygene (soit moleculaire, soit combine) 

et degagement de CO"? La reponse est nette : non. L’action des phenolases 

et peroxydases actuellement connues est rigoureusement selective et limit^e 

aux accepteurs dont nous avons donne la liste plus haut. Les oxydations 

qu’elles catalysent sont toujours du meme type : ce sont des oxydations 

assez superficielles, portant sur des atomes d’hydrogene, s’effectuant avec 

elimination d’eau, aboutissant presque toujours a des composes plus 

complexes que le corps primitif. Jamais I’oxydation ne rompt une 

chaine carbone-carbone et jamais, par consequent, il n’y a de CO'^ 
degage. 

II est done certain que les phenolases et peroxydases ne sont pas des 

ferments qui realisent par eux-memes les oxydations respiratoires. II faut 

cependant se garder d’etre trop absolu et d’affirmer que ces ferments ne 

sont pour rien dans les oxydations cellulalres. En realite, dans ce domaine, 

Tobscurit^ est encore totale, « C’est une question entlerement ouverte 

de savolr si I’oxydatlon de ces substances etrangeres a Torganisme (e’est-i- 

dire des accepteurs oxydes normalement par les phenolases et peroxydases) 

concourt au metabolisme des materiaux nutritifs de la cellule, ou bien le 

catalyse de fa^on indirecte, ou bien s’effectue pour elle seule, sans Influence 

sur ce metabolisme » (Lipschitz). La discussion de cette importante ques¬ 

tion est d’ordre purement biochimique et depasse le cadre de ce livre. 

On se contentera de signaler un fait interessant; c’est que la G. nadi-oxydase 

de Graff nous semble bien identique a I’indophenoloxydase de Keilin. 

Keilin, comme on le salt, homologue ce dernier h YAtmungsferment de 

Warburg, Celui-ci, comme on le salt, est capable de realiser I’oxydatlon 

de substances non autoxydables, comme le cytochrome; cette reaction 

serait la premiere d’une sirle de reactions oxydatives concourant a la 

respiration cellulaire. 
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B. Role dans la pigmentogenese, — M. Prenant a etabli dans un grand 

nombre de cas typiques, une association entre les peroxydases et certains 

pigments, Chez des Mollusques Lamellibranches et Prosobranches, chez 

des Annelldes, a cote de cellules a pigments, on peut observer des cellules 

a peroxydases, dont Taspect et la morphologic sont exactement semblables. 

II existe meme parfois des cellules a peroxydases qui presentent Taspect 

ramifie de chromatophores typiques. Souvent il existe des cellules mixtes, 

renfermant ensemble peroxydases et grains de pigments. En offrant aux 

animaux un chromogene approprie, on parvient a faire fabriquer un pigment 

artificiel par les cellules a peroxydases. Les chromogenes utilises ont tous 

ete des ortho ou parapolyphenols et polyamines aromatlques, done de 

constitution assez voislne de celle des accepteurs utilises comme r^ctifs de 

peroxydases. De tels chromogenes pouvant exister normalement dans les 

organismes animaux, par exemple Taclde homogentisinlque, Pacide 

uroleucique, la dioxyphenylalanine, M. Prenant admet que les peroxydases, 

dans les cas cites, peuvent contribuer a la pigmentogen^se. Cependant 

ce role n’est pas general, car il y a bien des cas oil les peroxydases ne sont 

pas cn relation avec la pigmentogenese; il y aurait vraisemblablement 

alors absence de chromogene. Le role des peroxydases dans la pigmento- 

gen^e serait en quelque sorte fortuit et r&ulterait de la rencontre acciden- 

telle du ferment avec le chromogene. 

