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RÉSUMÉ

Le chlorydrate de N-N’ diéthyl-pseudoisocyanine permet l’étude des chromosomes humains
mitotiques et méiotiques aussi bien en lumière monochromatique qu’en fluorescence. Couplé avec
certains prétraitements et des techniques telles que la dénaturation thermique ménagée, la déna-
turation par la formamide, l’incorporation de 5-BUDR, il met en évidence des bandes extrême-
ment nettes sur les chromosomes. Les tests cytochimiques pratiqués indiquent que la réaction
à la pseudoisocyanine présente une certaine spécificité pJur l’ADN mais sans exclure totalement
le rôle de certaines protéines.

De nombreux fluorochromes ont été préconisés pour la mise en évidence de bandes
sur les chromosomes humains. Ils présentent tous le double inconvénient d’un pâlisse-
ment rapide sous irradiation ultra-violette, et de la nécessité d’une exploration immé-
diate des préparations, leur conservation étant pratiquement impossible.

Il n’en est pas de même pour le chlorydrate de diéthyl-pseudoisocyanine dont
l’affinité pour la chromatine a été décrite par S’rExsa (1963). Il présente la formule
suivante :

La pseudoisocyanine est de teinte rouge à l’état de monomère et prend une cou-
leur métachromatique violacée lorsqu’elle se polymérise au contact de fonctions
acides.



SCHÂFFNER (1968) a montré que dans certaines conditions d’utilisation elle

colore assez spécifiquement l’ADN en se polymérisant au contact des groupements
phosphate. C’est en partant de cette donnée que nous avons été amenés à utiliser
la pseudoisocyanine pour l’étude des chromosomes humains, après incorporation
de 5-BUDR (5-Bromodéoxyuridine), après traitement des chromosomes par dénatu-
ration thermique ménagée ou par dénaturation par la formamide (STAHI, et VAGNER-
CAPODANO, I974 ; VAGN!R-CAPODANO et STAHI,, IC!74).

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Des cultures de lymphocytes humains ont été faites selon la microtechnique de DE GROUCHY
(1964).
- Dans certaines d’entre elles, du 5-BUDR a été introduit de façon à obtenir une concentra-

tion finale de 200 [J.g/m1 de milieu, 7 heures à 12 heures avant l’arrêt de la culture (DUTRILLAUX,
1973).

- Le traitement par dénaturation thermique a été réalisé selon la technique de DUTRILLAUX
et LEJEUNE (1971).
- Des préparations ont été traitées durant i heure par la formamide utilisée à la concentra-

tion de 50 p. 100 dans du 2 x SSC (sodium saline citrate) à 65°C.
Ces divers prétraitements ont tous été suivis d’une coloration par la pseudoisocyanine dans

les conditions préconisées par STERSn (1963) et STEiesA et SCHÂFFNFR (1965).
Il est procédé d’abord à une méthylation des préparations pendant 5 à 7 heures à 40°C dans

une solution formée de 100 ml de méthanol absolu et de 3 ml de SO.H.. Elle est suivie d’une oxyda-
tion durant trois minutes par un mélange fraîchement préparé, formé de 8 parties d’eau distillée,
une partie de S04H2 à 5 p. 100 et une partie de KMn04 à 2,5 p. ioo. Les lames sont ensuite rincées

à l’eau distillée, puis blanchies pendant 15 secondes dans l’acide oxalique à 3 p. 100 et enfin

rincées à l’eau distillée puis à l’eau courante durant dix minutes. La coloration à la pseudoiso-
cyanine est réalisée durant environ 14 heures dans une solution à 25 mgpour Ioo ml d’eau dis-
tillée à l’obscurité et à une température de 4°C. Les lames peuvent être ensuite montées dans le
colorant lui-même et lutées au vernis. Nous avons essayé différents procédés pour rendre ces pré-
parations permanentes. Nous avons constaté que l’huile de Rhodorsil (1) permet une conserva-
tion des lames sans que la coloration ni la fluorescence ne soient altérées.

L’observation des préparations peut se faire :

- soit en lumière ordinaire avec interposition d’un filtre monochromatique de 576 nm
de longueur d’onde. Le contraste de phase est inutile ;

- soit en lumière ultra-violette : les chromosomes présentent alors une fluorescence
jaune très brillante.

OBSERVATIONS

Sur les préparations obtenues après incorporation de 5-BUDR et coloration à

la pseudoisocyanine, les chromosomes présentent, en lumière monochromatique
comme en fluorescence, des bandes rappelant par leur localisation le système des
bandes R ; mais en fluorescence il semble qu’il y ait une meilleure définition qu’avec
l’orange d’acridine, et de plus, des sous-bandes sont apparentes (Pl. I, fig. I a-b).

