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Dans une publication prealable (4), nous avons donne une
nouvelle technique de coloration des coupes histologiques au
moyen du chlorure d’al^/ia-anthraquinonediazonium, comme
une premiere phase des etudes que nous realisons sur 1’emploi
des seis de diazonium en histologie.

Nos diazoreactions tissulaires permettent de differencier
des structures fines de la maille proteique des coupes histolo
giques, comme suite de la formation d’une couche de colorant
azoique-proteique sur la surface de la coupe et dans lequel les
proteines tissulaires se trouvent integrees. Les colorations ob-
tenues sont done tres stables et d’intensite variable selon la
distribution des groupeinents amines, proteiniques ou protidi-
ques, existant dans les cellules (5).

Prealablement a nos travaux quelques auteurs (3), avaient
deja employe les seis diazonium en histologie pour la locali
sation et 1’etude de la distribution des esterases. Ils soumet-
tent les preparations histologiques a Faction des arylphospha
tes, ou des arylacetates, en presence d’un sei de diazonium.

Ils constatent que ces preparations histologiques se colo
rent. Ils attribuent cette coloration a la fixation du colorant
mono oxyazoique forme par reaction du sei de diazonium sur
les substrats prealablement hydrolyses par les esterases. La
coloration traduirait ainsi la richesse enzymatique du tissu.

Nous avons demontre (6) que le mecanisme etait different.
Ce qui se passe en realite e’est une copulation des seis de dia-



212 J. MONCHE

zonium directement avec les groupes amino-fonctionnels ter-
minaux libres des aminoacides constituant les liaisons pepti-
diques des proteines. La copulation peut egalement avoir lieu
avec les aminoacides eux-memes et leurs derives de grandeur
moleculaire iuferieure a celle des proteines, ces derniers pou-
vant etre presents dans les preparations histologiques etudiees.
Ces processus sont d’ailleurs favorises par les conditions du
pH du milieu employe par ces auteurs. Ainsi 1’intensite de la
coloration des preparations histologiques depend, non de leur
richesse en phosphomonoesterases, mais du nombre de groupes
fonctionnels amino terminaux libres presents dans ces pre
parations.

Nos diazoreactions tissulaires constituent pourtant une
nouvelle methode de recherche histochimique. Elie permets
de reveler des structures fines du protoplasme, en donnant des
colorations particulierement stables, et peut etre appliquee au
moyen de techniques histologiques tres simples, dependantes
des proprietes des seis de diazonium employes.

Materiel et techniques

Pour obtenir les preparations histologiques, nous fixons
les tissus au moyen de 1’alcool de 90°, d’apres la technique
classique, pendant quarante-huit heures. Ensuite nous effec-
tuons des coupes apres congelation et soumettons celles-ci &
Faction du sei de diazonium choisi. Eufin les preparations
histologiques correspondantes sont montees de la fa?on habi-
tuelle. D’autres details figurent dans 1’une de nos publica
tions (4).

Comme fixateur, F acetone donne aussi de bons resultats.
Par contre, la fixation au formol inhibe nettement la formation
du colorant azoique-proteique, surtout lorsqu’il s’agit de solu
tions de formol recemment preparees. On observe comme suite
une grande diminution de la vitesse de formation du colorant,
ce qui oblige a une duree beaucoup plus longue du processus
de coloration des coupes.

Les methodes d’inclusion sont a rejeter ; spccialement les
traitements par la paraffine, car ils empechent la formation
ulterieure du colorant.

Nous avons utilise dans le present travail, le chlorure
d’a^/za-anthraquinonediazonium, prealablement isole grace a
sa stabilite, d’apres la tecnique decrite par Seligman et Man-
heimer (9). ,11 se conserve tres bien dans la glaciere, a Fetat
solide, pendant plusieurs mois. Une alteration du produit n’est 
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pas observee comme suite. Nous le gardons dans des flacons
bien fermes.

Mode operatoire

Nous introduisons les coupes histologiques dans des boites
de Petri et nous ajoutons ensuite dans chacune 25 cm.3 d’une
solution au 1/1000 du chlorure d’oZ^ha-anthraquinonediazo-
nium dans un melange tampon acide acetique-acetate de sodium
a pH = 7 (le pH peut etre compris entre 6’5 et 7), prepare au
moyen de solutions N/10 d’acide acetique et de soude caustique
(25 mgr. de sei de diazonium dans 25 cm.3 de tampon par boite).
Dans ces contitions on abandone les coupes histologigues a la
temperature du laboratoire pendant une heure Dans certains
cas et selon la structure du tissu, la duree totale du traitement
peut atteindre un laps de deux heures comme maximum. Pour
des pH inferieurs a 6’5, la vitesse de formation du colorant
azoique-proteique devient de plus en plus diminuee.

Les conditions operatoires que nous venos de decrire se
sont montrees les plus favorables dans tous les cas. Elies ont
ete choisies pour une temperature ambiante du Laboratoire de
15° C. et sont valables pour des temperatures comprises entre
5° et 20° C. Pour des temperatures ambiantes superieures il est
avantageux de realiser le processus de coloration des coupes en
disposant au prealable les boites de Petri dans un bain d’eau
froide, afin de diminuer la vitesse de formation du colorant et
d’obtenir ainsi une couche parfaite de colorant. Cette couche de
colorant azoique-proteique forme sur la surface des coupes, est
tres solide. Elie est completement stable lorsque les coupes sont
traitees par un melange d’alcool et d’acide chlorhydrique con
centre, chauffe a ebullition. La limite de resistance a ce trai
tement est done exactament la meme de la stabilite des coupes.

