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SOMMAIRE

La méthodologie employée pour approfondir les connaissances des propriétés
organisationnelles et fonctionnelles des cellules revét une importance primordiale. Ce
sont les outils techniques et leurs raffinements qui permettent de pousser plus loin les

investigations sur les roles spécifiques joués par chacun des organelles cellulaires.

Notre étude porte sur l'amplification des signaux immunocytochimiques en
microscopie. Le but ultime du développement des méthodes immunocytochimiques

est la visualisation d'une seule molécule antigénique a un site particulier.

Un compartiment cellulaire peut étre constitué de milliers de protéines
différentes possédant des réles essentiels. Toutefois, la quantité de ces protéines varie
grandement et les méthodes immunocytochimiques conventionnelles ne permettent
~ pas toujours de détecter des constituants présents en trés faibles quantités. C'est
pourquoi un grand nombre de recherche a été mené afin d'améliorer la sensibilité des

techniques d'immunocytochimie.

Nous nous sommes intéressés & une nouvelle approche qui permet d'amplifier
de facon significative les immunomarquages en microscopie optique. L'approche
d'amplification du signal par la tyramine ou CARD (Catalyzed Reporter Deposition),
est basée sur I'habileté de la peroxydase de raifort (HRP) a catalyser la condensation
oxydative de dérivés phénoliques, comme la biotinyl- ou la fluorescein-tyramide, sur
une surface arborant des complexes antigéne-anticorps biotinylés. Cette accumulation
de tyramine conjuguée & des indicateurs permet de détecter un site antigénique avec

plusieurs marqueurs.

Au cours de nos études sur l'amplification, nous avons modifié et mis en
pratique I'approche CARD pour la localisation ultrastructurale d'antigénes. Dans un

premier temps, l'application du protocole de biotinyl-tyramide a engendré des
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filaments denses aux électrons qui ont permis de révéler divers antigénes avec une
haute résolution. Ce nouveau type de produit de réaction n'a toutefois pas permis

d'analyser les résultats de fagon quantitative.

Nous avons donc changé notre approche pour introduire le marqueur a lor
colloidal dans ce protocole d'amplification. Nous avons construit de nouvelles sondes
tyramide-indicateur permettant de combiner la méthode CARD a celle de I''mmuno-or
colloidal. La quantification des résultats obtenus avec les systémes CARD/biotinyl-
tyramide (ou biotinyl-LC-LC-tyramide)/streptavidine-or, CARD/tyramide-albumine-
or et CARD/tyramide-IgG/protéine A-or a montré que l'intensité du marquage était
augmentée de 4 a 13 fois par rapport a la technique de protéine A-or conventionnelle.
La méthode utilisant la sonde tyramide-IgG a montré la plus forte augmentation du
signal avec un facteur d'amplification de 13. De plus, l'analyse de la résolution du

marquage a démontré qu'en dépit de l'amplification la résolution demeure trés bonne.

En dernier lieu, nous avons introduit un nouveau substrat de 'HRP conjugué a
des amas d'or ultrapetits (Nanogold). Le protocole CARD-Nanogold réunis trois
éléments d'amplification: la déposition catalytique de substrats par 1I'HRP, les
particules de Nanogold et I'amplification a I'argent. Cette combinaison a donné lieu a

des immunomarquages améliorés, trés sensibles et intenses.

Ces nouveaux protocoles ont engendré des marquages spécifiques ayant la
résolution des marqueurs a l'or, avec la possibilité d'évaluation quantitative. Donc une
fois "associée, les techniques CARD et immuno-or géncrent un signal amplifié,

spécifique et sensible qui combine les avantages des deux approches.

Mots clés: Immunocytochimie, Amplification du signal, Microscopie €électronique,
Catalyzed reporter deposition (CARD), Or colloidal
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1. INTRODUCTION

Notre niveau de compréhension de la composition chimique des cellules et de
l'organisation tissulaire évolue en méme temps que de nouvelles approches d'études
apparaissent. L'analyse biochimique d'un constituant tissulaite demande qu'il soit
isolé sous la forme la plus pure possible. Celui-ci peut alors €tre représenté sous
forme de bandes sur un gel d'électrophorése ou en fractions sur un gradient de densité.
Beaucoup de détails trés importants sur la composition des substances analysées sont
obtenus de cette maniére. Toutefois, 1'état fonctionnel des molécules biologiques
complexes est le résultat de relations spatiales spécifiques et, sous sa forme purifiée,
un élément cellulaire est trés éloigné des interactions spatiales qu'il a occupées in situ,
avant son isolation. Il est donc nécessaire de corréler les résultats des études
biochimiques avec ceux dérivés des études morphologiques pour comprendre les
relations structure-fonction a l'intérieur d'une cellule ou dun tissu. L'approche
principale pour définir les propriétés fonctionnelles des cellules est de connaitre la
nature chimique des structures cellulaires et d'assigner des sites particuliers aux
composantes biologiques spécifiques. Tel est le but de l'histochimie qui permet en
quelque sorte d'établir «l'image chimique» des tissus et des cellules au niveau
microscopique. Depuis l'invention de la «micro-chimie» par Raspail en 1826, les
techniques cytochimiques sont passées par : 1) l'utilisation de centaines de colorations
spécifiques, directement dérivées de la chimie pure, pour révéler plusieurs familles de

constituants cellulaires, 2) l'autoradiographie qui repose sur le marquage de



composantes cellulaires par l'incorporation de précurseurs métaboliques radioactifs,
3) la cytochimie enzymatique qui fait appel a l'activité lytique de certaines enzymes
sur leur substrat, 4) I'immunocytochimie qui permet 1’identification d’un constituant
cellulaire in situ a P’aide des réactions antigéne-anticorps spécifiques et 5)
I'hybridation ir situ qui permet de localiser les acides nucléiques dans leur

environnement naturel a I'aide de sondes d'ADN et d'ARN complémentaires.

L’immunocytochimie comprend un trés grand nombre de techniques qui
utilisent des anticorps spécifiques pour localiser divers antigénes a I'intérieur d’un
tissu ou d’une cellule particuliére. La localisation s’effectue ultimement par le
marquage - directe ou indirecte - des complexes antigéne-anticorps avec un marqueur
qui peut étre visualisé en microscopie optique et/ou électronique. L’évolution de ce
champ d’étude au cours des cinq derni¢res décennies reflete le besoin des chercheurs
et des cliniciens d’obtenir des résultats précis et toujours plus sensibles. Le nombre de
techniques disponibles pour localiser des antigénes spécifiques est grand et continu de
croitre. La majorité de ces méthodes peut étre divisée en plusieurs grandes catégories

basées sur le nombre d’étapes et sur le type de marqueur utilisé.



1.1 METHODES DIRECTES ET INDIRECTES

La méthode développée par Albert Coons et coll. en 1941 a été la premiére technique
d’immunochimie appliquée 4 la microscopie optique par fluorescence. Cette méthode,
appelée immunofluorescence directe, utilise un anticorps primaire conjugué a un
marqueur fluorescent pour la détection d’un antigene cellulaire spécifique.
Cependant, la faible sensibilité de détection des antigénes ainsi que le besoin de
marquer chaque anticorps primaire a rendu cette technique désuete dés 1’élaboration
de I'immunofluorescence indirecte par Coons (1956). Celui-ci a rapporté une
augmentation de la sensibilité par un facteur de 10 fois (Coons, 1956) et Pressman et
coll. (1958) par un facteur de 4 a 12 fois pour le passage de la méthode directe a

l'indirecte.

La méthode indirecte conventionnelle (en deux étapes) fait appel a des
anticorps primaires non marqués qui, aprés avoir lié un antigéne tissulaire, servent
eux-mémes d’antigénes pour des anticorps secondaires marques. Cette méthode
comporte plusieurs avantages. Premicrement, les anticorps primaires ne sont pas
soumis aux procédures de marquage qui peuvent réduire leur efficacité.
Deuxiémement, un petit groupe d’anticorps secondaires marqués (ex. anti-IgG de
lapin, anti-IgG de souris etc.) peut &tre utilisé pour détecter plusieurs anticorps
primaires de différente spécificite. Troisiémement, chaque anticorps primaire possede

plusieurs épitopes qui peuvent étre liés par les anticorps secondaires marqués. Ainsi



un plus grand nombre de marqueurs est associé & chaque site antigénique
comparativement & la technique directe. Cette amplification du signal offerte par
I’immunocytochimie indirecte (pour les techniques immunoenzymatiques) est de 4 a
5 fois supérieure a la méthode directe (Farr et Nakane, 1981; Larsson, 1988). Le
risque d’augmentation du marquage non spécifique ainsi que la perte de résolution
dans certaines applications de microscopie électronique font partie des désavantages
de la technique indirecte. En dépit de ces inconvénients les méthodes
immunocytochimiques indirectes ont été les plus populaires au cours des 30 dernicres
années. De plus, plusicurs modifications de ces méthodes ont €té introduites afin
d’augmenter la sensibilité! et lefficacité® de détection des complexes antigéne-

anticorps.

1.2 SYSTEMES DE DETECTION IMMUNOCYTOCHIMIQUES

1.2.1 Immunofluorescence

La méthode utilisant des anticorps conjugués a des marqueurs fluorescents
développée par Coons demeure encore trés utilisée pour la localisation de substances
cellulaires présentes en faibles quantités. Les techniques d’immunofluorescence
directes ou indirectes utilisent aujourd'hui une panoplie de fluorochromes qui
permettent la coloration simultanée de plusieurs antigénes ou une plus grande

sensibilité de détection des complexes antigéne-anticorps. L'isothiocyanate de

! La sensibilité est définie par la quantit¢ minimale d'antigéne pouvant é&tre détectée par une technique

immunocytochimique.
2 L'efficacité est définie comme étant la plus haute dilution de l'anticorps primaire avec laquelle il est possible de
démontrer un antigéne avec une intensité maximale. Source Petrusz et coll., 1980



fluorescéine (FITC), l'isothiocyanate de tétraméthylrhodamine (TRITC), le Texas red,
la 7-amino-4-méthylcoumarin-3-acide acétique (AMCA) et les cyanines Cy3 et Cy5,
etc. (Brandtzaeg, 1975; Naim, 1976; Khalfan et coll., 1986; Mujumdar et coll.,
1989,1993) sont parmis les plus utilisés en microscopie a fluorescence. Cependant, la
sensibilité de détection est limitée. Celle-ci est déterminée par le bruit de fond non
spécifique causé par 1’autofluorescence des tissus, la fluorescence induite par les
fixateurs et la fluorescence naturelle des objectifs du microscope, de I’huile a
immersion et des filtres optiques (Aubin, 1979; Jovin et Arndt-Jovin, 1989). Ces
désavantages peuvent étre éliminés par I’application de la technique de time-resolved
fluorescent microscopy (TRFM) (Zotikov and Polyakov, 1977; Seveus et coll., 1992;
Marriott et coll., 1991,1994; Verwoerd et coll,, 1994; Hennick et coll., 1996) qui
utilise des lanthanides fluorescents chélatés comme I’europium, le terbium ou le
samarium couplés a des réactifs immunospécifiques. L’excitation en pulse
(microsecondes) permet de distinguer les lanthanides fluorescents a longue-vie (1-
1000 ps) et d’éviter la lumiére fluorescente endogéne de courte-vie (< 100 ns). Un
complexe macromoléculaire de thyroglobuline, d’europium (Eu’") chélaté et de
streptavidine (SBMC) a été utilisé en dosage immunologique pour amplifier la
détection d'alpha-fetoprotéine. Une amplification de plus de 400 fois a celle obtenue
avec un anticorps conjugué a l'europium chélaté a été rapportée par Diamandis
(1991). Cette technique a aussi été appliquée avec succes en immunohistochimie et en
hybridation in situ par fluorescence (FISH) (Marriott et coll., 1994; Seveus et coll.,

1992,1994; de Haas et coll., 1996). D'autres marqueurs ayant ces qualités de



luminescence a retardement comme les métalloporphyrines sont utilisés en TRFM
(Hennick et coll., 1996; Savitski et coll., 1989). Un marquage phosphorescent de forte
intensité a été obtenu avec des complexes anticorps- ou streptavidine-platine-
porphyrine en hybridation in situ et en immunocytochimie lors de la détection de

sondes d'ADN, d'antigénes membranaires et d ARN 28S (de Haas et coll., 1997).

1.2.2 Méthodes immunoenzymatiques

En vue d'éviter l'utilisation de la microscopie & fluorescence et afin d'appliquer
I'immunocytochimie & la microscopie optique conventionnelle et a la microscopie
électronique, des tissus ont été immunomarqués avec des enzymes conjuguées & des
anticorps (Avrameas et Uriel, 1966; Ram et coll,, 1966; Nakane et Pierce,
1966,1967). Les méthodes d'immunocytochimie enzymatique utilisent les propriétés
des enzymes pour convertir leurs substrats spécifiques incolores en des produits
finaux colorés visibles au niveau microscopique. Ces enzymes permettent une
amplification des signaux immunologiques en catalysant la déposition d'un nombre
croissant de produits colorés aux sites antigene-anticorps lorsqu'ils sont mis en
présence d'une concentration non limitante de substrats. Parmi plusieurs enzymes, la
peroxydase de raifort (HRP), la phosphatase alcaline (AP), la glucose oxydase et la -

galactosidase ont été les plus employées (Van Oss, 1994).

