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lmmunohistochemistry in ophthalmic pathology: applications and limitations INTRODUCTION 
M. Pluot, V. Cahn, A. Ducasse 
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We evaluate the applications of immunohistochemistry (IHC) in ophthalmic cytology and 
patholoev. The principles of the techniques used in IHC are described. Recent improvements . . 
are high'iighted, such as the polymeric labeling two-step method, tyramine signal amplification. 
rabbit monoclonal antibodies. and labeled nanocrvstals. The results of the immunohistochemi- 
cal methods are collected in bacterial and viral diseases and in tumors of the eye and its adnexa, 
the pathology of which varies greatly. The results in lymphomas, melanomas, and palpebral 
tumors were more details for practical reasons. There are widespread applications of IHC in 
ophthalmic pathology, extending from viral ocular and general diseases to the diagnosis of 
tumors. In some conditions, this technique needs to be associated with molecular biology 
investigations. Automation helps establish standard protocols, but IHC is a multistep diagnostic 
method requiring proper selection, fixation, processing, and staining procedures. From a gene- 
ral standpoint, good communication between pathologists and ophthalmologists is the best 
guarantee of satisfying results. 

Key-words: Ophthalmology, immunohistochemistry, cytology, pathology, viruses and baae- 
ria, tumors. 

L'immunohistochimie en anatomie pathologique ophtalmologique : inter& et 
limites 

Nous faisons un point sur I'apport actuel de I'immunohistochimie au diagnostic cytologique 
et histopathologique en ophtalmologie. Les principes des techniques immunohistochimiques 
par les methodes classiques, directes et indirectes, sont expliquks. Les modifications rkcentes, 
qui peuvent ameliorer les performances de ces techniques, sont indiquees : amplification du 
signal par les polymeres, amplification par la tyramine, anticorps monoclonaux de lapin, appli- 
cation des nanotechnologies avec des nanocristaux semi-conducteurs couples aux anticorps. 
Les donnees apportees par I'immunohistochimie sont indiquees dans deux domaines princi- 
paux de la pathologie : les maladies bactkriennes et surtout virales, et les tumeurs de la retine, 
du nerf optique, de I'uvee, des voies lacrymales, de I'orbite, de la conjonctive et des paupieres. 
Dans ce large ensemble de lesions particulierement diverses, I'immunohistochimie est tres utile, 
qu'il s'agisse de maladies rares ou beaucoup plus frequentes. L'immunohistochimie des lym- 
phomes, des melanomes dans leurs differentes localisations, et des tumeurs tres variees des 
paupieres est plus detaillee, dans un but pratique. Les champs d'application de I'irnmunohis- 
tochimie sont tres vastes en pathologie ophtalmologique : pathologies virales oculaires et 
extra-oculaires, diagnostic positif et differentiel des tumeurs. Dans certains cas, elle doit &re 
associee ?I des mkthodes de biologie moleculaire. MPme si les automates apportent une stan- 
dardisation tres utile dans le deroulement des differentes @tapes techniques, les limites restent 
representees par une mkthodologie rigoureuse depuis la reception du prelkement jusqu'a 
I'interpr6tation des preparations. Une bonne communication entre ophtalmologistes et ana- 
tomopathologistes est le meilleur garant des resultats. 

Mots-c1Qs : Ophtalmologie, immunohistochimie, cytologie, histopathologie, virus et bactbries, 
tumeurs. 

L'immunohistochimie permet de lo- 
caliser des antigenes dans les tissus 
et les cellules au moyen d'anticorps, 
la reaction antigenelanticorps pou- 
vant &re observee au microscope, et 
de mettre en Cvidence des protbines 
d'interet contribuant au diagnostic 
positif et differentiel, voire au pronos- 
tic, de nombreuses entites pathologi- 
ques infectieuses et tumorales. Le but 
de ce travail a Ctb de tenter de faire 
un point sur I'interet et les limites de 
cette methode appliquPe en ophtal- 
mologie, dont la pathologie est par- 
ticulierement riche et variee. La liste 
des applications en est par cons& 
quent longue. 