Resaltats experimentaux
(En collaboration avec M. Galofre Folch)

Nous donnons ci-dessous six microphotographies corres-
pondant aux experiences realisees, qui ont ete choisies parmi
celles que nous avons considere comme les plus demonstrati
ves des possibilites de nos diazoreactions tissulaires, comme
nouveau moyen d’investigation histochimique, par exemple,
dans le domaine de 1’liistopathologie humaine.

La figure 1 montre une coupe de la partie musculaire d’un 
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ulcus gastrique. On peut parfaitement observer 1c tissu muscu
laire avec unc abondante reaction fibreuse, ainsi quc les vais-
seaux sanguins.

La figure 2 represente une coupe de cancer du rectus. Dans
la partie superieure de la microphotograpliie et aussi de son
cote gauche superieur, on observe tres clairenient le tifesu

Figure 2

cancereux, dont la coloration formee est moins intense par
rapport au tissu musculaire sain, lequel est tres intensement
colore. De son cote droit on observe la paroi d’un vaisseau
sanguin, dont la coloration est egalement tres intense. Par
contre, dans son angle inferieur, a gauche, on observe le tissu
gras, tres faiblement colore, et meme incolore.

La figure 3 represente une coupe d’un autre cancer du
rectus. On observe dans la partie superieure droite de la mi
croph otographie le tissu glandulaire normal. Puis a gauche
la muscularis mucose avec quelques vaisseaux et sous la meme,
tout le long du cote gauche, le tissu musculaire normal. Dans
la partie inferieure on observe le tissu cancereux, tres peu
colore.

La figure 4 montre une coupe de cancer du rectus dans la-



COLORATION DES COUPES HISTOLOGIOUES 215

Figure 3 Figure 4

Figure 5 Figure 6



216 J. MONCHE

quelle on peut observer le tissu glandulaire normal parfaite-
ment bien colore, qui fait contraste avec le tissu cancereux,
situe tout au long du cote droit, et dont la coloration est tres
faible. Du cote gauche on observe des restes de tissu gras,
encore moins colore.

La figure 5 represente une coupe de tissu cancereux du
rectus. Dans cette microphotographie on constate 1’infiltration
du tissu cancereux dans le tissu musculaire normal, de fa<?on
que seulement quelques myofibriles sont observees.

La figure 6 montre un epithelioma de globules conies du
larynxs. Vers la partie centrale on observe une tache noire plus
grande que les globules et qui correspond aux hematics d’un
vaisseau. Dans l’angle droit inferieur on peut observer le car
tilage thyroide.

Toutes ces microphotographies out ete obtenues en utilisant
un ecran bleu, afin d’atteindre dans les memes le maximum de
contraste.

Discussion

Toutes ces microphotographies montrent les differences de
structure de la maille proteiaue plus compacte des tissus mus-
culaires sains, par rapport a celle des tissus cancereux. Les
groupes amino-fonctionnels terminaux libres des aminoacides
constituant les liaisons peptidiques sont done beaucoup plus
compacts dans les tissus sains que dans les tissus cancereux.
Cela donne lieu comme suite a une plus grande concentration
de colorant azo-proteique dans les tissus sains, plus riches en
groupes amino-fonctionnels directement copulables avec le sei
de diazonium. La graisse (glycerides impurs), ne fournit done
presque pas de coloration, selon il est parfaitement mis en evi
dence, d’une facon tres accusee, dans nos microphotographies,
comme, par exemple, dans celle de la figure 2.

Les vaisseaux sanguins, ainsi que les hematies, sont tres
intensement colores, en accord avec leur richesse en fonctions
aminees. Le meme phenomene est observe dans les globules
cornes de la figure 6. La keratine de ces globules se colore d’une
intensite comparable. Le colagene du cartilage de la meme
figure se colore egalement, bien que d’une intensite inferieure.

L’action du formol comme net inhibiteur de la vitesse de
formation du colorant azoique-proteique, que nous avons obser
ve, est bien a remarquer en accord avec les proprietes du meme
comme agent de bloquage des fonctions amine des aminoacides.
Ces proprietes sont bien connues d’aiHeurs, mais pour qu’elles
soient mises en evidence quantitativement, il faut operer dans. 
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des conditions experimentales tout a fait speciales en ce but.
En outre, pas tous les aminoacides reagissent avec le formol (2).
La question se complique, evidement, lorsqu’il s’agit de pro-
teines. C’est done a tus ces facteurs ensemble que nous attri-
buons le fait de Faction du formol comme net inhibiteur de
la vitesse de formation du colorant azoique-proteique, mais pas
comme inhibiteur de la formation du colorant lui-meme (*).

Beaucoup plus remarquable est Faction de la paraffine, car
les traitements prealables des coupes par chauffage, selon les
methodes d’inclusion a la paraffine, inhibent totalement la for
mation du colorant azoique-proteique, de facon que les prepa
rations histologiques correspondantes i estent pratiquement
incolores.

Comme,suite du chauffage des coupes histologiques, des
alterations profondes du protoplasme sont a prevoir, et bien aue
ces alterations puissent etre inaper?ues au microscope, elles
existent quand meme et sont susceptibles de provoquer des
changements de structure tissulaire, capables d’inhiber la for
mation ulterieure du colorant azoique-proteique.

Justement ce sont des questions a considerer, surtout par
rapport aux methodes de recherche histochimique d’esterases,
car les fortes inhibitions enzymatiques que provoque la paraf
fine, comme suite des traitements par inclusion, ont ete si ana-
lees par divers auteurs, de meme que Faction du formol. Une
etude critique sur la valeur histochimique des methodes de
recherche des phosphomonoesterases a ete faite par Monche et
Ferrer-Arenillas (7), et posterieurement par Macary (1).

Un resume de ce Memoire a ete deja publie (8).
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