L'enzyme la plus fréquemment utilisée est 'HRP a cause de son faible poids



moléculaire (40 KDa), de sa disponibilité, de son faible colit et de sa capacité
catalytique élevée. La méthode classique pour la détection de I'HRP repose sur la
technique du tétrahydrochlorure de 3,3'-diaminobenzidine (DAB) de Graham et
Karnovsky (1966). L'incubation dun tissu contenant I'HRP  (introduit
immunologiquement ou utilisé comme traceur de transport tissulaire intra ou
extracellulaire) dans un milieu tamponné contenant du DAB et du peroxyde
d'hydrogéne (H,0,) provoque la déposition d'un produit de réaction insoluble de
couleur brune. La réaction s'effectue par la formation d'un complexe entre I'HRP et
son substrat H,O, puis par la formation d'un second complexe avec un substrat
donneur d'électrons, dans ce cas-ci le DAB. Ce complexe se dissocie éventuellement
laissant 'enzyme intacte et le précipité brun insoluble formé du DAB oxyd¢ au site de
réaction spécifique (Sternberger, 1979). Plusieurs autres phénols aromatiques peuvent
servir de donneurs d'électrons et produire des précipités insolubles de différentes
couleurs. Les différents substrats de I'HRP permettent la localisation simultanée de
plusieurs antigénes (Tubbs et Sheibani, 1981; Nakane, 1968). De plus, l'ajout de
tétroxyde d'osmium au DAB oxydé permet de visualiser le produit de réaction,

devenue électron-dense, en microscopie électronique (Graham et Karnovsky, 1966).

A partir des travaux pionniers de Nakane et Pierce (1967), un nombre
impressionnant de procédures immunoenzymatiques différentes a été développé. La
méthode directe est possiblement la moins efficace des méthodes présentées sur la

figure 1 (Figure 1a). Elle est dérivée des techniques initiales utilisant des marqueurs



fluorescents et elle leur est comparable en terme de sensibilité (Avrameas, 1969a;
Nakane, 1968; Laurent et coll., 1980). Les méthodes indirectes ont I’avantage d’étre
plus sensibles puisqu’elles augmentent le nombre de molécules d’enzyme par site de
complexes antigéne-anticorps primaire. La méthode indirecte la plus simple (deux
étapes) utilise un anticorps primaire dirigé contre un antigéne spécifique, suivi par un
anticorps secondaire, dirigé contre 1’anticorps primaire, conjugué & I'HRP (Figure
1b). Cette méthode, comme pour la méthode directe, est dérivée des études utilisant
les anticorps marqués & des fluorescents et elle leur est aussi équivalente en terme de
sensibilité (Avrameas, 1969a; Nakane, 1968). Cette technique nécessite le couplage
chimique des enzymes aux anticorps et ceci peut affecter 1'immunospécificité ou
I'activité de l'enzyme conjuguée. D'autres méthodes sont rapidement venues ameéliorer

la sensibilité tout en évitant la conjugaison covalente des marqueurs.

Plusieurs groupes dont Mason et coll. (1969) et Avrameas (1969b) ont décrit
la méthode enzyme bridge qui s'effectue en quatre étapes (Figure 1c). Cette méthode
implique la formation d'un pont entre un anticorps primaire et un anticorps anti-
peroxydase de la méme espece a l'aide d'un anticorps anti-immunoglobuline. Par la
suite la peroxydase soluble est ajoutee, se lie a I'anti-peroxydase et peut étre utilisée
pour localiser l'antigéne qui réagit avec l'anticorps primaire. Cette approche a été
modifiée par l'utilisation du complexe peroxydase-anti-peroxydase (PAP) introduit
par Sternberger et coll (1970). Cette approche en trois étapes a représenté un

avancement majeur en immunocytochimie lors de son apparition (Figure 1d). Cette



technique ne requiert pas l'addition séquentielle d'anti-peroxydase et de peroxydase
comme dans la méthode d'enzyme bridge. La troisiéme étape de cette technique

repose sur l'addition d'un complexe peroxydase-anti-peroxydase préformé, dans

a) Méthode directe

L
\V4
3

c) Ezyme bridge d) Peroxydase-anti-peroxydase (PAP)

Figure 1. Méthodes immunocytochimiques directe (a) et indirectes (b,c,d).
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lequel l'anticorps anti-HRP est de la méme espéce que l'anticorps primaire.

La caractérisation des complexes PAP a montré qu'ils étaient cycliques et que chaque
complexe consistait en deux anticorps anti-HRP liant trois molécules d'HRP
(Sternberger, 1979 ; Sternberger et coll., 1970). La liaison des complexes PAP aux
sites de réaction anticorps primaire-antigéne augmente le rapport d'HRP par site
antigénique produisant ainsi une plus grande quantité de produit de réaction, et donc,
augmente la sensibilité de la réaction. Des comparaisons avec l'immunofluorescence
indirecte ont montré que la méthode PAP était de 100 a 1000 fois plus efficace en
terme de dilutions d'antisérum primaire (Sternberger et coll., 1970). D'autres études
faites en microscopie électronique montrent que la méthode de PAP posséde une
efficacité de détection supérieure a la technique d'immunoperoxydase indirecte de
méme qua la technique de dosage immunologique utilisant des radio-isotopes
(Moriarty et coll., 1973; Parsons et Erlandsen, 1974; Hinton et coll.,, 1973;
Sternberger, 1979; Tougard et coll., 1979). Toujours afin d'améliorer la sensibilité et
l'efficacité de l'immunoperoxydase, d'autres modifications ont été apportées a la

méthode PAP.

La technique de double bridge PAP ajoute deux étapes a la méthode de
Stermnberger (Vacca et coll. 1975, 1980). Aprés I’introduction du premier complexe
PAP, un deuxiéme pont anti-immunoglobuline est introduit, et ainsi, d’autres

complexes PAP peuvent étre ajoutés aux sites antigéniques spécifiques. De méme, la
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procédure développée par Ordronneau et Petrusz (1980) ajoute un pont
supplémentaire & la technique d'enzyme bridge permettant d'augmenter le nombre
d'anticorps conjugués a 'HRP. Ces doubles protocoles augmentent la sensibilité et
l'efficacité permettant la détection d'une plus faible quantité d'antigénes avec des
antisérums primaires a plus haute dilution (Vacca et coll. 1980). Ceci permet du
méme coup d'augmenter la spécificité des résultats en favorisant la liaison exclusive
des anticorps de haute affinité aux antigénes. Le concept de pont multiples a déja été
proposé par Nairn en 1962 qui suggérait la possibilité théorique d'utiliser une
«méthode multicouche infinie» (Nairn, 1962). En principe, la procédure PAP pourrait
étre triplée, quadruplée, etc. jusqu'a ce qu'une tour d'immunoprécipités presque visible
se soit formée (Lansdorp et coll. 1984). Méme si la précision est sacrifiée au
détriment de l'efficacité de détection, pour certaines applications, l'amplification
théorique possible serait énorme. Ces gros complexes formés lors des procédures
doubles ou multiples augmentent le risque que de petites structures cellulaires
marquées positivement soient cachées et passent inaper¢ues. En microscopie
électronique, l'application de ces procédures d'amplification peut engendrer une perte
de résolution et ceci doit étre pris en considération lors du choix de la technique de
marquage (Ordronneau et coll., 1981). Linsenmayer et coll. (1988) ont observé
qu'avec les anticorps primaires monoclonaux il est possible d’obtenir une forte
amplification des signaux en effectuant deux, trois et méme quatre cycles de réactions
anticorps primaire, anticorps secondaire-marqueur, anticorps primaire, anticorps

secondaire-marqueur etc. Les résultats amplifiés seraient dus a la multiplication des
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épitopes crée par ’arborisation des anticorps appliqués en couches successives. Leur
étude a démontré 1'utilité de cette méthode en immunofluorescence et en ELISA.
Cependant, aprés quatre cycles de réactions un bruit de fond élevé devient apparent et

empéche toute autre augmentation du signal.

Une autre approche, la méthode self-sandwich de Hsu et Ree (1980), a été
élaborée pour amplifier les réactions antigéne-anticorps. Elle s'effectue en répétant
l'addition d'anticorps primaire et d'antigene cible, préalablement purifié, plusieurs fois
avant l'application de I'antisérum servant de pont et les complexes PAP. La sensibilité

de la méthode a été estimée étre de 20 a 50 fois celle de la méthode PAP.

1.2.3 Systéme avidine-biotine

I’interaction non-covalente entre l'avidine et la biotine posséde une constante de
dissociation de 10™7°M et est la plus forte en son genre connue dans la nature. La
biotine (vitamine H) est une molécule de faible poids moléculaire (244 Da) nécessaire
a plusieurs enzymes catalysant des réactions de carboxylation (Figure 2). L’avidine
est une glycoprotéine (68 kDa) de blanc d’ceufs qui posséde quatre sites de liaison de
hautes affinités pour la biotine (Diamandis et Christopoulos, 1991). Cependant,
I’avidine posséde un trés haut point isoélectrique (plus de 10) et se lie de fagon non-
spécifique & plusieurs constituants cellulaires, notamment aux acides nucléiques. Ceci

représente un inconvénient en cytochimie qui peut étre évité en utilisant la
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streptavidine. Produite par Streptomyces avidinii, la streptavidine posséde la forte
avidité de liaison de ’avidine pour la biotine, un point isoélectrique presque neutre et
n’est pas glycosylée (Diamandis et Christopoulos, 1991). N’importe quelle substance
conjuguée a la biotine peut étre visualisée avec la streptavidine couplée a un
marqueur ou avec un complexe streptavidine-biotine-marqueur. Le marqueur peut
8tre une enzyme, un fluorochrome, des particules denses aux électrons (ferritine, or
colloidal) ou un isotope radioactif. La technique de détection streptavidine-biotine
peut étre appliquée pour: les réactions antigeéne-anticorps (immunohistochimie,
immunofluorescence,  microscopie  immunoélectronique,  Western  blots),
I’histochimie des lectines, les réactions ligand-récepteur, ’hybridation in sifu avec
des sondes biotinylées, les dosages immunoenzymatiques, la cytométrie en flux, etc.

(Diamandis et Christopoulos, 1991).

Q
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\ eH,)-coon
s

Figure 2. Structure chimique de la biotine.
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En 1979 Guesdon et coll. ont développé deux méthodes
immunocytochimiques basées sur les interactions avidine-biotine. La premiére
méthode, nommée bridged avidin-biotin (BRAB), emploie trois étapes appliquées
séquentiellement pour détecter un antigéne: 1) incubation avec un anticorps primaire
biotinylé; 2) incubation avec 1’avidine; 3) incubation avec la peroxydase biotinylée et
coloration histochimique de I’enzyme. La procédure est basée sur le principe que
I’avidine posséde quatre sites actifs qui ne réagiront pas tous avec les résidus biotine
de I’anticorps primaire. Les sites actifs libres peuvent alors servir d’accepteurs pour la
peroxydase biotinylée. La deuxiéme méthode, labeled avidin-biotin (LAB), s’effectue
en deux étapes et utilise séquentiellement un anticorps primaire biotinylé et I’avidine
conjugude 2 la peroxydase. La méthode BRAB s’est révélée étre un peu plus sensible
que la méthode LAB qui utilise la conjugaison covalente de I’HRP avec ’avidine. De
plus, les auteurs ont trouvé qu’une substitution extensive des amines primaires des
anticorps et des enzymes par la biotine n’affectait pas la capacité de liaison ni
’activité catalytique de ces protéines. Une simple modification de ces deux
protocoles a été effectuée par Wood et Warnke (1981). Les techniques indirectes
BRAB et LAB utilisent un anticorps secondaire biotinylé pour faire le pont entre
I’anticorps primaire non-marqué et I’avidine (Figure 3a,b). Toutefois, ces différentes
approches ont été quelque peu abandonnées en faveur d'autres méthodes plus

sensibles.
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Hsu et coll. (1981a,b) ont introduit le complexe avidine-biotine-peroxydase
(ABC) qui améliore la méthode indirecte BRAB (Figure 3c). Le protocole de

marquage s'effectue en incubant un anticorps primaire non-conjugué suivi par un

a) Bridged avidin-biotin (BRAB) b) Labeled-avidin-biotin (LAB)

¢) Complexe avidine-biotine-peroxydase (ABC)

Figure 3. Systémes de détection immunocytochimique basés sur les interactions
avidine-biotine.
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anticorps secondaire biotinyl¢, et, finalement, par le complexe avidine-biotine-

peroxydase.

Durant la formation du complexe ABC, l'avidine sert de pont entre les
molécules de peroxydase polybiotinylée qui servent elles-mémes de liens entre les
molécules d'avidine. L'avidine tétravalente et la biotinyl-peroxydase sont mélangées
dans de telles proportions quil y a formation dun complexe macromoléculaire
possédant plusieurs molécules d'enzyme. Parce quun excés d'avidine est utilisé, le
complexe posséde des sites libres de liaison a la biotine lui permettant de se lier aux
anticorps secondaires biotinylés. L'introduction d'un plus grand nombre d'enzymes, et
donc d'une plus grande activité enzymatique, aux sites de la réaction antigéne-
anticorps permet l'augmentation de lintensité du signal immunologique et de la
sensibilité de détection des antigénes. L'efficacité de détection (dilution de l'anticorps
primaire) de la procédure ABC s'est révélée étre de 20 a 40 fois plus élevée que la
méthode PAP (Hsu et coll., 1981a). Larsson (1988) a comparé la sensibilité (la
quantité minimale d'antigene détectable) des complexes PAP et ABC commerciales
sur filtres de papier ou sur membranes de nitrocellulose. La sensibilité de la méthode

ABC s'est avérée étre quatre & cing fois supérieure a la méthode PAP.

Hsu et coll. (1981c,d) ont introduit d'autres techniques pour améliorer la
sensibilité du complexe ABC. Sur six protocoles dimmunomarquages différents

utilisant un anticorps anti-avidine servant de pont entre un anticorps secondaire et
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l'avidine ou faisant partie d'un complexe avec 1’avidine, les auteurs en ont retenu un
seul donnant une plus forte intensité de marquage que la méthode PAP. La séquence
d’incubation des réactifs avec le tissu se fait en quatre étapes : anticorps primaire,
anticorps secondaire, anti-avidine (développé chez la méme espece que l'anticorps
primaire) et incubation du complexe ABC. Cette approche alternative utilise un
complexe avidine-biotine-peroxydase saturé ot il ne reste plus de sites de liaisons
libres pour la biotine sur I’avidine. Donc, la méthode anti-avidine peut étre utilisée au
lieu de ’ABC indirecte lorsqu’un probléme de liaison non-spécifique a la biotine
endogéne se présente (Hsu et coll., 1981c). Une autre tentative d’amplification des
signaux a été élaborée a partir de la protéine A conjuguée a la peroxydase ou a la
biotine. Ces réactifs, utilisés comme pont entre anticorps primaires et complexes PAP
ou ABC, n’ont toutefois pas égalé I’efficacité de la méthode ABC indirecte (Hsu et

Raine, 1981d).