D’autres exemples d’intervention d’oxydases et de peroxydases dans la 

pigmentogenese ont ete rapportes. Van Herwerden, ayant localise une 

oxydase dans le manteau de Limnea ovata^ lui attribue un role dans la 

formation des bandes colorees de la coquille. VoiNOV et VoiNOV, 

chez Simulium, ont observe la parente entre des cellules a peroxydases 

(decelees a la dimethylparaphenylenediamlne + H^O“) et des cellules 

a pigment qui paraissent en deriver. 

De son cote, Loele, chez un certain nombre de Mollusques, a observe 

des rapports comparables a ceux qui ont ete decrits par M. pRENANT. 
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CHAPITRE XVII. 

TYROSINASE ET DOPAOXYDASE. 

1. Tyrosinase, 

La tyrosinase est un ferment oxydant qui agit specifiquement sur la 

tyrosine et ses derives pour former une melanine. Elle est essentiellement 

differente des phenolases et des peroxydases. Ces derniers n’agissent pas 

sur la tyrosine; la reciproque n’est pas vraie, car la tyrosinase agit genera- 

lement sur les reactifs des phenolases et des peroxydases, quoique d’une 

autre manlfere (pour les details sur ces differences, consulter les travaux 

de Chodat). 

La tyrosinase joue un role important dans la melanogenfese, tant chez 

les anlmaux que chez les vegetaux et les blochlmlstes ont pu Textralre 

de nombreux etres vlvants. Les recherches chimlques sur la tyrosinase 
sont nombreuses, Au point de vue morphologlque, cependant, trfes peu 

d’etudes ont eti faites pour la rechercher dans les tissus animaux. Nous 

ne connaissons a ce sujet que les travaux de Hasebroek. Traitant pendant 1 

a 24 heures des ailes de certains paplllons avant leur pigmentation, par 

une solution saturee a frold de tyrosine, 11 a constate la formation d’un 

pigment violet noir. Le pigment forme reprodult exactement les dessins 

de I’aile normalement plgmentee. On revlendra plus loin sur ces experiences 

a propos de la dopaoxydase. 

Etant donnee la large repartition zoologique des tyrosinases, 11 semble 

etonnant que Ton possfede si peu de donnees histochimiques sur leur loca¬ 

lisation. De nouvelles recherches dans cette vole donneraient sans doute 

des r&ultats interessants. 

2. Dopaoxydase* 

Aprfes que Guggenheim eut decouvert dans les feuilles de Vida faba, 

qui se melanisent en se dessichant, d*importantes quantit^s de dloxyphinyl- 

alanine (en abr^viation d.o.p.a. ou dopa), Bloch en arriva k penser que ce 
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corps constituerait le chromogfene premelanique normal chez les Mammi- 

feres. 
on 

IK)/ GJI’—ClII 
/coon 
\NII2 

Dioxyphenylalaninc. 

Sous I’action d*un ferment specifique, la dopaoxydase, il s’oxyderait en 

fournissant la melanine. La dopaoxydase se trouverait localisee dans 

certaines cellules de la peau, du follicule et de la mat rice du poll, certaines 

tumeurs epitheliales, etc. On peut mettre en evidence la dopaoxydase 

sur des coupes de peau fraiche, histochirniquement, en lui fournissant 

son chromog^ne normal, la dopa : il se forme alors un pigment analogue 

a la melanine, la dopamelanine. Cette reaction — « dopareaction » — prouve 

done, d’apres Bloch, la presence d*un ferment melanisant. De plus, ce 

ferment serait specifique, en ce sens qu’il agit exclusivement sur la dopa 

et se montre inactif envers tous les autres reactifs d’oxydases ou de 

peroxydases. 

La technique utilisee par Bloch est la suivante : 

On plonge des fragments de tissu frais dans une solution ti^de d*agar, et laisse refroidir 

jusqu’a obtention d’une gel<Je ferme. On coupe alors au microtome a congelation. Les 

coupes, qui seront les plus minces possibles, sont traitees 24 heures a I'obscurite et dans 

un flacon bien ferme par une solution a 0,1 ou 0,2 pour 100 de dioxypbenylalanine. Si 

la reaction se produit trop faiblement, op^rer a I’etuve k 37®. Rincer k Teau distillee et 

monter a la glycerine ou au baume. Coloration du fond facultative, par example au vert 

de methyle-pyronine. 

