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MOTS CLES Résumé L’immuno-cytochimie est une technique complémentaire qui devrait étre de rou-
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cellulaire ou pauvreté cellulaire; absence de validation de certaines techniques en cytolo-
gie; absence de témoins etc.... Néanmoins, la cytopathologie ne devrait plus, de nos jours,
se concevoir sans ’aide de "immuno-cytochimie qui apporte, comme en histologie, fiabilité
diagnostique et éléments pronostiques.

© 2012 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Summary Immunocytochemistry (ICC) as a routine ancillary test remains a distant reality for
most diagnostic laboratories. Notable barriers to the mass deployment of ICC include: the large
variety of specimen preparations, the small specimen size, lack of validation and lack of control
specimens. As clinicians constantly strive to answer questions relating to diagnosis, therapy
and prognosis with minimally invasive sampling techniques, the cytopathology community must
endeavour to adopt ancillary specimen testing by ICC as a core element of diagnostic cytology.
© 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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Introduction

Le développement des diagnostics basés sur la cytologie a
nécessité le développement de techniques ancillaires parmi
lesquelles ’immuno-cytochimie (ICC) joue un réle majeur.
En dépit de plus de 20ans de publications décrivant des
protocoles standardisés et en justifiant 'utilisation, I’ICC
peine a devenir une technique de routine etsouffre d’un
manque de standardisation des méthodes [1,2]. Nous rap-
portons ici une revue pratique de U'ICC en résumant les
techniques applicables aux échantillons cytologiques les
plus couramment rencontrés : étalements sur lames, cytos-
pins, cytologie en milieu liquide et cytoblocs d’inclusion en
paraffine.

Les spécificités techniques de
’'immuno-cytochimie

Une des difficultés majeures qui limite la standardisation et
la généralisation de U'ICC est représentée par ’importante
diversité des échantillons et des préparations cytologiques
que l’on rencontre au sein des structures. Le matériel cyto-
logique peut parvenir sous forme d’étalements séchés a ’air
réalisés par le clinicien ou de liquides frais fixés ou non fixés
qui seront traités selon différents protocoles techniques
au laboratoire. La cytologie en milieu liquide bénéficie du
recueil dans un liquide spécifique, dont la nature est variable
puisqu’il existe plusieurs milieux liquides, et implique la
confection de lames selon les recommandations du fournis-
seur.

Le caractere limité des échantillons cytologiques ainsi
que la grande diversité des modalités de préparation des
lames sont autant de facteurs limitant la performance et
la reproductibilité de UICC. Enfin, la nature de certaines
préparations cytologiques n’autorise pas |’utilisation de cer-
tains anticorps spécifiques.

Etalements conventionnels

Dans la plupart des cas, les étalements sur lames sont réa-
lisés par le clinicien et la qualité des prélévements peut
donc étre variable et représenter un facteur limitant pour
U'ICC. Un prélevement non traumatique et un bon étale-
ment cytologique doivent étre assurés afin de conserver la
morphologie cellulaire et éviter la présence d’amas tridi-
mensionnels de cellules qui seront insuffisamment marqués
par UICC [3]. Les étalements trés hémorragiques peuvent
représenter un facteur limitant pour la qualité de UICC
en raison du bruit de fond important que cela peut géné-
rer, en particulier lors de Uutilisation d’une réaction avec
la peroxydase. Ce bruit de fond peut étre évité en utili-
sant la phosphatase alcaline et une plateforme automatisée
avec un anticorps secondaire lié a un polymere. C’est ainsi
que de bons résultats ont été rapportés sur des étalements
de sang périphérique et de moelle osseuse en utilisant
cette technique [4]. Sur le plan pratique, l'utilisation de
lames prétraitées afin d’augmenter ’adhérence est cru-
ciale pour éviter la perte des cellules durant les différentes
étapes de la technique. Les étalements non fixés, séchés
a Uair, peuvent poser probléme en ICC tant par le manque
d’immunomarquage que par les faux-positifs, comme cela
a été décrit notamment avec les anticorps dirigés contre
des protéines du cytosquelette [3]. Méme s’il a été rapporté
que les antigenes de surface peuvent étre détectés jusqu’a