Les protocoles d’incubations PAP et ABC ont aussi été comparés en
microscopie électronique. Les résultats ont démontré que la méthode ABC peut
produire des colorations intenses avec des anticorps primaires trés dilués et ce, en
seulement une fraction du temps de réaction optimal pour la méthode PAP (Childs et

Unabia, 1982).

Une modification mineure de I’ABC indirecte a été apportée par Gupta et coll.

(1985). Méme si ce protocole est nommé double bridge avidin-biotin-peroxidase
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complex, il implique une seule incubation du complexe ABC. Le protocole est
effectué en incubant successivement: un anticorps primaire dirigé contre un antigéne
spécifique, un anticorps secondaire biotinylé, un anticorps tertiaire biotinylé (dirigé
contre Panticorps secondaire) et le complexe ABC préformé suivi par les substrats de
’enzyme. L’ajout de I’anticorps tertiaire biotinylé augmente le nombre de résidus
biotine et, donc, le nombre de complexes ABC 1ié par antigéne peut augmenter.
Comparé & I’ ABC simple, les résultats obtenus lors de cette étude avec ’ABC double
montrent une amélioration qualitative et quantitative des marquages

immunocytochimiques.

Dans une autre étude, Cattoretti et coll. (1988) utilisent I’addition répétée de
complexes avidine-biotine-peroxydase préformés. En alternant deux types de
complexes compatibles, un ayant un excés d’avidine (ABC), Iautre un exceés de
biotinyl-HRP (CBA) comme troisiéme et quatrieme étape apres I’anticorps secondaire
biotinylé, les auteurs obtiennent des résultats amplifiés qui permettent de localiser des
antigénes présents en faible quantité. De plus, en répétant deux ou trois fois les
incubations avec 1’ABC et le CBA (six ou huit étapes) des antigénes non-détectables
avec la méthode ABC le sont devenus par cette approche. D’autres antigénes ont été

détectés avec une intensité dix fois plus forte.

Avec le méme but de produire de plus gros complexes et d’introduire plus de

molécules d’HRP aux sites antigéniques cibles, les méthodes PAP et ABC ont ¢été
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combinées (Swanson et coll., 1987; Krajewski et coll., 1990). La procédure avidine-
biotine-peroxydase-anti-peroxydase (ABPAP) emploie un anticorps secondaire
biotinylé pouvant reconnaitre a la fois 1’anticorps primaire et le complexe PAP par
son activité immunologique et le complexe ABC par ses résidus biotine. Davidoff et
Schulze (1990) ont comparé plusieurs techniques avec I’ABPAP (quatre étapes) et
leur nouvelle méthode ABPAP double (six étapes) en microscopie optique et
électronique. Les résultats obtenus, en ordre croissant d’intensité de marquage, sont :
PAP < ABC < PAP double < ABPAP < ABPAP double. Le protocole ABPAP double
est en fait un PAP double dont les anticorps secondaires et quaternaires somt
biotinylés et contribuent a la liaison de plusieurs complexes ABC. Le méme type de
protocole, simple ou double, a été effectué avec les complexes phosphatase alcaline-
anti-phosphatase alcaline (APAAP) et avidine-biotine-phosphatase alcaline (ABAP)
pour amplifier les réactions immunocytochimiques et pour obtenir des doubles

marquages avec I’ ABPAP (Davidoff et coll., 1991).

Deux autres approches, publiées en 1995 et 1996, ont amélior¢ les protocoles
d’immunohistochimie qui emploient le complexe ABC sans utiliser de protocole a
ponts multiples. Le complexe ABC conventionnel, composé d’un rapport molaire
avidine:biotine-peroxydase de 2:1, posséde un exces d’avidine pour lier les résidus
biotines des anticorps biotinylés (Figure 4a). Toutefois, il est évident que pour obtenir
une intensité de marquage maximale le complexe ABC devrait contenir un exces de

peroxydase. C'est pourquoi Grumbach et Veh (1995) ont préparé un complexe
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avidine-biotine-peroxydase dans un rapport molaire 1:2 qui constitue l'inverse du
complexe ABC conventionnel et posséde un excés de biotinyl-peroxydase (Figure
4b). Nommée SA/TABC, pour sireptavidin/reversed ABC, la méthode fait appel a
l'introduction d'une étape intermédiaire qui consiste a incuber de la streptavidine non-
conjuguée pour lier les complexes rABC aux anticorps biotinylés. Cette approche a
permis l'utilisation d'anticorps primaires dix fois plus dilués en plus d'augmenter d'au

moins trois fois la sensibilité par rapport a I'ABC conventionnel.

&

a) Complexe ABC, en exces de b) Complexe SA/rABC, en excés de
streptavidine (SA). biotine-HRP.
Rapport SA:biotine-HRP 2:1 Rapport SA:biotine-HRP 1:2

Figure 4. Représentation schématique des complexes streptavidine-biotine-peroxydase.
(figure modifiée de Grumbach et Veh, 1995)

)—é< Streptavidine (SA) + Peroxydase biotinylée (biotine-HRP)

Chen et coll. (1996) ont développé une stratégie d'amplification capable

d'augmenter l'efficacité de détection des procédures immunoenzymatiques jusqu'a 16
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fois celle des systémes de détection conventionnels. La stratégie emploie un anticorps
dirigé contre les produits finaux générés par l'action de I'HRP sur le DAB. Une seule
molécule d'enzyme peut convertir plusieurs molécules de substrats en produits. L'anti-
end-product (anti-EP) peut reconnaitre ces produits et engendrer une amplification
trés considérable. Pour bien comprendre, voici le protocole utilisé lors de cette ¢tude:
anticorps primaire, anticorps secondaire biotinylé, complexe ABC, substrat DAB,
anticorps de lapin anti-EP, anti-lapin biotinyle, complexe ABC et substrat DAB. De
plus, comme il est possible de le constater, I'étape d'amplification avec l'anti-EP peut
étre répétée une ou plusieurs fois. La méthode est aussi applicable a d'autres types de

systémes enzyme-substrat.

Malgré la haute sensibilité de 'approche ABC, certaines études ont alimenté la
controverse en comparant l'efficacité et la sensibilité¢ des différentes techniques
d'amplification. Naritoku et Taylor (1982) ont évalué que la méthode PAP était plus
sensible que I'ABC et Sternberger en 1986 a utilisé une nouvelle méthode de
quantification pour déterminer que le complexe PAP était dix fois plus efficace que
'ABC (Sternberger et Sternberger, 1986). Plusieurs autres études ont cependant
trouvé que la technique LAB indirecte (anticorps primaire, anticorps secondaire
biotinylé, streptavidine-HRP) était plus sensible et plus efficace que la PAP et TABC
(Giorno, 1984; Shi et coll., 1988: Milde et coll., 1989; Elias et coll,, 1989). Tous ces
auteurs invoquent, entre autres, l'encombrement stérique néfaste causé par la grosseur

des complexes ABC pour expliquer l'efficacité des plus petits complexes
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streptavidine-peroxydase.

Plusieurs autres approches originales, la plupart basées sur le systeme de
détection avidine-biotine et visant a surpasser la méthode ABC, sont apparues au
cours des dix derniéres années. Quelques unes de ces nouvelles techniques font appel
a des protocoles hybrides pour augmenter la sensibilité de détection des sondes

biotinylées en hybridation in situ.

Le systéme utilisé par Hoyland et Freemont (1991) est une simple extension
de la technique de BRAB directe de Guesdon décrite plus haut. Appliquée en
autoradiographie, la méthode fait appel 2 la liaison de streptavidine radiomarquée aux
molécules de biotine des sondes hybridées. Par la suite, ce complexe streptavidine-
biotine peut lier des protéines polybiotinylées qui servent de pont pour d’autres
molécules de streptavidine radiomarquées. Leur méthode utilisant trois couches de
streptavidine reliées par les protéines biotinylées a génére un signal 100 fois meilleur

que celui obtenu avec la méthode directe employant la streptavidine radioactive seule.

Speel et coll. (1992) ont étudié une autre approche pour améliorer la
sensibilité de détection des sondes biotinylées. De trés bons résultats ont ét¢ obtenus
avec I’incubation d’avidine conjuguée au FITC ou & la peroxydase, suivie par
I’introduction d’un pont anti-avidine biotinylée, et une deuxiéme incubation avec

I’avidine-FITC ou I’avidine-peroxydase selon le cas. Ils ont rapport¢ une
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amplification de I'intensité du signal fluorescent de huit fois celui obtenu avec de

I’avidine-FITC seule.

Dans une étude de McQuaid et Allan (1992), 11 protocoles de détection des
sondes biotinylées ont été comparés. Deux protocoles de cing étapes, utilisant un
anticorps monoclonal anti-biotine, se sont avérés plus sensibles que ’ABC. La
premiére méthode emploie 1’anti-biotine monoclonal comme anticorps primaire suivi
par un anticorps de lapin anti-IgG de souris biotinylé, I’anti-biotine comme anticorps
tertiaire, une deuxiéme incubation avec I’anti-IgG de souris biotinylé et, finalement,
la streptavidine-peroxydase. L’autre protocole est en fait un double bridge enzyme-
anti-enzyme comme le double PAP déja mentionné auparavant. La séquence
d’incubation s’effectue premiérement avec 1’anti-biotine monoclonal, ’anti-IgG de
souris et le complexe phosphatase alcaline-anti-phosphatase alcaline (APAAP). Puis,
un deuxiéme pont est ajouté avec I’incubation de ’anti-IgG de souris et du complexe

APAAP.

Un systéme d’amplification incorporant des aspects des méthodes PAP ct
ABC a été élaboré pour les dosages immunoenzymatiques (Wilson et Easterbrook-
Smith 1993). Un complexe (Enzyme Complex Amplification, ECA) encore plus gros
que le complexe ABC est formé par le mélange de streptavidine, d’HRP biotinylé et
d’anti-HRP biotinylé. Ce complexe, qui contient présumément un plus grand nombre

de molécules d’HRP que I’ABC, est ensuite utilisé pour détecter des antigénes ou des
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anticorps conjugués & la biotine en ELISA ou sur membrane de nitrocellulose. En
ELISA, I’application simple du complexe ECA (ECA-1) pour détecter de I’albumine
biotinylée a permis d’augmenter la sensibilité¢ de 80 fois par rapport au systéeme de
détection conventionnel utilisant la streptavidine-HRP. L’ajout d’un deuxieme
complexe relié au premier par I’anti-HRP biotinylé (ECA-2) a permis de détecter une
quantité d’albumine 700 fois plus petite qu’avec la streptavidine-HRP seule. Pour la
détection d’anticorps biotinylé, 'ECA-1 a généré une augmentation de sensibilité huit
fois supérieure a la streptavidine-HRP. La quantité minimale d’albumine biotinylée,
immobilisée sur membrane de nitrocellulose, détectée par I’ECA-2 (moins de 0.4 ng)
g’est trouvée étre comparable a celle détectée avec de la streptavidine radiomarquée.

Ce résultat montre une sensibilité dix fois supérieure a celle de la streptavidine-HRP.

D’autres approches, appliquées a I’immunohistochimie, qui permettent
I’incorporation d’une plus grande quantité¢ d’HRP aux sites antigéniques spécifiques

ont été comparées avantageusement a I’ ABC.

Comme D’ont fait plusieurs autres, dont Linsenmayer et coll. (1988) et
McQuaid et Allan (1992) en ELISA, en immunofluorescence et en hybridation in sifu,
Shin et coll. (1995) ont utilisé une approche a multiple couches d’anticorps pour
amplifier les signaux en immunohistochimie. Leur technique, multilayer peroxidase-
labeled antibody (MLP), implique 1’addition de molécules d’HRP & chaque

incubation. Voici un exemple de MLP utilisant quatre anticorps couplés a la
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peroxydase (MLP 4): application d’IgG de lapin comme anticorps primaire, anticorps
de chévre anti-IgG de lapin conjugué a la peroxydase, anticorps de lapin anti-IgG de
chévre-peroxydase, anticorps de chévre anti-IgG de lapin-peroxydase et anticorps de
lapin anti-IgG de chévre-peroxydase (Figure 5). Comparées aux techniques de PAP et
d’ABC, la méthode MLP 4 de méme que celles de MLP 3 et MLP 2, nécessitant
moins de temps, ont généré une meilleure sensibilité en immunohistochimie et en

ELISA.

FRP 3R
T MLP 2°MLP
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3"MLP 4°MLP

Figure 5. Principe de la méthode de Multilayer peroxidase-labeled antibody (MLP).
(figure tirée de Shin et coll., 1995)

Enfin, une méthode qui s’effectue en une ou deux étapes a été développée
pour augmenter efficacité de détection des complexes antigéne-anticorps et pour

réduire le temps nécessaire a I’obtention d’un signal intense et spécifique. L’EPOS
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(Enhanced Polymer one-step staining) est une technique d’amplification directe
(Figure 6a). La conjugaison d’anticorps primaires spécifiques et d’un grand nombre
de molécules de peroxydase a une chaine de dextran activée constitue le principe de
la méthode. L’incubation de ce conjugué polymérique avec I’antigéne d’interét, en
dosage immunoenzymatique ou en immunohistochimie, suivie par la détection
histochimique des enzymes permet de générer des signaux amplifiés (Bisgaard et

coll., 1993; Chilosi et coll., 1994; Tsutsumi et coll., 1995; Van der Loos et coll.,

1996).
44— peroxydases
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Figure 6. Amplification directe (a) et indirecte (b) & 1 "aide de chaines de dexiran

conjuguées a des anticorps et des enzymes.
(figure modifiée de Mokry, 1996)

Le systéme EnVision, dérivé de I'EPOS, est une technique d’amplification indirecte
ot le conjugué polymérique, formé par des anticorps secondaires espece spécifique et
des molécules de peroxydase couplées au polymére de dextran active, est appliqué

aprés I’anticorps primaire (Pileri et coll. 1996; Sabattini et coll., 1998) (Figure 6b).La
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capacité d’amplification de ces systémes provient du fait que les conjugués
polymériques contiennent jusqu’a 100 molécules d’enzyme et jusqu’a 20 molécules
d’anticorps par chaine de dextran (Sabattini et coll. 1998). La comparaison entre les
dilutions optimales de 53 anticorps primaires différents par le systéme EnVision et
par les méthodes LAB, APAAP et ABC a montré que I’EnVision augmente
’efficacité de détection de ces anticorps de deux a cing fois par rapport aux autres

techniques (Sabattini et coll., 1998).