Cette technique doit 8tre effectuee avec les soins les plus minutieux et la plus grande 

propret^. 

Laidlaw a propose une technique plus aisee, dont la principale caract^ristique est 

d’utiliser une solution de dopa tamponn^e a pH 7,4 {voir les details de cette technique 

dans Toriginal). 

Les resultats obtenus par Bloch et son ecole se resument ainsi : la 

dopareaction n*a lieu qu’a des endroits et chez des individus normalement 

capables de former du pigment. On ne Tobtient pas avec de la peau 

d’albinos, ni aux endroits de la peau attaints de vitiligo. Chez les Mammi- 

f^res, seules des cellules d’origine epitheliale reagissent positivement; 

les chromatophores dermiques ne reagissent jamais, sauf deux exceptions : 

au niveau de la tache mongolique, region pigmentee existant dans la zone 

sacr^e chez certaines races humaines (Bloch) et au niveau des cellules 
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pigmentaires de la choroide, du corps ciliaire et de Tiris pendant la vie 

embryonnaire (Miescher). La dopareaction peut persister toute la vie, 

comme c’est le cas pour les cellules epidermiques, ou n’exister que pendant 

la periode embryonnaire, comme dans repithelium pigmentaire de la 

retine (Miescher). 

Contre les conceptions de Bloch, se sont elev^es de nombreuses objec¬ 

tions. Les uns emettent des doutes sur la nature fermentative de la dopa¬ 

reaction; les autres estiment que la specificite de la dopaoxydase est rien 

moins que prouvee, 

Les premiers s’appuient sur le fait que la dopa, corps extremement 

labile, est capable de s’oxyder en I’absence de tout ferment, pour donner 

naissance a des substances brun noiratre; cette oxydation est considerable- 

ment acceleree par une legere alcallnisation du milieu. Cette constatation 

amene Przibram a penser que la dopa peut se transformer en melanine 

par deux processus distincts : par simple oxydation en solution alcaline 

d’abord, par action fermentative en milieu neutre ensuite. L’actlon fermen¬ 

tative est inhibee en milieu acide; c’est pour cette raison que les regions 

albinotiques donneraient une dopareaction negative, la peau y etant de 

ruction plus acide qu’ailleurs. Heudorfer obtient la dopareaction meme 

apr^s fixation au formol et ebullition prolongee; ce fait est d’ailleurs conteste 

par Bloch. Heudorfer et Lemmel emettent a ce propos une theorie bizarre : 

ce serait le chromogene premelanique et non le ferment melanisant que 

revelerait la dopareaction. Celle-ci r&ulterait seulement de la propriete 

reductrice des propigments et des pigments, et aurait la meme signifi¬ 

cation que la reduction des sels d’argent (reaction argentaffine, voirp. 147). 

C’est une opinion bien etonnante : un propigment fortement reducteur 

pour des sels d’argent serait done oxydant pour la dopa! Bloch a d*ailleurs 

repondu a la theorie d’HEUDORFER en montrant d’une part que la dopa¬ 

reaction et la reduction des sels d’argent ne se produisent pas dans les 

memes Elements, d’autre part que la dopareaction est influencee par les 

agents qui agissent sur les ferments oxydants en general : elle est annihiUe 

par Tebullition, inhibee par les cyanures, les acides sulfureux et sulfhy- 

drique, le toluol, fortement influencee par I’acidite ou i’alcalinit^ du milieu. 

