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ANNEXES



Annexe 1 : Protocole de localisation de la sérotonine

par immunohistochimie

(les étapes pour d’autres molécules [actine, a-tubuline, etc,...] sont les

mémes)



1 — Technique de congélation des tissus

a - Inclusion des tissus et coupes histologiques

Etapes :

10

Incubation des morceaux de gonade dans une solution de protéase type 1V a
0,5 % [Protéase diluée dans une solution de 0,45 M NaCl + 20 mM tampon
phosphate; pH=7,2]

— 5-10 min
Ringage du tissu dans du PBS (tampon phosphate salin) [40 mM de Na,
HPO, + 140 mM de NaCl; pH=7,2]
Fixation du tissu paraformaldéhyde 4 %

— 4 heures a 4 °C
2 ringages avec du tampon cacodylate 0,2 M [0,2 M Cacodylic acide +
0,3 M NaCl ; Ph=7,5]

— 30 minutes a 4 °C
Ringage dans une solution de triton X-100 4% dilu¢ dans du PBS

— 30 minutes a 4 °C
Incubation dans une solution de sucrose 30 %

— I nuita4°C
Incorporation des tissus dans de la Cryomatrix
Congélation des tissus sur la Cryobare du Cryotome (possibilité de stockage
des tissus congelés a —80 °C ou —20 °C)
Réaliser des coupes histologiques avec un cryotome

- Coupe entre 16 a 20 um pour les ganglions

- Coupe entre 5 a 7 um pour la gonade

Déposer les coupes sur des lames histologiques
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b - Traitement des tissus

Etapes :

1 Séchage des lames a 1’air libre (augmente la fixation des tissus sur la lame)
— 30 minutes et +

2 2 ringages des lames dans du PBS
— 30 minutes

3 2 ringages dans une solution de triton X-100 4 % dilué dans du PBS
— 30 minutes

Incubation dans une solution d’ASD (anti Sérum diluant) [0,5% de triton
A X-100 + 1-2 % de sérum bovin dilué dans du PBS]

Témoins positifs* : Incubation dans une solution d’ASD dans laquelle a été
préalablement dilué le neuropeptide [10™]

— 1 heure 4 4 °C

Il est indispensable de s'assurer, par des témoins positifs et négatifs, de la fiabilité des
réactions anticorps / antigeénes.

* Les témoins positifs permettent de vérifier la spécificité de I’anticorps avec son

antigéne
Destruction de ’activité peroxydasique endogéne par une solution de H,O»
: [30 volumes] a 3%
— 10 minutes a 1 heure a 4 °C
Incubation dans wune solution d’ASD dans laquelle [Panticorps
6 antisérotonine a été dilué (rabbit polyclonal anti-SHT) [dilution 1/10.000]

Témoins négatifs** : Incubation dans une solution d’ASD sans anticorps

— 72 heures a 4 °C
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** Les témoins négatifs permettent de mettre en évidence les marquages non

spécifiques. Pour faire disparaitre une partie du bruit de fond, il est possible de faire

une contre coloration (voir « Technique d’inclusion dans de la paraffine »).

11

12

14

Ringage des lames dans une solution de triton X-100 0,5 % [0,5 % de triton
X-100 dans du PBS]

— 6 heures a 4 °C
Incubation dans une solution d’ASD dans laquelle I’anticorps anti-anticorps
de lapin, couplé a une peroxydase, a été dilu¢ (Anti-Rabbit 1gG (whole
molecule) — peroxidase antibody produced in goat) [dilution 1/400]

— 24 heures a 4 °C
Ringage des lames dans une solution de triton X-100 0,5 % [0,5 % de triton
X-100 dans du PBS]

— 6 heures a 4 °C
Révélation de la peroxydase (la peroxydase est couplée a I’anti-anticorps de
lapin)
- Incubation dans une solution de révélation [3mg de diaminobenzidine
dans 10 ml de tampon Tris-HC1 0,05 M, pH 7.6]

— 1 a2 heures
Ajout de H,O, [30 volumes] dans la solution de révélation

— quelques minutes jusqu’a coloration des lames
Ringage des lames a I’eau distillée
Montage des lamelles avec un milieu de montage aqueux (GELTOL
[Thermo Electron Corporation, Pittsburgh])

Observation des lames au microscope
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2 — Technique d’inclusion dans de la paraffine

a - Inclusion des tissus et coupes histologiques

Etapes :
1 Fixation des tissus dans une solution de Davidson (solution fille)