1.3 INTENSIFICATION DE LA COLORATION AU DAB

Un autre champ d'étude, directement reli¢ a 'amplification des signaux, profite des
réactions de la peroxydase avec le DAB. Parce que la plupart des réactions
enzymatique sont auto-limitantes plusieurs recherches ont été orientées vers
Iintensification des produits de réaction HRP-DAB. En premier lieu, la modification
des conditions d'incubation du DAB peut permettre la détection de faibles
concentrations d'HRP. Par exemple, l'addition d'imidazole 0.01 M a pH 7.0 au milieu
DAB + H,0, augmente la sensibilité des réactions cytochimiques entre la peroxydase
et le DAB (Malmgren et Olsson, 1977; Straus, 1982). Plusieurs autres modifications
du milieu de réaction du DAB ont été proposées et incluent l'addition de sels de p-
cresol, de nickel, de cobalt et de cuivre (Adams, 1977, Hancock, 1982; Hsu et Soban,
1982; Streit et Reubi, 1977, Hiort et coll.,, 1988; Green et coll., 1989; Coventry et

coll,, 1994). Des traitements avec le sulfate de cuivre, le tétroxyde d’osmium, le
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ferrocyanide de potassium, le chlorure d’or ou I’amplification a I’argent ont aussi été
utilisés aprés la réaction du DAB (Graham et Karnovsky, 1966; Hanker et coll., 1979;
Gallyas et coll., 1982; Johansson et Backman, 1983; Newman et coll., 1983; Liposits
et coll., 1984; Rodrigez et coll., 1984; Lascano et Berria, 1988). La sensibilité de ces
nombreuses méthodes et de différentes combinaisons entres elles, a €té évaluée par
Scopsi et Larsson (1986). Ils ont immobilisé différentes concentrations d’antigéne sur
des membranes de nitrocellulose et procédé a la coloration immunochimique avec la
méthode de PAP. La procédure standard de Graham et Karnovsky a permis de
détecter jusqu’a 25 pg de protéines. L’ajout d’imidazole au milieu DAB a augmenté
la sensibilité & 5 pg tout comme ’ajout de chlorure de cobalt ou de sulfate de nickel.
De tous les modéles cytochimiques évalués lors de cette étude, deux ont généré des
marquages plus intenses et plus sensibles. La méthode qui utilise un milieu DAB
additionné de sulfate de nickel et suivie par l'amplification & l'argent de Gallyas et
coll. (1982) ou celle qui utilise un développement au DAB conventionnel suivi par le
traitement au méthéneamine argent de Rodriguez et coll. (1984) ont révélé, de fagon
trés intense, 5 pg de protéines (Scopsi et Larsson, 1986). Plusieurs études ont par la
suite confirmé la haute sensibilité de ces techniques (Peacock et coll., 1991; Liposits
et coll., 1991; Mullink et coll., 1992). Plus récemment, une étude a fait état d'une
augmentation de sensibilité dix fois plus grande que l'amplification a l'argent du
DAB, en ajoutant une étape & cette derniére qui consiste a incuber les échantillons
dans le nitrate d'uranyle (Goto et coll., 1992). Une autre démonstration de haute

sensibilité a été effectuée en combinant deux types de modifications du produit de
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réaction HRP-DAB: le traitement avec du tétrachloraurate de sodium et du sulphide
de sodium suivi par l'amplification & l'argent avec une solution préalablement

optimisée (Newman et Jasani, 1998).

1.4 IMMUNOCYTOCHIMIE A L'OR COLLOIDAL

1.4.1 Application 2 Ia microscopie électronique

Pour la localisation ultrastructurale d'antigénes tissulaires, les anticorps ou autres
réactifs doivent &tre conjugués a des marqueurs denses aux €lectrons ou
morphologiquement distincts. Singer (1959) a été le premier a développer une
technique pour coupler un marqueur opaque, la métalloprotéine ferritine, aux
anticorps sans perte de leur capacité de liaison. Le marquage d'antigénes avec des
anticorps liés & des métaux lourds comme le mercure (Pepe et Finck, 1961; Kendall,
1965), l'iode (Parfanovich et coll., 1965) et l'uranium (Sternberger et coll., 1963,1965)
a été trés peu utilisé a cause de la préparation difficile des conjugués et du faible
contraste qu'ils offrent. Comportant plusieurs avantages, déja mentionnes
précédemment, les techniques d'immunoperoxydase ont été et continuent a étre
employées en microscopie €lectronique (Nakane et Pierce, 1966; Mason et coll.,
1969; Sternberger et coll., 1970; Childs et Unabia, 1982). En fait, la plupart des
systémes de détection énumérés plus haut peuvent étre appliqués a la localisation

ultrastructurale d’antigénes cellulaires en microscopie électronique. Cependant, si ces
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systémes sont employés avec des enzymes, la diffusion des produits de réaction
enzyme-substrat et leur forte opacité aux électrons peuvent empécher 1’identification
des structures marquées et donner des résultats ayant de faibles résolutions (Courtoy

et coll., 1983).

Lintroduction de l'or colloidal couplé & des anticorps, pour la localisation
ultrastructurale d’antigénes par Faulk et Taylor en 1971, constitue un point tournant
en immunocytochimie. Depuis, l'or colloidal est devenu le marqueur de choix en
microscopie électronique. Comparé 2 la peroxydase ou a la ferritine, I’or possede
plusieurs avantages. Parce que les particules d’or colloidal sont trés denses aux
électrons, trés petites et de nature sphérique réguliére, leur identification et la
délimitation a haute résolution des structures marquées sont possibles. A cause de ces
mémes raisons, il est aussi possible d'effectuer I'évaluation quantitative de l'intensité
du marquage ainsi que sa distribution spatiale. De plus, les particules d'or peuvent étre
préparées en différentes grandeurs permettant le marquage simultané de plusieurs

antigénes sur la méme coupe de tissu (revue par Bendayan, 1995).

1.4.1.1 Propriétés de l'or colloidal

L'or colloidal est généralement préparé par la réduction de l'acide tétrachloroaurique
avec, par exemple, le phosphore blanc (Zsigmondy, 1905,1925), le citrate de

trisodium (Frens, 1973), ou la combinaison du citrate de sodium et de l'acide tannique
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(Slot et Geuze, 1981). La grosseur des particules d'or dépend du taux de nucléation et
de la croissance des cristaux. En contrdlant la réduction de l'acide tétrachloroaurique,
il est possible d'obtenir des particules d'or de grandeurs uniformes dans un écart de
diamétres variant entre 3 et 150 nm. L'or colloidal, comme plusieurs autres colloides
inorganiques, est une suspension hydrophobique formée par des particules
métalliques denses aux électrons portant & leur surface une charge nette négative. La
stabilité de I'or colloidal dans I'eau est maintenue par la répulsion €lectrostatique. La
liaison de macromolécules biologiques aux particules d'or colloidal semble se
produire par adsorption électrostatique non-covalente lors de leur contact. Cette
réaction complexe, encore mal comprise, ferait intervenir les forces électrostatiques
de Van der Waals entre les charges a la surface des particules d'or et celles des
protéines (Horisberger, 1981). L'adsorption est influencée par plusieurs facteurs
physico-chimiques comme le point isoélectrique et la concentration de la protéine a
conjuguer (Geoghegan et Ackerman, 1977). Donc, pour chaque type de
macromolécule & adsorber a l'or colloidal, les conditions optimales de liaison doivent
étre déterminées. Il est a noter que la formation des complexes protéine-or n'affecte
pas, en général, l'activité biologique des protéines adsorbées. A part la catalase
(Horisberger at Rosset, 1977) et les IgE (Clerc et coll,, 1988), toutes les
macromolécules adsorbées aux particules d'or colloidal ont démontré une bonne

rétention de leurs propriétés biochimiques (Bendayan, 1995).
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1.4.1.2 Complexes protéine-or

Les principaux complexes protéine-or utilisés en immunocytochimie ultrastructurale
sont les complexes immunoglobuline G-or, protéine A-or, protéine G-or et protéine
A/G-or. Les protéines A et G font parties des molécules ayant la propriété de se lier
aux immunoglobulines. Elles ont été identifiées, caractérisées et purifiées a partir de
souches bactériennes. La protéine A origine de la paroie cellulaire de Staphylococcus
aureus (Forsgren et Sjoquist, 1966) et est caractérisée par son habileté a interagir avec
le fragment Fc des immunoglobulines G de plusieurs mammiferes. L'affinité de la
protéine A est forte pour les IgG de certaines espéces telles que les IgG de lapin, de
cobaye et humain mais diminue pour certaines immunoglobulines ou certaines sous-
classes d'immunoglobulines telle que celles du mouton, du rat, de la souris et de la
chévre (Ghitescu et coll., 1991). La protéine G, comme la protéine A, est une
molécule de liaison aux immunoglobulines et est présente dans la paroie cellulaire de
la souche de streptocoque du groupe G (G 148) (Bjorck et Kronvall, 1984). Elle
posséde une grande affinité pour les fragments Fc des immunoglobulines G de
plusieurs espéces de mammiferes. Comparée a la protéine A, la protéine G a une plus
haute affinité pour les molécules d'IgG de chévres, de souris, de rats et de vaches et se
lie 4 une plus grande variété d1gG (Akerstrom et coll., 1985; Akerstrom et Bjorek,
1986). En plus, la protéine G a une bonne affinité pour les anticorps monoclonaux

tandis que la protéine A ne présente pas cette propri€te.
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La protéine A/G est une protéine chimére construite génétiquement qui
combine les propriétés des protéines A et G. Elle a été introduite comme sonde
immunologique alternative (Eliasson et coll., 1988) et a démoniré¢ une réactivite
envers un plus large spectre d'immunoglobulines et de sous-classes dTgG de

différentes espéces que la protéine A ou G (Eliasson et coll., 1988,1989).

Les complexes protéine A-, G- et A/G-or peuvent tous étre préparés suivant la
méme démarche expérimentale, selon leur point isoélectrique et leur concentration
optimale propre (Bendayan, 1987; Ghitescu et Bendayan, 1990; Ghitescu et coll.,
1991). Cependant, les complexes immunoglobuline-or (Faulk et Taylor, 1971) sont
plus difficiles & former (Geoghegan, 1988) que les autres complexes protéine-or,
rendant l'utilisation des IgG-or plus problématique. Les raisons possibles de ces
difficultés sont que les immunoglobulines purifiées par affinité contiennent un
mélange hétérogéne de globulines qui ont des points isoélectriques tres différents et
que plusieurs des anticorps purifiés montrent une faible solubilité dans les solutions a
basse force ionique et s'agrégent a pH neutre (De Mey et coll., 1981; Slot et Geuze,
1984). Toutefois, plusieurs protocoles de couplage des immunoglobulines aux
particules d'or ont été décrits et peuvent améliorer la qualité des complexes (De Mey,

1984,1986; Slot et Geuze, 1984).
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1.4.1.3 Evaluation quantitative

Les évaluations quantitatives des intensités de marquages a I'or colloidal ont permis
d'introduire la morphométrie et les statistiques en immunocytochimie (Bendayan et
coll., 1980; Krachenbiihl et coll., 1980; De Harven et Soligo, 1987). Elles permettent
une meilleure évaluation des observations qualitatives en validant les changements du
marquage qui se produisent entre les compartiments cellulaires ou entre les
marquages obtenus lors de conditions contrbles et expérimentales ou lors des
conditions pathologiques. A cause des conditions de limmunomarquage en post-
enrobage et de la nature de particule de l'or colloidal, le marqueur a I'or présent sur les
coupes de tissus ou sur les surfaces cellulair'es, peut facilement étre compté pour
déterminer mathématiquement le degré d’intensité du marquage. Au contraire des
techniques de pré-enrobage, dans lesquelles les traceurs doivent diffuser a travers les
espaces interstitielles et les membranes cellulaires, le marquage en post-enrobage est
restreint & la surface des coupes de tissus. Ce sont seulement les sites antigéniques
exposés 4 la surface des coupes qui peuvent interagir avec les réactifs et étre révélés
par les particules d'or. Pour les évaluations quantitatives, ceci représente un avantage
majeur car tous les sites antigéniques exposés ont la méme probabilité d'étre marqués
et aucune limitation comme 1'épaisseur des coupes, l'emplacement de l'antigéne ou les
facteurs de diffusion n'intervient dans le marquage de l'antigéne. Alors, puisqu'il n'y a
pas de pénétration des particules d'or, les densités de marquage peuvent facilement et

précisément étre reliées aux surfaces des structures et exprimées en nombre de
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particules d'or par unité de surface.

1.4.1.4 Double marquage

La localisation simultanée de divers composants dans le méme tissu peut Etre
effectuée en utilisant des coupes sériées ou en effectuant un double marquage sur la
méme coupe de tissu. Comme il a déja été mentionné, le marqueur & l'or colloidal est
composé de particules trés denses aux électrons et peut étre préparc en différentes
grosseurs. Ces propriétés le rend utile pour les protocoles de marquage multiple. Les
différences de grosseurs des particules peuvent étre facilement distinguées et il serait
théoriquement possible de marquer autant de sites réactifs qu'il y a de grosseur de
sondes différentes. De plus, les particules d’or peuvent étre utilisées en combinaison
avec dautres traceurs électron-denses pour la détection simultanée de deux ou

plusieurs composants cellulaires.