D’aprfes ces donnees, il semble bien qu’en definitive on puisse attribuer 

la dopar^ction k une action fermentative; encore faut-il que la technique 

soit correcte, une solution trop alcaline pouvant se « melaniser » sponta** 

nement et donner lieu a des causes d’erreurs. 
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Cependant, Texistence de la dopaoxydase en tant que ferment spidfiqiie 

doit etre serieusement mise en doute. Bloch soutient que la dopaoxydase 

qu’il met en evidence histochimiquement dans la peau n’agit ni sur la 

tyrosine, ni sur aucun phenol, amine ou autre compose aromatique. En 

corollaire, il admet que le chromogfene normal dans la peau ne peut etre 

autre chose que la dopa (^). 

Przibram, Brecher et Dembowski se refusent a admettre cette theorie. 

La dopa ne constituerait en realite qu’un indicateur de la presence d’une 

tyrosinase, bien plus sensible que la tyrosine parce que plus oxydable. 

Comme on le sait, la dopa ne diff^re de la tyrosine que par un OH en plus, 

mais cette modification la rend bien plus labile. 

oil 

Cll 
/NUi 

XCOOH 

Oil 

' ,OiI 

CII-—CIJ 

Dopa. 

Xcooil 

Si done on a affaire a une tyrosinase tres peu active, celle-ci sera capable 

d*oxyder la dopa, alors que la tyrosine elle-meme ne sera guere attaquee. 

Lorsqu’on fait agir une tyrosinase sur une solution de dopa, on constate 

Tapparition de teintes qui se succedent pour aboutir finalement au noir 

de la melanine; la succession de ces teintes est la meme lorsqu’on se sert 

de tyrosine. Chodat, puis Meirowski ont confirme les idees de Przibram. 

En revanche, Hasebroek a effectue sur la pigmentation des Phalenes des 

observations qu’il a interpretees comme montrant la non-identite de la 

tyrosinase et de la dopaoxydase; Themolymphe des oeufs et des larves noircit 

la dopa et pas la tyrosine; celle des chrysalides ou du papillon adulte noircit 

it la fois la dopa et la tyrosine; les organes prives de sang reagissent a la 

dopa et pas a la tyrosine. D’autres compost phenoliques — cresol, 

alcaptone, hydroquinone et d’autres diphenols — ne reagissent pas. 

D’aprfes Hasebroek, il existerait done primitivement une dopaoxydase; 

la tyrosinase n'apparaitrait que plus tard. En realite, comme le fait remar^ 

P) Pr^cisons bien la position de Bloch : la dopaoxydase n*agit que sur la dopa. L'inverse 

n’est pas exact; la dopa peut 6tre noircie par d’autres fermsnts, par cxemple par les pheno- 

lases. Bloch et Peck prdnent ainsi la dopa pour la recherche des oxydases des cellules du 

systhnt my^loide. 
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quer Verne, les donn^es d’HASEBROEK pourraient etre interpretees en 

pensant avec Przibram que, dans les cas ou le ferment n’agit pas sur la 

tyrosine, c’est deja une tyrosinase qui existe mais que, trop faible, elle 

n’agit que sur la dopa. 

Cette idee semble d’autant plus vraisemblable que les recherches recentes 

sur la melanogenese, en particulier celles de Raper, montrent que le premier 

temps d’action de la tyrosinase sur la tyrosine consiste en Tintroduction 

dans sa molecule d un groupement OH en ortho, c’est-a-dire en sa trans¬ 

formation en dopa. L’oxydation ulterieure de celui-ci par la tyrosinase 

aboutit a la 5.6-quinone de Tacide dihydroxylndol-2-carboxylique. RIen 

d’etonnant done que les relations entre ces deux corps soient si etroites. 

Un fait qui milite encore contre les idees de Bloch, e’est qu’on n*a 

jamais pu retrouver de dopa dans les tissus des Vertebres (Sato et Brecher). 

