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RÉSUMÉ

Afin d’évaluer avec précision la prolifération cellulaire dans un tissu ou un organe, on emploie couram¬
ment la cytofluorimétrie en flux ainsi que les techniques autoradiographiques, qui permettent d’obtenir
des informations sur le nombre de cellules en phase S et par conséquent en prolifération.
Récemment, de nouvelles techniques non autoradiographiques ont été mises au point pour l’identification
des cellules en prolifération. Ces techniques exploitent l’incorporation de la 5-bromo-2’déoxyuridine
(BrdUrd), analogue de la thymidine, dans le DNA en voie de duplication. Ces techniques utilisent un anti¬
corps monoclonal dirigé contre la BrdUrd pour évaluer l’incorporation de cette dernière dans les cellules
en phase S. L’emploi de cet anticorps en immunocytochimie permet une facile identification « in situ », sur
des coupes de tissu, des cellules en prolifération.
Nous avons utilisé ce procédé immunocytochimique pour repérer et identifier les cellules en prolifération
dans la dent et dans d’autres organes de la cavité buccale du rat nouveau-né, organes qui sont donc encore
en cours de développement. Nous estimons que la technique utilisée dans cette recherche peut constituer,
par sa précision et sa simplicité, un instrument valable pour l’étude de la prolifération cellulaire ainsi que
de la différenciation cellulaire dans les tissus de la dent et de la cavité buccale, aussi bien dans le domaine
de l’organogenèse que dans celui de la pathologie tumorale.
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SUMMARY

Flow cytometry and autoradiography are extensively used for the évaluation of the number of cells in
S-phase in order to study the proliférative activity within tissues and organs. The recent development of a
monoclonal antibody against 5-bromo-2’deoxyuridine (BrdUrd), a nonradioactive thymidine analogue
that is incorporated within DNA-synthetizing cells, allows the immunochemical détection of proliferating
cells. The use of this antibody allows an immunocytochemical détection of proliferating cells « in situ » on
tissue sections.
We hâve applied this new technique for the identification of proliferating cells within the tooth and other
organs of rat mouth during development. We believe that this technique, for its précision and simplicity,
may be a powerful tool for studying the citokinetic and the différentiation of normal and neoplastic cells
within the mouth as well as in other districts of the body.
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INTRODUCTION

L’étude du potentiel de prolifération des cellules
appartenant à des tissus normaux et pathologiques
peut être également une source d’information con¬
cernant le processus de différenciation cellulaire.
Les techniques le plus couramment utilisées jusqu’à
maintenant sont la cytométrie en flux et l’autoradio-
graphie. La possibilité d’avoir actuellement à notre
disposition un anticorps monoclonal spécifique pour
la 5-bromo-2’ déoxyuridine (BrdUrd), analogue non
radioactif de la thymidine, incorporé dans les cellules
en train de multiplier leur DNA, est à la base d’une
nouvelle technique pour l’étude de la prolifération
cellulaire dans un tissu (Gratzner, 1982; Dolbeare et
coll., 1983; Dean et coll., 1984). Comme on le sait, en
effet, le nombre de cellules qui se trouvent dans la
phase S du cycle cellulaire est un indice digne de foi
pour évaluer le potentiel de croissance d’un tissu.
L’application de l’anticorps anti-BrdUrd en immu¬
nocytochimie permet, en outre, d’identifier «in
situ», sur des coupes de tissu, des cellules qui ont
incorporé la BrdUrd et qui, par conséquent, sont en
prolifération (Harms et coll., 1986; Morstyn et coll.,
1986; de Fazio et coll., 1987; Casasco et coll., 1988
a, b).
Ce travail présente les résultats obtenus en utilisant
une nouvelle technique immunocytochimique pour
l’étude de la prolifération cellulaire dans certains tis¬
sus de la cavité buccale du rat pendant le dévelop¬
pement.