Parmi les différents protocoles de marquage double ou multiple sur la méme
coupe, il y a les protocoles utilisant les complexes IgG-or dirigés contre des anticorps
primaires développés dans des espéces différentes (Doerr-Schott, 1989) ou dirigés
contre des anticorps primaires de méme espéces. Cette derniére approche requiert une
étape intermédiaire de fixation a la formaline entre l'incubation des complexes (Wang
et Larsson, 1985; Nielsen et coll., 1989). Il y a aussi les protocoles de protéine A-or

employés pour localiser deux antigénes sur la méme face d'une coupe a l'aide
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d'anticorps primaires de la méme espéce ou non (Slot et Geuze, 1981; Roth, 1982).
Pour éviter les réactions croisées, Slot et Geuze (1981) recommandent une étape de
blocage avec la protéine A native aprés le premier marquage. Cependant, cette
approche méne tout de méme a de fortes réactions croisées entre les réactifs et a des
colocalisation artéfactuelles des antigénes ciblés (Bendayan, 1984). La méthode de
double marquage utilisant les deux cotés d'une méme coupe de tissu permet d'éviter
ces artefacts (Bendayan, 1982). Le principe est simple et consiste a marquer chaque
antigéne sur une face séparée du tissu. En plus d'éviter toutes réactions croisées entre
les réactifs, cette approche permet d'éviter le phénomeéne d'encombrement stérique qui
peut se produire lorsque deux antigénes sont localisés trés proches l'un de l'autre.
D'autres protocoles de colocalisation d'antigénes font appels aux combinaisons de
l'immunocytochimie et de la cytochimie enzymatique ou de I'immunocytochimie et de
l'autoradiographie (Bendayan et Stephens, 1984; Stephens et coll., 1985; Bendayan et

coll., 1986; Velez-Granell et coll., 1994).

1.4.1.5 Immunocytochimie a l'or colloidal

Clest sous forme de complexes immunoglobuline-or, pour la localisation directe
d'antigénes de surface en pré-enrobage, que Faulk et Taylor ont introduit la technique
d’immuno-or colloidal. Par la suite, Romano et coll. ont utilis¢ des anticorps
secondaires et la protéine A de Staphylococcus aureus couplés a l'or pour

limmunolocalisation indirecte (deux étapes), en pré-enrobage, de divers antigénes



27

(Romano et coll., 1974; Romano et Romano, 1977). Puis, Roth, Bendayan et Orci
(1978) ont introduit la technique de protéine A-or indirecte en post-enrobage, une des
méthodes d’immuno-or la plus utilisée jusqu’a ce jour. La localisation ultrastructurale
d’antigénes intracellulaires sur coupes ultrafines avec cette technique est basée sur la
propriété particuliére qu’a la protéine A d’interagir avec le fragment Fc des
immunoglobulines G de plusieurs espéces. Par la suite sont venues s’ajouter les
sondes protéine G- et A/G-or et les particules d’or ultrapetites conjuguées a des
immunoglobulines ou aux protéines susmentionnées (Baschong et coll., 1985;
Bendayan, 1987; Hainfeld, 1987,1988; Ghitescu et coll., 1991; Van de Plas et

Leunissen, 1993).

1.4.1.6 Techniques d'amplification de l'immuno-or

Les techniques indirectes d'immunoglobuline-or ou de protéine A-or sont capables de
générer des résultats de hautes résolutions et de fortes intensités (Bendayan et Shore,
1982; Baschong et Wrigley, 1990; Ghitescu et Bendayan, 1990). Toutefois, advenant
le cas ou limmunomarquage d'un antigéne donne un résultat de faible intensité et
pour lequel il est important d'obtenir un signal plus convaincant, certaines méthodes

d'amplification peuvent étre employ€es.

Par rapport a des particules d'or de 15 ou 20 nm, les petites particules delas

nm sont connues pour générer de plus hautes densités de marquage (Lackie et coll,,
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1985; Ghitescu et Bendayan, 1990; Hainfeld et Furuya, 1992; Dulhunty et coll,
1993). L’amélioration de D’efficacit¢ du marquage semble étre causée par: une
diminution de l'encombrement stérique; un plus grand nombre de petites particules
d'or en suspension pour la méme concentration de grandes particules; un meilleur
accés aux antigénes et/ou des forces de répulsions moins grandes; une plus grande
liberté de mouvement des anticorps marqués et une diminution des forces requises
pour le maintien de la liaison entre les anticorps et les antigenes (Horisberger,
1981,1989; Slot et Geuze, 1984; Kellenberger et Hayat, 1991). Miiller-Hocker et coll.
(1998) ont combiné les avantages des particules d’or ultrapetites avec I’intensification
a ’argent. Leur systéme est basé sur un anticorps anti-biotine couplé a de I’or de 1 nm
de diamétre pour révéler les anticorps secondaires biotinylés. Une amplification
significative du marquage de divers antigénes en microscopie électronique et optique

a été obtenue lors de cette étude.

L'utilisation de petites particules d'or en microscopie €lectronique impose
cependant l'utilisation de 'amplification & l'argent pour une meilleure visualisation du
marquage. Cette augmentation de la grosseur des particules par précipitation d'argent
métallique peut toutefois comprometire la quantification des résultats puisque
l'amplification n'est pas uniforme (Stierhof et coll., 1991; Takizawa et Robinson,

1994; Humbel et coll., 1995).

Une technique alternative, n’ayant pas recours a I’intensification a I’argent, a
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été introduite pour amplifier les signaux obtenus avec la protéine A-or (Bendayan et
Duhr, 1986). Cette méthode utilise un anticorps anti-protéine A agissant comme pont
pour lier les complexes protéine A-or-anticorps primaire, puis, pour €tre lui-méme
reconnu, dans une quatriéme étape, par d'autres complexes protéine A-or (Figure 7).
Cette modification a donné lieu a une augmentation d’au moins cinq fois la densité

du marquage obtenu avec le protocole original.

thasue
S saction

Figure 7. Diagramme illustrant les principes des quatres étapes impliquées
dans la technique d *amplification avec la protéine A-or.
(figure tirée de Bendayan et Duhr, 1986)

1.4.2 Application a la micrescopie optique

En microscopie optique, 1’or colloidal a ét€ utilisé pour le marquage de cellules et de
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coupes de tissus enrobés en paraffine (Geoghegan et coll., 1978; Roth et coll., 1980;
De Mey et coll., 1981; Gu et coll., 1981), de coupes semifines de tissus enrobés en
résine (Roth et coll., 1983; Lucocq et Roth, 1984) et de coupes semifines de tissu
congelé (Brown et coll., 1985). Ces applications utilisaient la couleur rouge naturelle
de l'or colloidal pour détecter les sites antigéniques ciblés directement (anticorps
primaire-or) ou indirectement (anticorps secondaire-or). Cette méthode n'est pas tres
employée car elle nécessite des concentrations élevées de réactifs couplés a des
particules d'or, en plus d'étre peu sensible. Mis a part la technique d’amplification de
Bendayan et Duhr (1986) mentionnée plus haut, une autre méthode peut étre
employée pour I’augmentation des signaux de 1’or colloidal en microscopie optique.
L'amplification & l'argent, développée par Danscher pour la détection des métaux
endogénes dans les tissus biologiques (Danscher, 1981a,b,c), augmente fortement la
visibilité et la sensibilité du marquage a l'or colloidal (Holgate et coll.,, 1983;
Danscher et Norgaard, 1983). Cette technique, qui s'applique aussi en microscopie
électronique & transmission et & balayage pour I'amplification des petites particules
d'or, a permis l'essor de l'immunochistochimie & l'or colloidal en microscopie optique
ainsi que son utilisation en hybridation iz sifu, en immunoblot et en ELISA (revue par
Lackie, 1996). La sensibilité obtenue avec I'amplification a l'argent des particules d'or
peut égaler ou excéder celle des méthodes enzymatiques comme la peroxydase-anti-
peroxydase ou le complexe avidine-biotine-peroxydase (Holgate et coll., 1983;
Moeremans et coll., 1984; Scopsi et Larsson 1985; Roth et coll., 1992). Gee et coll.

(1991) et Roth et coll. (1992) ont d’ailleurs combiné I’or colloidal avec le systéme
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ABC. Avec un anticorps anti-peroxydase couplé a I’or, pour révéler les complexes
ABC situés aux sites antigéniques, et ’amplification a 1’argent, ils ont obtenu un
marquage plus intense que celui généré par la réaction HRP-DAB (Roth et coll,,

1992).

1.5 HYPOTHESES DE TRAVAIL ET OBJECTIFS DE NOTRE

ETUDE

La localisation précise des macromolécules sur des domaines spécifiques a I’ intérieur
des tissus ou des cellules donne des informations importantes pour la compréhension
de leur fonction biologique. Cet aspect des techniques d’immunomarquages est
d’autant plus primordial qu'en biologie moléculaire un nombre toujours croissant de
molécules sont découvertes, clonées, et séquencées sans que leur fonction soit

connue.

Le besoin d’identifier des antigénes tissulaires qui sont présents en faibles
quantités ou méme a 1’état de trace a mené a I’élaboration d’un vaste spectre de
systtmes de détection utilisant des interactions immunologiques et non-
immunologiques. Ces différents systémes décrits dans cette introduction ont tour a
tour réussi 4 augmenter la sensibilité de détection des antigénes depuis les travaux de
Coons. Toutefois, comme en témoignent les progrés récents effectués avec de

nouvelles approches comme I’EPOS, des méthodes plus efficaces et plus sensibles
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sont encore recherchées.

1.5.1 Déposition catalytique de dérivés de tyramine par la peroxydase

Bobrow et coll. ont développé une méthode novatrice d’amplification du signal des
réactions antigéne-anticorps pour les dosages immunoenzymatiques en ELISA, sur
membrane de nitrocellulose (immunodot) et sur Western blot (Bobrow et coll., 1989,
1991, 1992). Cette méthode a amélioré la limite de détection de ces systemes de 8 a
200 fois selon le format utilisé. L'approche CARD (Catalyzed Reporter Deposition) a
par la suite été adaptée avec succes & I'immunocytochimie en microscopie optique
(Adams, 1992; Berghom et coll.,, 1994; Merz et coll., 1995; Shindler et Roth, 1996),
en hybridation in situ (Kerstens et coll., 1995; Raap et coll., 1995; van Gijlswijk et
coll., 1996; Sano et coll., 1998) et en microscopie électronique (Mayer et Bendayan,
1997,1999). Selon le protocole utilisé et le niveau de résolution, la majorité de ces
études ont rapporté une augmentation de la sensibilité et de l'efficacité de détection
antigénique variant de 8 & 10 000 fois (Bobrow et coll., 1991; Adams, 1992; Merz et
coll., 1995; Hunyady et coll., 1996; Werner et coll., 1996; Erber et coll., 1997). Un
des avantages de cette technique est qu'elle peut étre utilisée avec n'importe quel
systtme de détection immunologique qui incorpore, au site antigénique, des
molécules d'HRP de facon directe ou indirecte en employant des réactions

immunologiques ou biochimiques.
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La technique d’amplification CARD est basée sur la capacité de la peroxydase
a catalyser l'attachement covalent d'un grand nombre de molécules de dérivés de
tyramine au site du complexe antigene-anticorps spécifique. La tyramine est une
molécule phénolique, substrat de I'HRP, possédant un groupe hydroxyl libre qui
réagit avec I'HRP et un groupe aminé libre qui peut servir d'extrémité de liaison avec
différents marqueurs ou indicateurs (Figure 8). Au départ, la tyramine a été utilisée
couplée a des indicateurs comme la biotine et la fluorescéine (Bobrow et coll., 1989).
Elle peut aussi étre conjuguée, entre autres, a la digoxigénine (Plenat et coll., 1997),
au trinitrophényl (Hopman et coll., 1998), a la rhodamine et a la cyanine Cy-3 (van

Gylswijk et coll., 1997).

Figure 8. Structure chimique de la tyramine.

En présence de peroxyde d'hydrogene, I'HRP catalyse l'oxydation de la partie
phénolique du conjugué tyramide-indicateur par un mécanisme radicalaire. Le
conjugué forme donc un radical de trés courte demi-vie qui se lie rapidement de fagon

covalente aux chaines latérales des acides aminés riches en électrons des protéines de
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l'entourage immédiat du site d'immunoréaction (Gross et Sizer, 1959; Bobrow et
coll., 1992) (Figure 9). La grande quantité d'indicateurs ainsi dépos€s peut alors €tre

détectée soit par la streptavidine, par des anticorps spécifiques ou

BIOTIN
BIOTIMN H

@ H
Hall i
HERP

OH
SURFACE
SURFACE

Figure 9. Mécanisme de réaction proposé pour 1 “attachement covalent de
la biotinyl-tyramide aux chaines latérales des acides aminés des
protéines de surface entourant les sites antigéniques.

(figure tirée de Bobrow et coll., 1992)

directement par leur signal fluorescent. Sauf pour les fluorochromes directement
détectés, la streptavidine ou les anticorps anti-hapténes peuvent €tre conjugues a
différents marqueurs pour la visualisation des sites antigéniques. Par exemple, la
déposition spécifique de biotinyl-tyramide peut étre révélée par de la streptavidine-
HRP et visualisée avec le DAB, et la déposition de digoxigénine-tyramide par un
anti-digoxigénine couplé a la phosphatase alcaline et visualisé par son substrat

chromogene.

Le but de notre étude a été de combiner les avantages d'amplification présentés



45

par la technique CARD et les avantages de haute résolution et de quantification

offerts par la technique d'immuno-or en microscopie €lectronique.