Au contraire, la tyrosine y est decelable. On n’a guere pu trouver la dopa 

(ou plus exactement une substance presentant des reactions donnees par 

la dopa, mais aussi par tous les orthodiphenols) que chez des Invertebres 

et particulierement chez des Lepidopt^res : Saturnia pavonina et Eriogaster 

lanestris (Brecher et Winkler); Lophyrus pint (SciACCHiTANo). Et encore,, 

dans ce cas, Przibram affirme qu’il y a melanogenese sans Tintervention 

d’aucun ferment, Toxydation de la dopa se produisant toute seule lorsque 

les conditions d’alcalinite et d’humidite sont favorables. 

Resumons ces donnees sur la valeur histochimique de la dopareaction. 

II semble que, bien eflfectuee, elle soit signaletique d’un ferment intra- 

cellulaire; en revanche, il n’est pas encore certain que ce ferment soit 

une dopaoxydase plutot qu’une tyrosinase. 

II resterait maintenant a etudier la valeur biologique generale de la 

dopareaction. 

Ce serait la une tache considerable, qui depasseralt le cadre de cet expose^ 

Cette question constitue en effet une des donnees fondamentales d’un 

probl^me tr^s epineux, celui de I’origine des cellules pigmentaires chez 

les Vertebres. Nous nous contenterons id de situer la discussion, renvoyant 

pour une etude plus fouillee au beau livre de Verne sur les pigments et a 

I’importante monographie de Biedermann sur les teguments des Vertebres. 

Bloch, trouvant la dopareaction positive exclusivement au niveau de 

cellules epidermiques, conclut que la melanogenese est exclusivement 

I’apanage de cellules d’origine epitheliale. Le pigment qu’on rencontre 
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dans les chromatocytes repartis dans le tissu conjonctif y aurait imnmigre 

secondairement. 

Or, de nombreux travaux tendent a montrer que la pigmentogen^se 

s*eflFectue ou pent s’efJectuer dans des elements mesodermiques; cette 

theorie s’appuie aussi bien sur des arguments d’ordre purement morpho- 

loglque que sur des falts hlstochimiques, tels que la recherche des pro¬ 

pigments melaniques au moyen de la reaction argentaffine. Entre les 

deux theories, celle de la pigmentogenfese epitheliale s’appuyant sur la 

doparfaction de Bloch, et celle de la pigmentogen^se conjonctive, etayee 

par la reaction argentaffine, il y a done une flagrante contradiction. Elle 

pose la question de la signification de la dopareaction. Est-il certain que 

!a dopareaction, si elle revele un ferment, revele bien le ferment normal 

de la melanisation ? Des doutes ont ete emis a ce sujet, specialement par 

Przibram et ses eleves. 

Cependant, II est bien difficile de prendre position dans cette discussion. 

On peut emettre egalement Topinion que la dopareaction, processus 

physiologique, n’est qu’une des modalites suivant laquelle peut se produire 

la melanogen^se, la melanogenese conjonctive etant une autre. On a pense 

egalement a une collaboration des cellules epitheliales et des cellules 

conjunctives, les unes apportent le ferment melanisant, les autres apportant 

le chromog^ne. Encore une fois, ces discussions ne peuvent etre poursulvies 

ici, et nous renvoyons pour les details aux travaux generaux cites plus haul. 
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SECTION VII. 

Vitamines. 

CHAPITRE XVIII. 
VITAMINE C. 

Des recherches toutes recentes viennent d’ouvrir un chapitre nouveau 

et important de THistochimie. On a en eflet reussi a caracteriser et a loca- 

liser histochimiquement la vltamine C dans les tissus animaux. 