MATERIEL ET METHODES

Des rats nouveau-nés de souche Wistar ont été sacri¬
fiés deux heures après leur avoir administré la
5-bromo-2’déoxyuridine (BrdUrd) par voie périto¬
néale. Les mandubules ont été prélevées, fixées dans
un formol tamponné et incluses en paraffine. Parmi
les coupes de 5 [xm d’épaisseur qui ont été ensuite
préparées, certaines ont été traitées pour l’identifica¬
tion immunocytochimique de la BrdUrd, d’autres,
adjacentes aux précédentes, ont été colorées avec

hématoxyline et éosine.
Le procédé immunocytochimique pour mettre en
évidence la présence de BrdUrd dans les coupes de
tissu a déjà été décrit en détail (Harms et coll., 1986;
de Fazio et coll., 1987; Casasco et coll., 1988 a, b); le
processus immunoenzymatique employé dans notre
recherche prévoit l’utilisation du système
streptavidine-biotine et de la peroxydase pour révéler
les sièges de la réaction entre BrdUrd et l’anticorps
spécifique. Les coupes déparaffinées ont été d’abord

traitées avec une solution aqueuse de peroxyde
d’hydrogène à 3%, afin d’inhiber les activités de la
péroxydase endogène, puis placées dans une solution
de 3N de HCl, afin de rendre la BrdUrd accessible à
l’anticoprs spécifique (Moran et coll., 1985). On a
procédé ensuite à la digestion par la pepsine et, par la
suite, à l’incubation, pendant une nuit, à 4 degrés
centigrades, avec l’anticorps monoclonal anti-
BrdUrd (Becton Dickinson, Mountain View, CA)
dilué 1:40 en solution tampon. Après lavage, les pré¬
parations ont été mises en incubation avec un anti¬
corps dirigé contre l’anticorps primaire marqué avec
la biotine (Vector Laboratories, Burlingame, CA),
pendant une heure à température ambiante et succes¬
sivement avec des complexes formés de streptavidine
biotinylée et de peroxydase (Amersham Internatio¬
nal, Amersham, U.K.). Les coupes ont été enfin pla¬
cées dans une solution de 3.3’ diaminobenzidyne à
0.03%, à laquelle on a ajouté, juste avant l’emploi, du
péroxyde d’hydrogène (0.02% en eau v/v).

RESULTATS

L’incorporation de la BrdUrd est révélée par la pré¬
sence du produit de la réaction immunocytochimi¬
que de couleur marron, dans les noyaux des cellules
en phase S.
Dans le germe dentaire au stade de cloche, nous pou¬
vons observer de nombreuses cellules immunoréacti-
ves (fig. 1). Dans le contexte de la composante épi¬
théliale de la dent, nombreuses sont les cellules de
l’épithélium interne de l’organe de l’émail, disposées
dans la partie inférieure de la cloche, qui se trouvent
en phase S; le nombre de cellules immunoréactives de
l’épithélium interne diminue à mesure qu’on s’élève
vers le haut de la cloche. Toutefois, dans la zone de
l’interface épithélio-mésenchymateuse, dans laquelle
une couche de dentine s’est déjà formée — c’est-à-dire
dans la partie la plus haute de la cloche — on peut
encore distinguer certaines cellules de l’épithélium
interne colorées par la réaction immunocytochimi¬
que (fig. 2). Des cellules en phase de synthèse du
DNA sont présentes dans l’épithélium externe de
l’organe de l’émail, surtout dans la zone à proximité
de l’épithélium de la cavité buccale (fig. 3); leur nom¬
bre est cependant inférieur à celui des cellules immu¬
noréactives de l’épithélium interne. Alors que le réti¬
culum étoilé montre peu de cellules en phase S, la
couche intermédiaire en est particulièrement riche.
Dans cette couche, l’immunoréactivité est localisée
de façon analogue à ce qui a été observé dans l’épithé¬
lium interne; les cellules positives à la réaction sont