PRlNClPES 
DE L'IMMUNOHISTOCHIMIE 

L'immunohistochimie est une me- 
thode morphologique permettant de 
localiser des antigenes dans les tissus 
ou les cellules, par des anticorps 
(immunoglobulines) diriges de faqon 
specifique contre ces antigenes, et 
rendus visibles au microscope par 
conjugaison avec des fluorochromes 
ou des enzymes donnant un signal 
color&. Un antigene peut etre dMini 
comme toute substance induisant 
une reponse immunitaire specifique, 
et comporte plusieurs epitopes (deter- 
minants antigeniques). Les anticorps 
sont produits par des lymphocytes qui 
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deviennent des plasmocytes en 
stockant les immunoglobulines, 
qu'ils peuvent excrMer. Les anti- 
corps se lient specifiquement aux 
antigenes qui ont declenche leur 
production par les lymphocytes. 

Les mol&cules d'immunoglobu- 
lines (Ig) sont constituees de deux 
chaines legeres (L) et de deux 
chahes lourdes (H). Les chaPnes 
Iegeres sont de deux types (Kappa 
ou Lambda), les chalnes lourdes de 
cinq types : y pour les IgG, a pour 
les IgA, p pour les IgM, 6 pour les 
IgD, et E pour les IgE. Une mole- 
cule d'lg comporte des regions 
constantes qui determinent I'iso- 
type, et des regions variables, dont 
I1extr&mit& interagit avec I'anti- 
gene. 

La reaction antigene-anticorps 
est specifique ; mais, un antigene 
peut comporter des epitopes en 
commun avec un autre antigene, 
pouvant &re a I'origine de ce que 
I'on appelle une rbaction croisee. 

L'immunohistochimie en anatomie pathologique ophtalmologique : inter& et limites 

Les anticorps monoclonaux sont 
produits, le plus souvent chez la 
souris, par un seul clone de lym- 
phocytes B (technique des hybri- 
domes). Les anticorps polyclonaux 
sont un melange d'anticorps obte- 
nus en injectant I'antigene A un 
animal (lapin surtout, chhvre, mou- 
ton, porc) ; il s'agit d'un antiserum 
associant des anticorps pouvant 
reconnaitre dlvers epitopes et des 
impuretes qui peuvent diminuer 
leur spdcificitC, mais &re favora- 
b l e~  a une grande sensibilitd. 

Dans la technique directe, I'anti- 
corps est directement conjuge au 
systeme r&v&lateur, une enzyme 
(peroxydase ou phosphatase alca- 
line), ou un fluorochrome (fig. 7). 
Les enzymes reagissent avec leur 
substrat en donnant un depbt co- 
lore sous forme d'un preclpite in- 
soluble, visible avec un microscope 
de laboratoire standard, I'immuno- 
fluorescence necessitant un micro- 
scope A fluorescence. 

Dans les techniques indirectes, 
les systhmes rev6lateurs sont uni- 
quement enzymatiques et plusieurs 
Ptapes se succedent : 
- deux etapes : un 2' anticorps 

(secondaire) se fixe sur I'anticorps 
primaire ; ce 2' anticorps est cou- 1 
ple a de la biotine, qui se lie a des 
molecules d'avidine ou de strepta- 
vidine ; celles-ci peuvent fixer plu- 
sieurs molecules d'enzyme (fig. 2). 
II existe des complexes preform&s 
avidine-biotine-enzyme, par exem- 
ple le complexe ABC qui est tres 
utilise (fig. 3). 
- trois &apes : dans la methode 

PAP (peroxydase-antiperoxydase) 
(fig. 4), la troisieme &tape utilise un 
complexe de mol&cules d'enzyme 
peroxydase et d'anticorps antipe- 
roxydase ; dans la methode APAAP 
(phosphatase alcallne-antiphospha- 
tase alcaline), I'enzyme est la phos- 
phatase alcaline, kvitant les diffi- 
cult&~ causbes par d'eventuelles 
activites peroxydasiques endogenes, 
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au systkme de dvklation 
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X 
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Figure 1 : Technique directe. 
Figure 2 : Technique indirecte : la peroxydase est couplee a la streptavidine qui se fixe a la biotine de I'anticorps secondaire. 
Figure 3 : Technique indirecte (ABC) : la peroxydase est couplke a deux biotines qui fixent deux avidines ; celles-ci fixent d'autres biotines-pkroxydases 
et crkent ainsi un complexe &amplification. Un site de fixation libre d'une molkcule d'avidine s'accroche 2 la biotine de I'anticorps secondaire. 
Figure 4 : Technique indirecte (PAP) : la troisieme ktape utilise un complexe de molkules d'enzyme peroxydase et d'anticorps anti-peroxydase. 
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