Ces etudes sont la consequence directe des gros progres qul ont ^te 

r&ilises dans ces dernieres annees sur la constitution chimique et les pro- 

prietes de la vitamine C. En partant d’un fait bien connu, la grande 

oxydabilite du facteur antiscorbutique, Szent-Gyorgyi a reussi le premier 

a I’isoler et a determiner en premiere approximation sa constitution 

chimique. II put extraire de la surrenale d’abord, puis de plusieurs plantes 

(choux, piment, etc.) une substance a caractere reducteur extremement 

marque et presentant toutes les proprietes biologiques du facteur antiscor¬ 

butique. Cette substance possede une fonction acide, donne la ruction 

de Molisch et fournit une osazone; sa formule brute est SzENT- 

Gyorgyi appela d’abord la substance ainsi decouverte par lui acide 

hexuronique, puis acide « ascorbique ». La decouverte de Szent-Gyorcyi 

provoqua un intense courant de recherches. De nombreux auteurs 

montrferent, d'une part, que la substance isolee par cet auteur correspond 

bien a la vitamine C et, d’autre part, s’attachferent k approfondir sa consti¬ 

tution chimique. Les travaux de VON Euler, Haworth, Hirst, Karrer, 

VON Vargha, Micheel, Kraft ont abouti a faire admettre la formule 

propos4e par Haworth et Hirst. Cette formule vient d’etre confirmee 

par la synthfese effectuee par Reichstein, Grussner et OPPENAUER. EUc 
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s'^crit ainsi : 

<:ri20ii~(:non---cn--c(>ii „ con -co. 

11 est interessant de remarquer que le point de depart de la decouverte 

de Szent-Gyorgyi est une observation d’ordre morphologique. L*auteur 

etudiait, chez les plantes, un « facteur reducteur » qu’il soupgonnait etre 

la vitamine C lorsqu*il observa qu’une tranche de surrenale, traitee a 

Tobscurite par une solution de nitrate d’argent, noircit immediatement. 

Le noircissement est localise a la portion corticale de Torgane, tandis que 

la m^dullaire ne reagit pas. C’est en partant de cette donnee que SzENT- 

Gyorgyi put isoler de la surrenale le «■ facteur reducteur », Tobtenir a 

r^tat cristallise et montrer son identite avec le facteur antiscorbutique. 

Un assez grand nombre d’auteurs se sont servis de la propriete indiquee 

par Szent-Gyorgyi — reduction a peu pres instantanee du nitrate d’argent 

en solution neutre, a Tobscurite — pour deceler la vitamine C dans les 

organes. La plupart cependant se sont contentes de constater macrosco- 

piquement la presence ou Tabsence de reduction de Targent, el n’ont 

pas fait de recherches microscopiques en vue de serrer de plus pres sa 

localisation. Les premieres etudes a proprement parler histochimiques 

qui aient ete publiees sont, pensons-nous, celles de Gough et ZiLVA 

(mai 1933). La methode de ces auteurs consiste a trailer des fragments de 

tissu k Tobscurite par une solution a 0,4 pour 100 de nitrate d’argent 

pendant 15 minutes, puis a rincer, a trailer par une solution a 5 pour 100 

d’hyposulfite de sodium et a inclure a la paraffine. Les auteurs etudierent 

ainsi, k vrai dire sans trop approfondir le point de vue histologlque de 

la question, la repartition de I’acide ascorbique dans la surrenale, Thypo- 

physe et I’ovaire de divers animaux. Un peu plus tard. Bourne, pour tenter 

d’eviter Taction dissolvante des reactlfs fixateurs, preconlse la fixation 

par les vapeurs de formol; cette technique ne parait pas sans action noclve 

sur la vitamine et est done suspecte. Galivao et Cardoso utilisent la 

methode primitive de Szent-Gyorgyi, mais opferent en plelne lumifere, 

cc qui en reduit singulierement la valeur specifique; on connait en effet 

la grande photosensibilite de beaucoup de composes argentiques. 