par conséquent nombreuses dans la partie basse de la
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cloche et en nombre réduit dans la partie haute (figs.
1, 2). En ce qui concerne la pulpe en voie de forma¬
tion, les cellules immunoréactives sont nombreuses,
surtout dans la partie la plus périphérique de la por¬
tion inférieure de la cloche et, dans la couche subo¬
dontoblastique, dans la portion supérieure. Un petit
nombre de préodontoblastes est immunoréactif,
alors qu’aucun odontoblaste sécréteur ne se trouve
en phase S. De nombreuses cellules d’aspect
mésenchymateux, qui constituent le sac dentaire,
sont immunoréactives (figs. 1, 2). La langue, au cours
de cette phase de son développement, apparaît riche
en cellules en prolifération, disposées de façon appa¬
remment fortuite dans le contexte de la composante
musculaire (fig. 4).
Des cellules en état de prolifération sont reconnaissa¬
bles aussi dans le conduit de la glande sublinguale et
dans la paroi des gros vaisseaux qui courent en des¬
sous de la langue (fig. 4).
De nombreuses cellules immunoréactives sont pré¬
sentes, en outre, dans la couche basale des épithé¬
liums de revêtement du plancher de la bouche et de la
langue.
Les cellules immunoréactives, reconnaissables dans le
contexte des cartilages mandibulaires, sont rares, tan¬
dis que dans l’os en voie de formation, le contigent
cellulaire qui se trouve en phase S du cycle, apparaît
important (fig. 4).

DISCUSSION

La technique immunocytochimique utilisée ici four¬
nit des images d’une extrême clarté et, comparée aux
techniques autoradiographiques, se révèle d’une
application plus facile, tout en fournissant des résul¬
tats superposables (de Fazio et coll., 1987; Schuttle et
coll., 1987).
En ce qui concerne le germe dentaire, les études auto¬
radiographiques effectuées pour mieux définir la
croissance de la dent sont nombreuses (Messier et
Leblond, 1960; Chiba et coll., 1967; Robins, 1967;
Zajicek et Bar-Lev, 1971, Osman et Ruch, 1976, 1978;
Smith et Warshawsky, 1975, 1977). Plus spéciale¬
ment, les résultats que nous avons obtenus avec la
méthode immunocytochimique sont comparables à
ceux fournis par Smith et Warshawsky (1975) avec
l’autoradiographie dans l’incisive du rat, en tenant
compte cependant du fait que cette dernière est une
dent à croissance continue, à la différence de la
molaire.

Nos images montrent comment, dans certains orga¬
nes, au cours de leur développement, il existe des

zones dans lesquelles les processus de prolifération
sont particulièrement actifs, contrairement à d’autres
zones où les cellules en phase S sont peu nombreuses
et dispersées apparemment au hasard.
Il est en outre possible de reconnaître des tissus ou
des portions d’organes à faible activité de proliféra¬
tion, comme par exemple le réticulum étoilé. L’ab¬
sence d’éléments immunoréactifs dans la couche des
odontoblastes sécréteurs indique que ces cellules ne
sont plus susceptibles de division, à la différence des
préodontoblastes, qui se montrent parfois colorés
par la réaction immunocytochimique. Nos résultats,
obtenus avec la technique immunocytochimique
pour l’identification de la BrdUrd, sont en parfait
accord avec les résultats obtenus par d’autres auteurs
au moyen de l’autoradiographie (Robins, 1967). Les
liens entre le potentiel de prolifération et les proces¬
sus de différenciation sont connus. Le potentiel de
prolifération d’une souche cellulaire peut donc repré¬
senter un indice valable quant au degré de différencia¬
tion atteint par la souche cellulaire elle-même; c’est
précisément le cas des odontoblastes, cellules qui,
lorsqu’elles atteignent leur complète maturation
(coincidant avec le commencement de leur activité
secrétoire), ne se trouvent jamais en phase S.