L'application de la procédure d'amplification CARD avec la biotinyl-tyramide
suivie par une étape de détection avec la streptavidine-or devrait, en théorie, donner
un marquage de haute intensité, révélé par les particules d'or colloidal. En plus de
l'augmentation du signal, la combinaison de la technique CARD et du marqueur a I'or

colloidal devrait générer un marquage de haute résolution qui peut étre quantifié.

C'est a partir de cette hypothése que nous avons appliqué ce systéme hybride
en microscopie électronique pour l'immunolocalisation ultrastructurale de sites
antigéniques. De plus, dans le but de pousser plus loin les limites d'amplification a
l'or colloidal et de comparer les résultats, nous avons introduit une nouvelle sonde, la
biotinyl-LC-LC-tyramide, qui incorpore des bras d'espacement entre les molécules de
biotine et de tyramine pour réduire les effets négatifs de l'encombrement stérique.
Nous avons aussi élaboré des protocoles qui permettent ['utilisation de nouvelles
molécules indicatrices couplées a la tyramine. Nous avons construit des sondes tel
que la tyramide-IgG qui est révélée par la protéine A-or, la tyramide-albumine-or qui
permet une amplification par dépdt catalytique d'or colloidal et utilisé un nouveau
substrat couplé a des amas d'atomes d'or ultrapetits (Nanogold) amplifiés par
l'intensification a l'argent (Mayer et Bendayan, 1997,1999; Mayer et Coll, en

préparation).
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SUMMARY The biotinyl-tyramide protocol recently introduced for sensitive light micro-
scopic immunocytochemistry was applied to electron microscopy and revealed various tis-
sue antigens with high resolution. The protocol consists of an indirect method in which
thin tissue sections are incubated successively within a specific primary antibody, followed
by a biotinylated secondary antibody, streptavidin-HRP, and then finally with biotinyl-tyra-
mide. The reaction product appears as a dense filamentous material that is deposited over
particular cellular compartments. The labeling obtained for the antigens tested, amylase
and heat-shock protein 70 in pancreatic acinar cells, insulin in pancreatic B-cells, and car-
bamoy! phosphate synthetase and catalase in liver tissue, was found to be highly specific,
with the labeling for each antigen confined to its particular cellular compartment. Back-
ground levels and nonspecific deposition of the staining were negligible. The use of bio-
tinyl-tyramide therefore appears to be an alternative sensitive technique for immunoelec-
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tron microscopy. () Histochem Cytochem 45:1449-1454, 1997)

SINCE the advent of immunocytochemistry in the late
1940s, major progress has been made in methods of
labeling and in techniques of tissue preparation. For
electron microscopy, two techniques have been quite
successful for demonstration of antigen—antibody com-
plexes: the PAP technique, using peroxidase as the agent
of labeling (Sternberger et al. 1970), and the immu-
nogold technique, which takes advantage of the physi-
cochemical properties and electron-dense characteristics
of colloidal gold particles (for review see Bendayan
1995). Because of its superiority in terms of resolution
in detection and possibilities of quantitation, the immu-
nogold approach has become the technique of choice
in modern molecular morphology (for review see Ben-
dayan 19935).

Recently, a novel approach for revealing antigen—
antibody complexes, the tyramide signal amplification
technique, has been reported. First introduced for im-
munoassays (Bobrow et al. 1989,1991), it was then
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extended to immunocytochemistry at the light micro-
scopic level (Adams 1992; Berghorn et al. 1994; Merz
et al. 1995; Sanno et al. 1996; Shindler and Roth
1996; Plenat et al. 1997). This technique is based on
the ability of HRP from an HRP-avidin complex (or
any HRP—protein complex) to catalyze the deposition
of biotinyl-tyramide onto a surface displaying biotiny-
lated antigen—antibody complexes. This deposition is
believed to take place at the site of the enzyme reac-
tion, thus leading to good resolution (Bobrow et al.
1992). The development of fluorescent tyramide re-
agents has made possible the application of this tech-
nique to fluorescent microscopy, either in immuno-
stainings (Berghorn et al. 1994; De Haas et al. 1996;
Hunyady et al. 1996; Plenat et al. 1997; van Gijlswijk
et.al. 1997; Van heusden et al. 1997) or in in situ hy-
bridization (Kerstens et al. 1995; Raap et al. 1995; De
Haas et al. 1996; Macechko et al. 1997; Schmidt et al.
1997; van Gijlswijk et al. 1996,1997; Zehbe et al.
1997).

In the present study, we report the use of the tyra-
mide signal amplification approach (TSA) for immu-
noelectron microscopy. Application of the technique
on thin sections of tissues and examination at the elec-
tron microscopic level have revealed the presence of a
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dense reaction product at the antigen—antibody reac-
tion sites. This novel technique appears to be simple,
reliable, and of high specificity and good resolution. It
provides an alternative to existing techniques and could
be used in combination with others for multiple stain-
ing experiments.

Materials and Methods
Tissue Processing

Small fragments of normal rat pancreatic and liver tissues
were fixed by immersion in 0.1 M phosphate-buffered 1%
glutaraldehyde for 2 hr at 4C. After fixation, the tissue frag-
ments were washed in the phosphate buffer and processed
for low-temperature embedding in Lowicrvl as previously
described (Bendayan 1995). Ultrathin sections were cut and
mounted on Parlodion—carbon-coated nickel grids and pro-
cessed for immunocytochemistry using the TSA (Tyramide
Signal Amplification) as the electron-dense marker.

Antisera and Reagents

Five different primary antibodies were used to assess the
TSA technique: a rabbit anti-human amylase and a mouse
monoclonal anti-heat shock protein 70 (HSP-70) from Sigma
Chemicals (St Louis, MO), a guinea pig anti-porcine insulin
from ICN (Montreal, Quebec, Canada), a rabbit anti-car-
bamoyl phosphate synthetase (CPS) (Bendayan and Shore
1982), and a rabbit anti-catalase (Bendayan and Reddy 1982).
The specificity of these antibodies was previously demon-
strated by immunochemical and immunocytochemical tech-
niques (Bendayan and Reddy 1982; Bendavan and Shore
1982; Bendayan 1984,1989; Velez—Granell et al. 1994). The
secondary antibodies were a biotin-conjugated goat anti-rab-
bit IgG (GAR-biotin), a biotin-conjugated goat anti-mouse
IgG (GAM-biotin) (Sigma), and biotin-conjugated goat anti-
guinea pig IgG (GAG-biotin) (Amersham Life Science; Qak-
ville, Ontario, Canada). Streptavidin~HRP (SA-HRP), bio-
tinyl-tyramide (BT), and the amplification diluent were
kindly provided by NEN Life Science Products (Renaissance
TSA-Indirect kit; NEN Life Science Products, Boston, MA).

Immunocytochemistry

Labeling was carried out by floating the grids with tissue
sections face down on drops of 1% ovalbumin in 10 mM
PBS, pH 7.2, for 30 min at room temperature (RT) and then
transferring them directly onto a drop of one of the specific
primary antibodies for 2 hr at RT or overnight at 4C. The
antibodies were used at the following dilutions: anti-amylase
1:10; anti-HSP-70 1:10; anti-insulin 1:200; anti-CPS 1:50;
and anti-catalase 1:200. The grids were then rinsed with
PBS for 15 min, transferred to the 1% ovalbumin solution
for 30 min, and then incubated on a drop of one of the cor-
responding specific biotinylated secondary antibodies for 60
min at RT: GAR-biotin 1:800 for anti-amvlase, anti-CPS,
and anti-catalase; GAG-biotin 1:500 for the anti-insulin;
and GAM-biotin 1:3500 for the anti-HSP-70. Tissue sections
were then rinsed with PBS for 15 min, transferred to the
ovalbumin solution for 15 min, and then incubated on a
drop of streptavidin-HRP diluted 1:500 with PBS for 30
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min at RT. The grids were then washed for 15 min with PBS
and incubated for 10 min at RT with biotinyl-tyramide di-
luted 1:50 in 1 X amplification diluent. After washing with
PBS and distilled water, the tissue sections were stained with
uranyl acetate and examined with a Philips 410SL electron
microscope.

The specificity of the labeling with tyramide was assessed
by several control experiments: omission of either the pri-
mary or secondary antibody and omission of the strepravi-
din—-HRP or the biotinyl-tyramide steps, in four separate ex-
periments.

Results

Application of the TSA technique in combination with
specific primary antibodies on thin tissue sections pre-
pared for electron microscopy led to the deposition of
a dense filamentous material on structures known to
contain the different antigens. The specificity of the la-
belings appeared to be excellent and is supported by
the results obtained using various antigens located in
different cells and/or different cell compartments. In-
cubation of pancreatic tissue with the anti-amylase an-
tibody (Figure 1) led to staining of different compart-
ments of the acinar cells, such as the rough endoplasmic
reticulum, the Golgi cisternae, the condensing vacu-
oles, and the zymogen granules. The dense filamentous
reaction product was present on the cell compartments
with different intensities, the highest being over the zy-
mogen granules known to contain high amounts of
amylase. Other compartments, such as mitochondria
or nuclei, were devoid of any staining (Figure 1). The
use of the anti-insulin antibody resulted in staining of
the pancreatic B-cells, particularly in those compart-
ments involved in secretion, the rough endoplasmic retic-
ulum, the Golgi apparatus, and the immature and ma-
ture secretory granules (Figure 2). Staining for HSP-70
was found in the Golgi apparatus and condensing vac-
uoles of the pancreatic acinar cells and was particu-
larly concentrated in the trans-Golgi network (Figure
3). For the hepatic cells, labeling for carbamoyl phos-
phate synthetase was restricted to the mitochondria
(Figure 4) and that for catalase to the peroxisomes
(Figure 5). In all cases, the reaction product appeared
as thin filamentous deposits that overlaid the labeled
structures without masking their morphological fea-
tures. Considering the different labeled compartments,
the reaction product remained within the limits of each
compartment, thus reflecting good resolution. The spec-
ificity of the results, as demonstrated by the very low
levels of background, was excellent, the labeling being
restricted to the corresponding compartments. It was
also supported by the control experiments. Omission
of the primary or secondary antibodies in the labeling
protocol led to absence of staining except for the pres-
ence of some random dense spots (Figure 1C). This in-
dicates that application of the TSA protocol without a



Figure 1
amylase antigen

(A) Thin section of rat pancreatic acinar cell labeled for amylase by the TSA technique. Dense filamentous deposits, revealing

ic sites, are present over the rough endoplasmic reticulum (RER), the Golgi apparatus (G), the condensing vacuoles (V), and
the zymogen granules (ZG). Bar = 0.5 pum. (B) Detail of a labeled zymogen granule at higher magnification demonstrating the dense fila-
mentous deposit. Bar = 0.5 pm. (C) Control experiment: omission of the anti-amylase primary antibody in the protocol. The labeling is abol-
ished although some spot deposits are seen randomly on the tissue section. Bar = 0.1 pm.
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Biotinyl-Tyramide in Immunoelectron Microscopy

specific antibody does not generate any staining (Fig-
ure 1C). Similar resuits were obtained when the strepta-
vidin—HRP or the biotinyl-tyramide step was omitted.
Nonspecific deposition of the different reagents there-
fore appears to be negligible. The technique appears
reliable and sensitive. However, some precautions must
be taken to generate intense and specific stainings. The
different solutions should be as fresh as possible, par-
ticularly the diluted tyramide solution, which should
not be more than 2 weeks old. The use of an old solu-
tion affects the chemical reactions and generates label-
ing of low intensity. Incubation with 1% ovalbumin
appears to interfere with the HRP-tyramide reaction
and therefore should not be carried out before incuba-
tion with the biotinyl-tyramide.

Discussion

The TSA approach was originally introduced for de-
tection of antigens on solid-phase immunoassay (Bo-
brow et al. 1989,1991) and was then adapted to his-
tochemistry for sensitive detection of tissue antigens at
the light microscopic level (Adams 1992; Berghorn et
al. 1994). In the present work we have extended the
TSA protocol for the ultrastructural localization of tis-
sue antigens by electron microscopy. The technique is
an indirect one in which a specific antigen-antibody
complex is revealed by a biotinylated secondary anti-
body, which in turn is reacted with streptavidin—-HRP.
This HRP reacting with hydrogen peroxide catalyzes
the oxidative condensation of tyramide by a free radi-
cal mechanism. This activated tyramide binds covalently
to the tyrosine residues of the proteins surrounding
the HRP. Moreover, since the half-life of the tyramide
radicals is very short, the deposition occurs very close
to the activating enzyme (Bobrow et al. 1992). There-
fore, the HRP catalyzes the deposition of tyramide at
the surface of the tissue section, giving rise to an elec-
tron-dense deposit at the site of the specific antigen-
antibody complex. Details of the biochemical reactions
taking place during oxidation of the tyramine have
been reported to generate a brown pigment, which
was found to contain dityramine and more extensively
oxidized and polymerized derivatives (Gross and Sizer
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1959). That such polymerized derivatives correspond
to our dense filamentous reaction product found at the
electron microscopic level remains to be confirmed.
Application of this TSA protocol in combination with
specific antibodies resulted in the staining of cell com-
partments with a dense filamentous deposit. This de-
posit, generated by the HRP-tyramide reaction, ap-
peared to be confined to the labeled structures and
thus yielded labeling of good resolution. Because of
differences in molecular interactions and reactions, it
is quite difficult to perform comparative evaluations be-
tween this TSA technique and other techniques. Be-
cause it is a reaction product rather than a particulate
marker, there are difficulties in providing quantitative
evaluations of labeling intensities, as is the case with
the colloidal gold marker. Specificity of the results is
always based on the characteristics of the primary and
secondary antibodies. However, for the TSA reagents,
levels of background as well as nonspecific deposition
of the reagent product were negligible. Therefore, TSA
appears to represent an alternative technique for im-
munoelectron microscopy that can be applied either
for the simple detection of antigens or in combination
with other techniques for multiple labeling experiments.
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SUMMARY Catalyzed reporter deposition (CARD) is a technique that allows amplification
of routine immunolabeling in light microscopy. This procedure takes advantage of the
horseradish peroxidase (HRP) from an HRP-avidin complex to catalyze the accumulation of
reporter-conjugated tyramine (a phenolic compound) onto a surface displaying biotiny-
Jated antigen-antibody complexes. The large amount of labeled tyramine deposited allows
the detection of an antigenic site with muitiple reporter molecules. In this study we modi-
fied this amplification protocol to combine it with the immunogold technique for the ultra-
structural localization of antigens in electron microscopy. We constructed various tyramide
conjugates that permit the combination of this amplification method with a particulate
colloidal gold marker. The new probes yield results of high specificity and enhanced inten-
sity. Assessment of the level of resolution of the labeling has demonstrated that, in spite of
the amplification, the resolution remains very good. Therefore, once associated, the immu-
nogold and the CARD techniques lead to specific, high-resolution, sensitive and amplified
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signals that exhibit the advantages of both approaches.