Giroud et Leblond se sont attaches k utiliser une technique impeccable 

et k approfondir Tetude de la localisation histochimique precise de la 

vitamine C. 
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La technique de ces auteurs comprend trois temps. Tout d’abord, ils se d^barrassent 

des chlorures en exces par un lavage dans une solution isotonique indifferente (solution 

isotonique de levulose). Dans un deuxi^me temps, on fait agir le nitrate d’argent. On 

emploie une solution a 10 pour 100 de nitrate ou d*acetate d’argent, soit neutre, soit de 

preference acidihee a raison de 3 gouttes d’acide acetique pour 100"’*“. Pour assurer une 

bonne penetration des reactifs, on les injecte par voie vasculaire. Dans un troisi^me temps, 

on elimine le sel d’argent en exces par I’eau distillee d’abord, puis par I’hyposulfite de 

sodium. Lavage secondaire, coupe par congelation ou inclusion a la paraffine. Toutes les 

operations se font a I’abri de la lumicre ('). 

On a deja parle a plusieurs reprises dans le courant de cet ouvrage des 

reactions argentiques en Histochimie et Ton a dit combien leur specificite 

apparalt souvent douteuse. Cependant, dans le cas present, la specificite 

de la reaction semble absolument certaine. En etudiant la reaction argen- 

taffine, nous avons deja note que les substances capables de reduire le 

nitrate d’argent ammoniacal par elles-memes, sans Tintervention d’aucun 

autre agent reducteur, ne sont pas frequentes dans les tissus anlmaux; 

c’est pour ce motif que la reaction argentaffine a une valeur signaletique 

indiscutable. Or, bien plus rares encore sont les substances capables de 

reduire les sels d’argent en solution neutre ou acide, et surtout de les 

reduire instantanement; a I’heure actuelle, aucune autre que I’aclde 

ascorbique n’a ete signalee dans les tissus animaux. Ni I’adrenaline, ni 

les autres substances argentaffines, qui reduisent les sels d’argent en solution 

alcaline et assez lentement, ne donnent la reaction dans les conditions 

utilisees par GiROUD et Leblond. Les auteurs ont d’ailleurs effectue toute 

une serie de tests biologiques qui montrent bien la specificite de leur 

technique. La methode donne des resultats la ou I’analyse chimique et 

biologique a montre I’existence du facteur antiscorbutique (surrinale, 

corps jaune, organe, citron, chou, etc.); elle donne des resultats negatifs 

avec des organes ou organismes qui en sont depourvus, tels que les Champi¬ 

gnons. Lorsqu’on extrait I’acide ascorbique par ses solvants (alcool methy- 

lique) ou qu’on le detruit en Toxydant (iode), la reaction devient negative. 

Enfin, elle devient negative chez Fanimal en ^tat d’avitaminose C et 

reparait progress!vement lorsqu’on effectue la revitamination par remploi 

d’un regime approprie. 

D’autre part, aprfes avoir examine les preparations que GiROUD et 

(^) Nous rcmercions MM. Giroud et Leblond qui nous ont tr^ aimablement commu¬ 

nique leurs documents manuscrits. 
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Leblond ont presentees au Congr^s des Anatomistes de 1934, il nous 
semble bien que la localisation de la substance recherchee peut etre effec- 

tu^e avec une precision largement suffisante au point de vue histologique. 

Le precipite argentique apparait en effet toujours bien limite a des esp^ces 

cellulaires bien determinees et il ne semble pas y avoir d’i mages de 

diffusion. 

Les premieres etudes de GlROUD et Leblond ont porti sur la surrenale, 

Szent-Gyorgyi, comme nous Tavons deja dit, avait montre par des reac¬ 

tions macroscopiques que Tacide ascorbique dans la surrenale se trouvalt 

limite a la portion corticale de celui-ci; la medullaire n’en renferme pas. 