Les informations concernant le potentiel de prolifé¬
ration d’un tissu peuvent avoir une certaine impor¬
tance pour mieux comprendre la dynamique des pro¬
cessus de guérison des blessures ou pour évaluer la
réelle capacité d’un organe à répondre à certains sti-
muli spécifiques (par exemple médicaments ou sti-
muli mécaniques).

Initialement, les méthodes qui prévoient l’emploi de
la BrdUrd et l’identification de cette substance avec

un anticorps, ont été utilisées pour l’étude de proces¬
sus pathologiques de nature néoplasique, dans le but
d’obtenir des informations concernant le comporte¬
ment biologique des cellules qui constituent la
tumeur. Il a été en effet possible d’étudier «in vivo»,
chez l’homme, les caractéristiques, du point de vue
du potentiel de prolifération, de certaines tumeurs,
en administrant la BrdUrd directement au patient,
cette substance apparaissant relativement peu toxi¬
que (Hoshino et coll., 1985; Wilson et coll., 1985;
Danova et coll., 1987). Il est probable que ce procédé
est utile, non seulement pour approfondir les con¬
naissances sur l’activité tumorale en général, mais
aussi pour déterminer la sensibilité d’une tumeur par¬
ticulière à la thérapie pharmacologique et à la radio-
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Fig. 1: germe dentaire de la première molaire inférieure du rat
nouveau-né. Les noyaux des cellules qui ont incorporé la BrdUrd
paraissent sombres. EB: épithélium buccal; LD: lame dentaire;
EE: épithélium externe de l’organe de l’émail; PE: pulpe de
l’émail; SI: stratum intermedium; El: épithélium interne de
l’organe de l’émail; PD: papille dentaire. 77 x.
Fig. 1 : First lower molar tooth germ of newbom rat. The nuclei of
the cells that incorporated BrdUrd appear dark in the figure. EB: buc¬
cal epithelium; LD: dental lamina; EE: enamel organ outer epithe¬
lium; PE: stellate réticulum; SI: stratum intermedium; El: enamel
organ inner epithelium; PD: dental papilla. Magn. 77 x.

Fig. 2: Détail à plus fort grandissement de la fig. 1.
El: épithélium interne de l’organe de l’émail; D: dentine; PD:
papille dentaire. 465 x.
Fig. 2: Part offig. 1 is shown at higher magnification.
El: enamel organ inner epithelium; PD: dental papilla. Magn.
465 x.

Fig. 3: Détail à plus fort grandissement de la fig. 1.
EB: épithélium buccal; LD: lame dentaire; EE: épithélium
externe de l’organe de l’émail; PE: pulpe de l’émail. 204 x.
Fig. 3: Part offig. 1 is shown at higher magnification.
EB: buccal epithelium; LD: dental lamina; EE: enamel organ outer
epithelium; PE: stellate réticulum. Magn. 204 x.

Fig. 4: Les noyaux immunoréactifs sont reconnaissables dans
d’autres tissus aussi: dans le tissu musculaire de la langue (L);
dans l’épithélium des conduits glandulaires (CG); dans le tissu
osseux en voie de formation (Os). C: cartilage. 126 x.
Fig. 4: Immunoreactive nuclei are détectable within tongue muscles
(L), epithelium of a gland duct (CG) and in developing bone (Os).
C: cartilage. Magn. 126 x.
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thérapie. A ce jour, à notre connaissance, aucune
recherche prévoyant l’emploi de la BrdUrd pour
marquer les cellules en train de proliférer n’a été faite
sur les tumeurs de la sphère bucco-pharyngienne,
bien que de tels processus néoplasiques soient sou¬
vent traités par radiothérapie.
En conclusion, il nous semble que la BrdUrd repré¬
sente une technique valable pour l’étude de la déter¬
mination de l’état de différenciation des tissus nor¬

maux et pathologiques. Elle permet, de façon simple
et précise, de localiser les zones de croissance de cer¬
tains organes du rat nouveau-né au cours du dévelop¬
pement de son système odontostomatognathique.
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