(J Histochem Cytochem 47:421-429, 1999)

POSTEMBEDDING ULTRASTRUCTURAL LOCALIZATION
of tissue antigens by the immunogold approach has
been widely and successfully used over the past 20
years (for review see Bendayan 1995). The electron-
dense colloidal gold marker allows the visualization of
antigenic sites with high resolution. Being a particu-
late marker, it also allows quantitative evaluations of
labeling intensitiy and morphometrical determinations.
Owing to its properties, the immunogold approach has
become one of the most widely employed techniques
in immunoelectron microscopy. However, it also car-
ries its own limitations. For detection of scarce tissue
antigens, for example, or for antigens sensitive to fixa-
tion, the technique, in its postembedding protocol,
may present some limitations in terms of labeling effi-
ciency. Many attempts have been made to amplify the
end result. Low-temperature tissue embedding proce-
dures in hydrophilic resins (Kellenberger et al. 1980;
Roth et al. 1981; Bendayan 1984), antigen retrieval
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tyramide conjugates
electron microscopy

techniques (Stirling and Graff 1995; Wilson et al. 1996),
use of various fixatives (Karnovsky 1965; McLean and
Nakane 1974), introduction of ultrasmall gold mark-
ers (Baschong et al. 1985; Slot and Geuze 1985; Hain-
feld 1987,1988; Hainfeld and Furuya 1992), and mod-
ification of the protein A-gold technique by the use of
the anti-protein A (Bendayan and Duhr 1986), are
some of the approaches that enhance colloidal gold-
based immunocytochemical signals. Although these suc-
ceed in improving the sensitivity of the immunogold
methods, more efficient methods are always needed.
In 1989, Bobrow et al. introduced the catalyzed re-
porter deposition (CARD) for solid-phase immunoas-
says. This novel approach can enhance the signal up
to 30-fold compared to standard membrane immu-
noassays (Bobrow et al. 1991). The method was later
adapted to immunocytochemistry at the light (Adams
1992; Berghorn et al. 1994; Merz et al. 1995; Shindler
and Roth 1996) and electron (Mayer and Bendayan
1997; Schéfer et al. 1997; Humbel et al. 1998) micro-
scopic levels and to in situ hybridization (Kerstens et
al. 1995; Raap et al. 1995; van Gijlswijk et al. 1996;
Sano et al. 1998). The CARD amplification system re-
lies on horseradish peroxidase (HRP) molecules, immu-
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nologically introduced at the specific antigen—antibody
complex site, to catalyze the covalent attachment of a
large number of derivatized tyramine molecules onto
tissue sections. On oxidation by HRP in the presence
of hydrogen peroxide, the phenol moiety of the tyramine
forms a radical with a short half-life. This activated
tyramine rapidly binds covalently to electron-rich amino
acids of proteins immediately surrounding the site of
the immunoreaction. Tyramine can be crosslinked to a
variety of reporter molecules, such as biotin (Bobrow
et al. 1989), digoxigenin (Plenat et al. 1997), trinitro-
phenyl (Hopman et al. 1998), FITC, rhodamine, and
Cy-3 (van Gijlswijk et al. 1997). These deposited re-
porter molecules are then detected either by streptavi-
din, by specific antibodies, or directly by their fluorescent
signal. Except for the directly detected fluorochromes,
the streptavidin or the anti-hapten antibodies can be
conjugated to particular markers for visualization of
the antigenic sites.

The application of the biotinyl-tyramide amplifica-
tion procedure developed by Bobrow, followed by
streptavidin—gold as the detection step, should, in the-
ory provide gold particle labeling of high intensity. In
addition to the enhancement of the signal through the
CARD technique, its combination with the gold marker
should generate high-resolution labeling that can be
quantitated.

In the present communication, new reporter-conju-
gated tyramine complexes, i.e., tyramide-IgG, tyra-
mide-albumin-gold, and biotinyl-LC-LC-tyramide,
were constructed and introduced into the immunogold
labeling protocols to associate the advantages of the
CARD technique with those of the colloidal gold par-
ticulate marker. The combination of this dual ap-
proach for the ultrastructural localization of antigenic
sites led to specific amplified signals revealed by gold
particles. The resolution of the enhanced signal was
found to be high enough for localization of mem-
brane-associated proteins. Moreover, the labeling in-
tensity could be quantitated and demonstrated that
the amplified signals were about 10-fold higher than
those of the standard protein A-gold protocol.

Materials and Methods
Tissue Processing

Fragments of normal rat pancreatic and liver tissues were
fixed by immersion with 1% (v/v) glutaraldehyde in 0.1 M
phosphate buffer (pH 7.2) for 2 hr atr room temperature
(RT). The pancreatic tissue was processed for low-tempera-
ture embedding in Unicryl as previously described (Ben-
dayan 1995), and the liver tissue was postfixed with 1% os-
mium tetroxide and embedded in Epon 812 according to
standard techniques. Thin sections were cut and mounted on
Parlodion—carbon-coated nickel grids and processed for im-
munocytochemistry using different labeling protocols.
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Antisera and Reagents

A rabbit anti-amylase antibody (Sigma-Aldrich Canada;
Oakville, Ontario, Canada) was used to assess the different
amplification protocols on pancreatic tissue. A rabbit anti-
carbamoyl phosphate synthetase (CPS) antibody {Bendayan
and Shore 1982) was applied on liver tissue to assess the res-
olution of the labeling. The secondary antibody was a biotin-
conjugated goat anti-rabbit IgG (GAR-biotin) (Sigma-Aldrich).
Streptavidin—gold (10 nm) was from Sigma. Streptavidin-HRP
(SA—HRP), biotinyl-tyramide (BT), and the amplification di-
luent were provided by NEN Life Science Products (Boston,
MA). Protein A- and protein A/G-gold (10 nm) were pre-
pared according to previously described protocols (Bendayan
1995).

Preparation of the Probes
All coupling procedures were carried out at RT.

Biotinyl-LC-LC-Tyramide. The biotinyl-long chain—long
chain—tyramide probe (B-LC-LC-T) was constructed through
sulfosuccinimidyl-6’-(biotinamido)-6-hexanamido hexanoate
(sulfo-NHS-LC-LC-biotin) (Pierce; Rockford, IL) and tyra-
mine-HCI (Sigma-Aldrich). A total of 500 pl of 10 mM
Sulfo-NHS-LC-LC-biotin in distilled water was added to
500 ! of 10 mM tyramine-HCl in 0.01 M PBS, pH 7.2. The
solution was allowed to react for 30 min and was stored at 4C.

Tyramide-IgG. Synthesis of the tyramide-IgG probe was
carried out by coupling tyramine-HCl with normal rabbit
immunoglobulins (Dako Diagnostics Canada; Mississauga,
Ontario, Canada) through the glutaraldehyde method (Har-
low and Lane 1988). A total of 250 pl of 60 mM tyramine-
HCl in PBS was mixed with the same volume of 20 mg/ml
rabbit immunoglobulins in 100 mM NaCl. The crosslinking
was performed with 250 pl of 0.2% glutaraldehyde in PBS
slowly added dropwise over 30 min with constant stirring.
Then the solution was allowed to react for 1 hr with stirring.
The excess of glutaraldehyde was neutralized by adding 200
ul of 1 M glycine in PBS (200 mM final concentration) to
the mixture which was incubated, under stirring, for 1 hr.
The resulting solution was purified and separated through a
Sephadex G-25 column (1 X 60 cm; elution with distilled
water) (Pharmacia Biotech; Baie d’Urfé, Québec, Canada).
The separation yielded two peaks and the fractions of the
first peak, containing the tyramide-IgG complex, were
pooled and evaporated to dryness with a Speed Vac Plus
centrifugal vacuum concentrator (Savant Instruments; Hol-
brook, NY). The probe was resuspended in 500 pl PBS and
stored at 4C.

Tyramide-BSA-Gold. The tyramide-BSA—gold probe was
constructed by coupling tyramine-HCl to bovine serum al-
bumin (BSA) (Sigma-Aldrich) and by tagging the tyramide-
BSA complex with colloidal gold particles. The procedure
involved the preactivation of 2 ml of 60 mM tyramine-HCl
in PBS with 2 ml of 0.2% glutaraldehyde in PBS. Then 40
mg of BSA was added to the activated tyramine solution and
the mixture was allowed to react for 1 hr with constant stir-
ring. The reaction was stopped by adding 60 mg of glycine
(200 mM final concentration) to the coupling solution for
1 hr. The reaction products were separated on a Sephadex
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G-25 column (1 X 60 e¢m; elution with distilled water) and
yielded two peaks. The first peak was composed of three
subfractions: a translucent fraction, a yellowish fraction, and
a clear white one. The translucent subfraction, being the one
containing the tyramide-albumin complex, was evaporated
to dryness in the centrifugal vacuum concentrator and resus-
pended in 1 ml of distilled water. To couple this complex to
gold particles, 9 ml of 10-nm colloidal gold particle suspen-
sion (pH 5.8) was added to 500 pl of the tyramide-albumin
and centrifuged for 30 min at 25,000 X g. The precipitated
tyramide-BSA~gold was recovered at the bottom of the
tube, diluted with 500 pl of 0.02% polyethylene glycol in
PBS, and stored at 4C.

Labeling Protocols

All labeling protocols were carried out by floating the grids
with tissue sections face down on drops of the different re-
agents. All incubations were performed at RT unless other-
wise specified.

Simple Protein A~Gold Protocol. Pancreatic tissue thin
sections mounted on nickel grids were incubated for 30 min
on a drop of 10 mM PBS containing 1% ovalbumin and
then transferred to a drop of diluted anti-amylase (1:200 in
PBS) for an overnight incubation at 4C. Tissue sections were
then rinsed with PBS for 15 min, transferred to 1% ovalbu-
min for 15 min, and incubated for 30 min on a drop of the
protein A-gold or the protein A/G-gold complex. The grids
were thoroughly washed with PBS, rinsed with distilled wa-
ter, dried, and stained with uranyl acetate before examina-
tion with a Philips 410 SL electron microscope.

Biotinyl-TyramidelStreptavidin-Gold Protocol. Labeling
was carried out by floating the grids on drops of 2% BSA in
PBS for 15 min and then transferring them directly onto a
drop of the diluted anti-amylase (1:200 in PBS) overnight at
4C. The grids were then rinsed with PBS for 15 min, trans-
ferred to the BSA solution for 15 min, and incubated on a
drop of GAR-biotin diluted 1:100 in PBS for 60 min. Tissue
sections were then washed with PBS for 15 min, transferred
to the BSA solution for 15 min, and incubated on a drop of
streptavidin-HRP diluted 1:500 with PBS for 30 min. The
grids were rinsed for 15 min with PBS and incubated for 10
min with the biotinyl-tyramide diluted 1:50 in 1 X amplifi-
cation diluent. After a 15-min wash with PBS, the tissue sec-
tions were incubated on a drop of 1% ovalbumin for 15 min
and directly transferred to a drop of streptavidin—gold di-
luted 1:20 in PBS for 30 min. The grids were then washed
with PBS, rinsed with distilled water, dried, and stained with
uranyl acetate before examination in the electron microscope.

Biotinyl-LC-LC-Tyramide/Streptavidin-Gold Protocol.
The same labeling procedure as described above for the bio-
tinyl-tyramide/streptavidin—gold protocol was applied for
the biotinyl-LC-LC~tyramide probe. The only difference
was the use of the biotinyl-LC-LC~tyramide (dilution 1:50
in PBS) and the addition of hydrogen peroxide (H;0O)) to the
biotinyl-LC-LC-tyramide solution at a final concentration
of 0.03%.

Tyramide-IgG Protocol. The tissue sections were incu-
bated on a drop of PBS containing 1% ovalbumin for 30
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min and transferred to a drop of the diluted anti-amylase
{1:200 in PBS) for an overnight incubation at 4C, After rins-
ing in PBS for 15 min, the sections were incubated with 1%
ovalbumin for 15 min and transferred onto a drop of GAR~
biotin (1:100 in PBS) for 60 min. The grids were then
washed with PBS for 15 min, transferred to the ovalbumin
solution for 15 min, and incubated on a drop of streptavi-
din—-HRP (1:500 in PBS) for 30 min. After rinsing for 15 min
with PBS, the sections were transferred onto a drop of the
tyramide-IgG solution containing 0.03% H,O» and incu-
bated for 10 min. The tissue sections were then washed in
PBS for 15 min, transferred to a drop of 1% ovalbumin for
10 min, and then incubated with the protein A/G-gold
complex for 30 min. At the end of this incubation, the grids
were thoroughly washed with PBS, followed by distilled wa-
ter, and allowed to dry. Before examination in the electron
microscope, the tissue sections were stained with uranyl
acetate.

Tyramide-BSA-Gold Protocol. The tissue sections were
first incubated on a drop of 1% ovalbumin in PBS for 30
min and then transferred to the diluted anti-amylase (1:200
in PBS) for an overnight incubation at 4C. The sections were
rinsed with PBS for 15 min, transferred to 1% ovalbumin
for 15 min, and then incubated on a drop of GAR-biotin
(1:100 in PBS) for 60 min. The grids were further rinsed
with PBS (15 min), transferred to the ovalbumin (15 min),
and incubated with streptavidin—HRP (1:500 in PBS) for 30
min. The sections were then washed with PBS (15 min) and
incubated with the tyramide-BSA—gold (10 nm) probe di-
luted 1:10 in PBS containing 0.03% H,O,, for 10 min. The
grids were thoroughly washed with PBS and distilled water,
dried, and stained with uranyl acetate before examination.