Il y a done independance entre le metabolisme de Tadrenaline et celui de 

la vitamine C. Szent-Gyorgyi confirma cette donnee en montrant que 

le corps interrenal des Selaciens, homologue de la corticosurrenale des 

Vertebras superieurs et ne renfermant pas de tissu de type medullaire, 

presente exactement les memes reactions. GlROUD et Leblond, precisant 

ces notions, montrent que les regions fasciculee et reticulee de la cortico- 

surr^nale renferment d’abondantes quantites de vitamine C. La region 

glomerulaire, elle, n’en renferme pas; ce fait confirme les idees des histo- 

logistes qui considferent cette zone comme inactive ou plutot comme zone 

de reserve (GoormaghtiGh). L’acide ascorbique n’existe que dans le 

cytoplasme des cellules, jamais dans le noyau. Dans la surrenale, les granu¬ 

lations argentiques sont completement iridependantes des gouttelettes 

lipidiques si abondantes en general dans le cortex; enfin, ces granulations 

ont une tendance a prendre un « aspect » mitochondrial, ce qui am^ne a 

penser a la localisation de Taclde ascorbique au niveau du chondrlome, 

GlROUD et Leblond ont pu trouver de I’acide ascorbique en petite quantity 

dans la medullaire surrenale, chose qui avait echappe a Szent-GyoRGYI. 

Seul un examen microscopique attentif permet de I’y deceler; en efiet, 

la reaction est discrete et tris exactement limitee a la zone de la cellule 

renfermant Tappareil de Golgi, qui se trouve ainsi trfes nettement 

dessin^. 

Par leur methode, GlROUD et Leblond ont constat^ la presence de vita¬ 

mine C au niveau de nombreux autres organes, mals tout partlculiferement 

dans les glandes genitales. Dans le testicule, la reaction est tr^s forte 

dans les cellules interstitielles; son intensity est comparable a celle des 

cellules de la corticosurrenale; Ik aussi, la localisation semble etre mito- 

chondriale. Beaucoup plus faible est la reaction dans les tubes seminipares; 
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les cellules de Sertoli ne presentent que quelques granulations dans ie 

cytoplasme et les cellules seminales une discrete reaction dans la zone de 

Golgi. Dans la glande genitale femelle, les auteurs, en collaboration avec 

M. Giroux, ont montre Tabsence de vitamlne C dans les ovocytes, les 

cellules folliculeuses et le folliculc. Au contraire, les cellules de I’intersti- 

tielle presentent des reactions intenses. D’autre part, le corps jaune perio- 

dique et le corps jaune de grossesse renferment toujours des quantitfe 

importantes d’acide ascorbique. La fixation de la vitamine y subit d’ailleurs 

un cycle comme la cellule luteinique elle'-meme et r^gresse rapidement 

dans le corps jaune en involution. 
II est interessant de remarquer que les cellules de Torganisme les plus 

riches en vitamine C — cortex surrenal, corps jaune, cellules intersti- 

tielles — ont de nombreux autres points communs au point de vue histo- 

logique. 

Enfin, les auteurs, avec Rabinowicz, ont recherche Tacide ascorbique 

dans de nombreux autres organes. A part le lobe anterieur de I’hypophyse, 

aucun ne donne de reaction d’intensite comparable a celle qui a ete observ^e 

dans les organes dont on vient de parler. On trouve une petite quantite 

de vitamine dans la cellule hepatique; il y en a egalement dans les cellules 

nerveuses, mais non dans la nevroglie. II ne semble pas y en avoir dans 

les tissus musculaires et conjonctifs, ni dans la thyroide, la parathyroide, 

le thymus. 

Toutes les observations ont ete controlees sur des animaux en 4tat 

d’avltamlnose; le retour des reactions s’observait sur des animaux revita- 

mines; enfin, I’extractlon faisait dlsparaitre les reactions. 

L’ensemble de ces remarquables recherches accomplies par GiROUD 

et ses collaborateurs permet done de se falre une idee de la repartition et 

du cycle de la vitamine C dans Torganlsme et d’en etablir la localisation 

histologique fine. Le chapitre d’Histochimie qui vient ainsi de s*ouvrir 

est deja riche en resultats; il est de ceux qui promettent encore. 
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