— 24 - 48 heures a 4 °C (chambre froide)

Solution de Davidson (solution mere) :
- Solution A : mélanger dan 1’ordre 400 ml de glycérol + 800 ml de formol 40 % + 1200 ml
d’éthanol 95 % + 1200 ml d’eau de mer filtrée [stocker a 4 °C]

- Solution B : acide acétique

Solution de Davidson (solution fille) :

— Mélanger 9 volumes de A avec | volume de B

2 Déshydratation des tissus

a- Ethanol 80 %

— 48 heures
b- Ethanol 95 %

— 48 heures
c- Ethanol 100 %

— 48 heures
d- Buthanol 100 %

— | semaine
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3 Inclusion des tissus dans la paraftine
a- Mettre les tissus dans un premier bain de paraffine liquide [60 °C]
— 24 heures
b- Mettre les tissus dans un second bain de paraffine liquide [60 °C]
— 24 heures
c- Inclure les tissus dans des blocs de paraffine liquide [60 °C]
d- Laisser refroidir a température ambiante puis au réfrigérateur
4 Réaliser des coupes histologiques avec un microtome
- Coupe entre 3 a 5 um pour les ganglions et les gonades
5 Déposer les coupes sur des lames histologiques
Placer les lames | nuit a I’étuve [37 °C] (augmente la fixation des tissus sur

la lame)

b - Traitement des tissus

Etapes :
1 Protocole de déparaffinage des lames
a- Xylene 100 % (dissoudre la paraffine)
— 5 minutes
b- Xylene 100 %
— 5 minutes
c- Ethanol 100 % (éliminer le xyléne des lames)
— 5 minutes
d- Destruction de D’activité peroxydasique endogene grace a une
solution de méthanol 100 % contenant 3 % de H,O, [30 volumes]

— 30 minutes
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e- Ethanol 100 %
— 5 minutes
2 Protocole de réhydratation des lames
a- Ethanol 95 %
— 5 minutes
b- Ethanol 70 %
— 5 minutes
c- H,O distillée
— 5 minutes
2 ringages des lames dans du tampon Tris 1 [50 mM Tris, 150 mM NaCl,
0,25 % w/v gélatine, 0,5 % v/v Triton X-100, pH 7.4]
Témoins positifs* : Incubation dans deux solutions de tampon Tris | dans
laquelle a été dilué du neuropeptide [10]

— 5 minutes

[l est indispensable de s'assurer, par des témoins positifs et négatifs, de la fiabilité des
réactions anticorps / antigenes.
* Les témoins positifs permettent de vérifier la spécificité de I’anticorps avec son

antigéne

Incubation dans une solution de Tris 1 dans laquelle I’anticorps
4 antisérotonine a été dilué (rabbit polyclonal anti-SHT) [dilution 1/500]
Témoins négatifs** : Incubation dans une solution de Tris 1 sans anticorps

— toute la nuit a 4 °C
** Les témoins négatifs permettent de mettre en évidence les marquages non

spécifiques.

5 2 ringages des lames dans du tampon Tris |

— 5 minutes
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Incubation dans une solution de Tris 2 [SO mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4]
dans laquelle I’anticorps anti-anticorps de lapin, couplé a une peroxydase, a
¢t¢ dilué (Anti-Rabbit IgG (whole molecule) — peroxidase antibody
produced in goat) [dilution 1/100]
— 2 heures a température ambiante
2 ringages des lames dans du tampon Tris |
— 5 minutes
Révélation de la peroxydase (la peroxydase est couplée a I’anti-anticorps de
lapin)
- Incubation dans la solution de révélation [3mg de diaminobenzidine
(chromogene) dans 10 ml de tampon Tris-HCI 0,05 M, pH 7.6]
— 30 minutes
- Ajout de H,O; [30 volumes] dans la solution de révélation
— quelques minutes jusqu’a coloration des lames
2 ringages des lames dans du tampon Tris 2
— 5 minutes
Déshydratation et contre coloration des lames
a- Ethanol 95 %
— 5 minutes
B- Ethanol 70 % contenant 0,2 % de vert lumiére (colorant)
— quelques secondes
c- Ethanol 100 %
— 5 minutes
d- Ethanol 100 %

— 5 minutes
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12 Montage des lames
a- Xylene 100 %
— 5 minutes
b- Xylene 100 %
— 5 minutes
d- Montage des lamelles sur les lames avec du Cytoseal [VWR
Scientific]

13 Observation des lames au microscope