trois a quatre jours apres la réalisation de ’étalement
en 'absence de fixation, il est admis que la fixation est
essentielle pour assurer la conservation des épitopes antigé-
niques. Le séchage a ’air d’étalements post-fixés avant I’ICC
peut également compromettre le résultat. Les méthodes de
fixation sont variables. Il peut s’agir d’une immersion dans
de la glutaraldéhyde a 0,05%, dans de l’acétone, des fixa-
teurs a base d’alcool ou de formol ou bien de U utilisation de
sprays fixateurs. La glutaraldéhyde et les fixateurs en spray
ont été préférés par certains auteurs dans la mesure ou ils
ne modifient pas les protéines de surface des cellules [3],
alors que d’autres ont critiqué les sprays fixateurs car ils ne
conviennent pas systématiquement pour la fixation de tous
les épitopes antigéniques [5].

L'ICC peut étre réalisée avec succés sur des lames
blanches non colorées, colorées au Papanicolaou ou apres
décoloration [6]. En comparant I’ICC réalisée sur des lames
blanches et sur des lames de Papanicolaou décolorées, des
résultats équivalents ou supérieurs ont été obtenus dans 84 %
des cas sur les lames décolorées. Des résultats similaires
peuvent étre attendus quand U'ICC est réalisée directe-
ment sur des lames colorées au Papanicolaou. Toujours dans
l’étude d’Abendroth et al. [6], il n’y avait pas de différence
de résultat entre des lames fixées et des lames séchées a
U’air. Les échantillons difficiles a interpréter en ICC en raison
d’un bruit de fond lié a de la nécrose ou a un fond richement
protéique bénéficient de meilleurs résultats quand U’'ICC est
pratiquée a partir de lames colorées au Papanicolaou ou bien
décolorées [6]. La réhydratation des lames dans des alcools
et la décoloration dans des bains d’alcool-acide permettent
I’élimination du fond protéique. Il est intéressant de noter
que méme si cette technique permet de réduire le bruit de
fond, la positivité peut étre relativement focale et nécessite
une attention particuliére pour U'interprétation des lames.

Des techniques de transfert de cellules ont été utilisées
afin de permettre 'utilisation de plusieurs anticorps quand
trop peu de matériel est disponible [7]. Les lames représen-
tatives avec une dispersion cellulaire relativement correcte
peuvent étre recouvertes avec un milieu de recouvrement
liquide qui, une fois durci, peut étre découpé avec un cou-
teau de diamant. Ces échantillons sont alors montés sur des
lames individuelles a des fins d’ICC. Méme si cette méthode
est laborieuse et nécessite plusieurs étapes pour réaliser des
lames supplémentaires, elle est considérée comme trés peu
coliteuse et posséde |’avantage de générer plusieurs lames
avec une perte minimale de cellules tout en préservant la
morphologie cellulaire et la réactivité antigénique. Indépen-
damment de ces applications en ICC, le transfert de cellules
peut étre utile pour réparer des lames abimées [8]. Ce trans-
fert peut également représenter une technique intéressante
afin de limiter le volume d’anticorps nécessaire pour recou-
vrir une lame entiére. Des résultats d’ICC identiques a ceux
obtenus a partir de cytoblocs d’inclusion en paraffine ont
été ainsi rapportés [9].

Des étalements directs réalisés a partir du culot cellulaire
recueilli aprés centrifugation de liquide frais présenteront
de meilleurs résultats dans la mesure ou le laboratoire
controle toutes les étapes de la confection et de la fixation
des lames.

Cytospins

Du matériel frais (épanchements des séreuses, ponctions de
kystes, liquides céphalorachidiens. . .) ou fixé (urines) envoyé
au laboratoire peut étre traité avec la technique en cytos-
pin. La plupart des études immuno-cytochimiques sur lames



Download English Version:

https://daneshyari.com/en/article/4128279

Download Persian Version:

https://daneshyari.com/article/4128279

Daneshyari.com


https://daneshyari.com/en/article/4128279
https://daneshyari.com/article/4128279
https://daneshyari.com

