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Tissus animaux disponibles pour I'analyse
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- Souffrance animale provoquée par les experimentateurs

- Maladie (Homo sapiens sapiens) et autres especes



RESPECT

Vocabulaire d'usage respectueux :
= Euthanasie pour les animaux d’expéerimentation.
= Abattage pour les animaux de rente.
= EXxérese, resection, explant ...
= Biopsie # résection (complete ou incompléete).
= Piece opératoire, fragment, bloc, échantillon

= Bannir le champ lexical irrespectueux
(« bidoche » pour piece opératoire; « le type, la nana » pour le ou la patient(e); ...)

= Eviter 'essentialisation identitaire : ne pas définir une identité par une/des

caractéristique phénotypique ou pathologique (e.g., patient atteint de cirrhose ou fibrose hépatique
severe ET PAS « un cirrhotique », ni un « cancéreux », etc.).

En somme, éviter les mauvaises habitudes linguistiques dans le milieu professionnel ET dans l'intimité
(amis, famille, couple).
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Dans un contexte de divulgation scientifique au grand public (ET dans l'intimité, i.e., famille, amis, couple)

Décrire brievement mais clairement le cadre éthique et juridique
AVANT de parler du projet et de ses éventuels résultats



Cadres Juridique et Ethique des Echantillons Humains

= Guide de qualification des recherches en santé (avec cas pratiques), mai 2021, IRBO0O003888
= Demande d’avis auprés du Comité d’Evaluation Ethique de I'INSERM (CEEI/IRB) = projet

= Demande de mise a disposition d’échantillons (CRB)

= Si collection: enregistrement de collection.

= Sjexport —import : autorisation export import (avec I'aide du CRB).

= Cf Topo Bruno Clément ...



¢

Lo

Regles de base: cas exceptionnel hors CRB; le CRB = cadre juridique et logistique sécurisant

Tout tissu humain utilisé pour un projet de recherche doit étre examiné
(au moins macroscopiquement)
par un medecin anatomopathologiste qui AUTORISE ou REFUSE
la transmission au laboratoire de recherche.

Le chercheur (stagiaire, master, doctorant, Pl) doit garder une trace écrite
avec date et heure de la procédure a confronter éventuellement avec
les traces aupres du Service d’Anatomie Pathologique.



Les techniques en histologie

Histochimie: Immunohistochimie:
Hématoxyline, éosine, safran Directe
Trichrome de Masson Indirecte
Rouge Sirius Techniques d’amplification & multiplexage
Réticuline
PAS (Periodic Acid Schiff) Biologie moléculaire (acides nucléiques &/ou protéines):
Bleu Alcian Hybridation in situ
Orcéine Nanostring
Oil Red O Cell Dive
Perls Hyperion
Maldi imaging

Faire plus avec moins:

Biophysique: Tissue micro-arrays
Raman
Second Harmonic Generation (SHG & P-SHG) Quantification, pattern recognition & machine learning:
QuPath

Halo



Hématoxyline, eosine, safran
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Hematoxyline, bleu = acides nucléiques

eosine,

-> protéines

Safran, orange - matrice extracellulaire

Musso, Aninat, Loyer & Corlu
Structure et Fonction des Hépatocytes,
(EM Consulte, Elsevier, 2020).



Héematoxyline, eosine

. Importance

Premiére description: 1876

Desquilles et al., in preparation



Hématoxyline, eosine: importance

Premiére description: 1876

p (i

Edmondson’s 2 Edmondson’s 3 Edmondson’s 4
Edmondson’s score GOOD (N = 38) BAD (N = 23) Pvalue = 1.281e-10
2 20/38 (53%) 2123 (9%)
3 14/38 (37%) 17/23 (74%)
4 4/38 (10%) 4/23 (17%)

Edmondson — Steiner’s score (1954)



Trichrome de Masson

Ferric chloride, hydrochloric acid, hematoxylin, potassium ferrocyanide, sodium borate
Fuchsin, xylidine ponceau, glacial acetic acid
Phophomlybdic acid

Methyl blue

Keratine, muscle = rouge
Collageéne, os = bleu

Cytoplasme = ro:e

Noyaux = marron




Rouge Sirius
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Réticuline

ticuline
Collagene de type lll et IV
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PAS (Periodic Acid Schiff)

Polysaccharides, mucus, glycogene ...



Bleu Alcian

Acidic Mucopolysaccharides



Orcéine

Fibres élastiques



Oil Red O




Perl’s

Fibres élastiques



Second Harmonic Generation (SHG)

10 High & Low Grade
Fibrous Nests

v

Second Harmonic Generation &
Multiplex Immunohistochemistry

1 1
Microdissection & Transcriptomics of Biochemical Fractionation &

Tumor cells trapped within
Fibrous Nests

Proteomics Matrisome of
Fibrous Nests

y

Molecular landscape of High & Low Grade
SHG-Fibrous Nest signatures
2nd Endpoint

Auto-fluo CD44 SHG Auto-fluo SMA

Two-photon-excited microscopy + SHG and fluorescence imaging
v’ fibrous bundles by SHG,

v" auto-fluorescent cancer cells expressing CD44
v" myofibroblasts expressing smooth muscle actin (SMA).

Courtesy of Frangois Tiaho, Emmanuel Schaub, Denis Rouéde
Institut de Physique de Rennes, CNRS, Univ-Rennes
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CD44 / SHG Auto-fluo/CD44 / SHG SMA / SHG Auto-fluo/SMA / SHG



Polarized Second Harmonic Generation (P-SHG)

PSHG analysis of low (LG) and high
(HG) grade fibrous nests in human
HCCs.

Distribution of experimental (red) and
simulated (blue) p as a function of the
P-SHG stack mean photons number
per pixel N, and of the deduced
fibrilllar density n.. Fibrillar disorder 0,
deduced from the fitting is indicated in

the inset of the figure. Scale bars are

10 ym. 20

Courtesy of Frangois Tiaho, Emmanuel Schaub, Denis Rouéde
Institut de Physique de Rennes, CNRS, Univ-Rennes
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Microspectrometer Imaging RAMAN DXR2xi
Histopathology Core Facility
SFR UMS CNRS 3480 — INSERM 018
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Immunohistochemistry

. COL1A1 Inactive Tyramide ‘ Soxg . CD34

Secondary Antibody

njugated to HRP ] ‘ ACTA2

Active Tyramide

Primary
Antibody

FFPE Tissue Section Tyrosine Residues




Hybridation in situ

Voli'28,, No? 1 July 1998

HEPATOLOGY

Official Journal«gf the American Association for theStulivtgl Tiver Discases
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Cell DIVE
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Tissue Micro-arrays

Real time PCR
(RNA)

Tissue microarray

!

Immunohistochemistry
(Protein)



Tissue Micro-arrays
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HISTO-PATHOLOGY
HIGH PRECISION

Tissue Microarray (TMA; objectif 0.5X)
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- Cf Topo Thierry Pécot...
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- Cf Nicolas Mouchet ...