Après dénaturation thermique et coloration à la pseudoisocyanine les bandes R
apparaissent avec une grande netteté en lumière monochromatique et avec une
grande brillance en lumière ultra-violette (Pl. I, fig. I c-d).

(l) Huile 641. V zoo RIiôr!e-Poti!ei!c.



Après prétraitement par la formamide la coloration par la pseudoisocyanine
semble donner une meilleure définition des bandes R en lumière monochromatique
qu’en fluorescence (Pl. I, fig. i e-f).

Nous avons entrepris une étude cytochimique de la réaction de la pseudoisocya-
nine pour tenter d’identifier les substances colorées par ce fluorochrome. Ces tests
ont été pratiqués sur des préparations n’ayant subi aucun prétraitement (tabl. i).

Après ribonucléase, la coloration à la pseudoisocyanine persiste (Pl. II, fig. 2 a)
alors qu’elle est négative par l’action de la désoxyribonucléase (Pl. II, fig. 2 b) ; dans
ce cas les chromosomes ne sont plus colorés ; leur « fantôme » peut être retrouvé en
contraste de phase.



L’acide trichloracétique utilisé à des temps très courts réduit l’intensité de la
coloration par la pseudoisocyanine, et la fait disparaître comme dans le cas de la
désoxyribonucléase, lorsqu’il agit plus longtemps.

A certaines températures et pour des temps déterminés l’hydrolyse par l’acide
chlorhydrique laisse la coloration intacte tant que l’ADN n’est pas altéré.

La coloration par la pseudoisocyanine persiste après traitement par différentes
enzymes protéolytiques : pepsine, trypsine, pronase. Cette constatation n’est pas
favorable à un rôle des protéines, en particulier des histones, dans la coloration des
chromosomes par la pseudoisocyanine. Toutefois pour STERBA et SCHAFFNER il ne

faut pas exclure totalement le rôle des protéines en particulier celles portant des grou-
pements - SH et - SS dans la réaction de coloration par la pseudoisocyanine.

Le résultat de ces tests permet d’attribuer à la pseudoisocyanine une certaine
spécificité pour l’ADN. Cette spécificité n’atteint pas celle de la réaction de Feulgen
mais la coloration par la pseudoisocyanine est plus sensible que cette dernière et
permet la détection de faibles quantités d’ADN. Son utilisation dans les ovocytes
humains fournit des images d’une grande finesse lorsque les chromosomes commencent
à se déspiraliser au stade diplotène de la méiose (Pl. III, fig. 3 a-b).

La pseudoisocyanine se prête à un grand nombre de techniques de bandes. Dans
tous les cas les préparations peuvent être examinées en lumière ultra-violette. Elles
présentent une fluorescence intense qui résiste très longtemps à l’irradiation contrai-
rement aux autres fluorochromes. Ceci permet une étude à la fois prolongée et renou-
velée des préparations et offre l’avantage de pouvoir utiliser une émulsion à grain
très fin pour la microphotographie.

Cette fluorescence, en outre, persiste durant plusieurs mois lorsqu’on conserve
les préparations au froid, à l’abri de la lumière. Les lames peuvent être colorées si
cela est nécessaire au bout d’un certain temps, elles retrouvent alors leur aspect initial.
La coloration métachromatique n’étant pas altérée après irradiation, il est possible
de réexaminer les lames en lumière ordinaire sans contraste de phase, simplement
avec un filtre ou un monochromateur à une longueur d’onde de 576 nm.

Ces propriétés confèrent à la pseudoisocyanine une place de choix parmi les
techniques utilisées pour l’étude des chromosomes.

Colloque D. G. R. S. T., Biologie de la Pyocvéation.
Paris, 7-8 mars 19i5.
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SUMMARY

THE STAINING OF HUMAN CHROMOSOMES WITH PS!UDOISOCYANINCHI,ORIDE

The chlorydrate of N-N’ diethyl-pseudoisocyanine allows the study of mitotic and meiotic
human chromosomes as well in monochromatic light as in fluorescence. Joined with some pre-
treatments and methods such as heat denaturation, formamide denaturation, and 5-BUDR



incorporation, the pseudoisocyanine shows typical banding on the chromosomes. Cytochemical
tests indicate that the pseudoisocyanine reaction shows some specificity for DNA but the role of
some proteins cannot be excluded.
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