Control Experiments

The specificity of the labelings was assessed through a num-
ber of control experiments. Two types of controls were car-
ried out for (a) assessment of the specificity of the labeling,
which included the use of the antigen-adsorbed antibody
and the omission of either the primary or secondary anti-
body, and (b) the assessment of the specificity of the amplifi-
cation, which included omission of one of the reagents such
as the hydrogen peroxide, the streptavidin-HRP, or the con-
jugated tyramine.

Quantitation

Quantitative evaluations of the labeling over the zymogen
granules as well as that over mitochondria, which reflects
background staining, were carried out according to previ-
ously described protocols (Bendayan 1995). Electron micro-
graphs were recorded and enlarged to a final magnification
of X42,000. Evaluation of the area of the zymogen granules
and mitochondria was done by direct planimetry using the
Videoplan 2 system (Carl Zeiss Canada; Montréal, Québec,
Canada). The number of gold particles present in the gran-
ules and mitochondria was counted and the density of label-
ing was expressed as the number of gold particles/pm?. The
labeling densities were evaluated for each of the five proto-
cols and the amplification factor was calculated in reference
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to the labeling obtained with the simple protein A—gold pro-
tocol.

Assessment of Resolution

CPS is a mitochondrial enzyme associated with the inner mi-
tochondrial membrane (Bendayan and Shore 1982). Because
of its close association with the mitochondrial membrane,
we selected it as a reference for a membrane-bound protein.
The proximity of the labeling to the mitochondrial mem-
brane was chosen as a reference for evaluation of the resolu-
tion. Sections of rat liver tissue were immunolabeled with
anti-CPS using the simple protein A-gold and the tyramide~
IgG protocols, as described above. To increase ultrastruc-
tural preservation, labelings were carried out on osmium-
postfixed liver tissue embedded in Epon. The use of such
material required an additional preliminary step in the label-
ing protocol, i.e., the use of metaperiodate (Bendayan 1995).
Therefore, the rissue sections were incubated with a satu-
rated sodium metaperiodate solution for 60 min and rinsed
in water before the first antibody step. Evaluation of the res-
olution was assessed by measuring the distance between the
gold particles and the inner mitochondrial membrane for
both the simple and amplified protocols using the Videoplan
2 image analysis system.

Results

Four new tyramide protocols were assessed to evalu-
ate the possibility of combining the CARD amplifi-
cation approach with the immunogold technique to
amplify immunocytochemical signals at the electron
microscopic level. Working on a single tissue with the
same antibody and maintaining the antibody’s dilu-
tion as well as all other procedures constant allows the
comparative study of the amplification signals ob-
tained with the different probes. The immunolocaliza-
tion of amylase in pancreatic tissue with the CARD
amplification technique using either of the conjugated
tyramine probes yielded labeling by colloidal gold par-
ticles over cellular compartments of pancreatic cells
known to contain this antigen (Figures 1 and 2). The
labeling was located over the rough endoplasmic retic-
ulum, the Golgi apparatus, the condensing vacuoles,
and the zymogen granules (Figure 2). Labeling was
also found in the acinar lumen. Compared to the sim-
ple protein A—gold protocol, the use of any of the tyra-
mide protocols yielded more intense labeling. How-
ever, differences were detected among the amplified
signals obtained with the different CARD protocols.
The amplified signal obtained with the biotinyl-tyra-
mide was not as intense as those obtained with the
other protocols, and background staining was present
over mitochondria and nuclei. In contrast, the use of
the biotinyl-LC-LC-tyramide probe led to much higher
labeling, indicating that the incorporation of spacer
arms between the tyramide and the biotin molecules
overcomes the possible problems of steric hindrance
presented by the biotinyl-tyramide probe (Table 1).
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Nevertheless, staining of amylase with the biotinyl-
LC-LC-tyramide probe was also accompanied by rel-
atively high background staining. Levels of background
appeared to decrease from regions around zymogen
granules to peripheral regions of the cell. The biotiny-
lated probes therefore appear to display problems of
diffusion leading to such background. These problems
were solved by the addition of 10% dextran sulfate to
the tyramide solution (van Gijlswijk et al. 1996), which
indeed reduced the background staining. The other
two protocols, the tyramide-IgG and the tyramide-
BSA-gold, yielded labeling of very high intensity and
specificity with adequate background stainings (Fig-
ures 1A and 1B).

Quantitative evaluation of the density of labeling
for amylase over zymogen granules and mitochondria
allowed us to perform a more thorough evaluation of
the degree of signal amplification and of levels of back-
ground staining. Striking differences were observed
among the protocols (Table 1). The immunogold la-
beling intensity obtained with the CARD system was
four- to 13-fold higher than that of the conventional
protein A—gold technique, depending on the type of
tyramide probe used. The biotinyl-tyramide and the
biotinyl-L.C-L.C~tyramide generated labeling with am-
plification factors of 4 and 12, respectively, compared
to the standard protein A-gold. However, both ampli-
fication protocols gave high background over mitochon-
dria. The shortest protocol, which uses the tyramide-
BSA—gold, yielded excellent labeling intensity with an
amplification factor 7 times that of the nonamplified
signal. Moreover, the background over mitochondria
remained very low. The method using the tyramide-
IgG probe also showed a very high increase in the sig-
nal, with an amplification factor of 13 compared to
the simple protein A—gold protocol. The background
level over mitochondria remained excellent, demon-
strating a very high specificity of the reaction.

Several control experiments were carried out to as-
sess the specificity of the results obtained with the dif-
ferent amplification protocols (Table 2). Among them,
antigen adsorption and omission of the first or second
antibody served as controls for the specificity of the
immunolabeling itself. Omission of one of the reagents
needed for the amplification, such as the hydrogen per-
oxide, the streptavidin—HRP, or the tyramide, served
as controls for the amplification protocols. The results
obtained confirmed the high specificity of the labeling
(Table 2). Among the controls of amplification, some
resulted in absence of labeling and others displayed
low signals. Omission of the biotinyl-tyramide or the
biotinyl-LC-LC~tyramide gave low signals, which re-
sult from the normal binding of streptavidin-gold with
the biotinylated secondary antibody. The tyramide-
IgG protocol uses the protein A/G-gold complex to
detect the Fc fragments of immunoglobulins. There-



Immunogold Signal Amplification 425

Figure 1 Thin section of rat pancreatic acinar cell labeled for amylase by the CARD technique using the tyramide-lgG (A) and the tyra-
mide-BSA-gold (B) protocols. The amplified colloidal gold signal, revealing amylase antigenic sites, is present over the rough endoplasmic
reticulum (RER), the Golgi apparatus (G), the condensing vacuoles (V), and the zymogen granules (ZG). Mitochondria (M) are almost devoid
of labeling. Bars = 0.5 um.
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fore, even in the absence of the secondary antibody,
the protein A/G-gold was able to recognize the first
antibody giving a low signal, similar to that obtained
with the standard protein A—gold protocol (Table 2).
The resolution of the labeling after amplification
was assessed by the study of a mitochondrial mem-
brane-associated protein, carbamoyl phosphate syn-
thetase. This enzyme was previously demonstrated to
be closely associated with the inner mitochondrial
membrane (Bendayan and Shore 1982). Figure 3
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shows the labeling obtained after incubation with con-
centrated (Figure 3A) and diluted (Figure 3B) anti-CPS
antibody using the tyramide-IgG protocol. The dis-
tances between the cristae membrane and the gold
particles were measured (Figure 4), and the distribu-
tion of these measurements allowed a good assessment
of the level of resolution. Figure 4 shows that for both
the simple (protein A—gold) and the amplified tech-
nique, the majority of the labeling is indeed located
within 10 nm of the membrane. Figure 4 also shows

Figure 2 Zymogen granules labeled for amylase demonstrating the labeling obtained with simple (A) and amplified protocols (B-E). (A)
The labeling obtained with the standard protein A-gold technique provides a positive control for comparison with the amplified protocols.
Enhanced immunogold signals were obtained with the biotinyl-tyramide (B), the biotinyl-LC-LC-tyramide (C), the tyramide-BSA-gold (D),
and the tyramide-IgG (E) protocols. (F-I) Resutts under control of specificity and of amplification. (F) Biotinyl-tyramide protocol; omission of
the biotinyl-tyramide incubation. The signal is generated by the binding of streptavidin-gold to the biotinylated secondary antibody. (G)
Tyramide-BSA-gold protocol; omission of H,0; prevents deposition of the probe, leading to absence of labeling. (H) Tyramide-IgG proto-
col: omission of the anti-amylase primary antibody leads to absence of labeling. {I) Tyramide-IgG protocol; omission of the tyramide probe.
The labeling is due to the binding of protein A/G-gold to the primary and secondary antibodies. A, C, D, E are at the same magnification.

Bars: A,C-E = 0.5 um; B,F-1 = 0.25 pm.
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Table 1 Density of labeling for amylase in pancreatic cells:
amplification protocols?

Zymogen Amplification
Protocols granules factor® Mitochondria
Protein A-gold 32.0 £ 0.5 1 3.0 0.2
Biotinyl-tyramide 127.3 3.5 4 9406
Tyramide-BSA—gold 219.0 = 1.6 7 24 +06
Biotinyl-LC-LC-tyramide 390.0 = 2.5 12 175+ 2.8
Tyramide-1gG 4148 £ 6.3 13 3407

2Gold particles/um?. Mean * SEM.
bDensity of labeling over the granules/density of labeling over the granules
for the protein A-gold protocol.

that the average distance between the gold particles
and the inner mitochondrial membrane is slightly higher
for the amplified technique. The average distance be-
tween the gold particles and the membrane was found
to be 8.7 nm for the simple protocol and 11.2 nm
for the amplified protocol. This demonstrates that, in
spite of the amplification, the resolution remains quite
good.

Discussion

The CARD technique, first described by Bobrow et al.
in 1989, was used to enhance the sensitivity of immu-
noassays and Western blots and to increase signal in-
tensity (Bobrow et al. 1991). The CARD approach
was then extended to immunocytochemistry at the
light microscopic level (Adams 1992; Berghorn et al.
1994) and to in situ hybridization, in which it com-
pared favorably to in situ PCR (Zehbe et al. 1997).
Recently, the technique was broadened to immuno-
electron microscopy (Mayer and Bendayan 1997;
Schofer et al. 1997). The technique uses HRP mole-
cules introduced at specific antigenic sites to catalyze
the accumulation of reporter-conjugated tyramine by
a radicalar mechanism.

A number of different reporter-conjugated tyra-
mines, useful in immunocytochemistry and in situ hy-
bridization, have been described and are currently
used (Plenat et al. 1997; van Gijlswijk et al. 1997;
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Hopman et al. 1998). In the present study, new tyra-
mide probes were constructed and tested to combine
the CARD with the immunogold approach and to ex-
ploit the advantages displayed by the gold marker in
an amplification protocol. The studies and the assess-
ment of the new protocols were carried out on well-
established systems, the ultrastructural localization of
amylase in pancreatic acinar cells and its distribution
along the secretory pathway. Using this system under
conditions in which tissue preparation and primary
antibody dilution were maintained constant allowed a
good assessment of the efficiency of each of the new
protocols. Successful enhancement of the labeling in-
tepsity was registered with all the tyramide probes tested,
although differences were detected among them in terms
of quality of the end results. The biotinyl-tyramide
generated a signal higher than the standard protein
A—gold but, probably because of steric hindrance be-
tween the biotinyl-tyramide and the streptavidin—gold,
the level of amplification remained low. The biotinyl-
LC-LC-tyramide probe was therefore constructed to
overcome the problem of steric hindrance among re-
agents. Spacer arms, which are 30-A hydrocarbon
chains, were incorporated between the tyramine and
the biotin molecules. The use of this biotinyl-LC-LC-
tyramide in combination with the streptavidin—gold
complex resulted in a density of labeling threefold
higher than that generated by the biotinyl-tyramide
probe and 12-fold higher than the standard protein
A—gold. However, both biotinylated probes, the bio-
tinyl-tyramide and the biotinyl-LC-LC-tyramide, gave
relatively high background levels that appeared to be
due to diffusion problems. Indeed, the background
was higher over those mitochondria located close to
cell compartments containing amylase, indicating that
either during incubation or during the washing steps
the biotinylated reagents tend to diffuse away from
their sites of deposition. To decrease this background,
the addition of dextran sulfate was required (van
Gijlswijk et al. 1996). The effect was concentration-
dependent. Increasing the concentration of dextran to
20% abolished the diffusion artifact and the back-

Table 2 Controls of the specificity of the immunolabeling and of the amplification protocols

Probes Protein A—gold Biotinyl-tyramide Biotinyl-LC-LC-tyramide Tyramide-BSA-gold Tyramide-lgG

Normal protocols + ++ ++++ +++ ++++

Control protocols
Antigen adsorption® - - -
Omission of 1st Ab? = - -
Omission of 2nd Ab? n.a. - - = +¢
Omission of H,0,P n.a. = + +
Omission of SA-HRP® n.a. + + +
Omission of tyramide® n.a. . + +

aControl of specificity.
bControf of amplification.

cpositive result (without amplification) due to binding of the protein A-gold to the primary antibody.



ground but also reduced the amplification. A concen-
tration of 10% dextran sulfate was found to yield the
best results, compromising between amplification and
background. The overall intensity of the labeling was
lower with the use of dextran but still yielded results
with very good signal-to-noise ratio.

To overcome the problems displayed by the bio-
tinylated tyramine probes, other tyramide conjugates
were developed to enhance the sensitivity of the label-
ing and to reduce background staining. The tyramide-
BSA-gold probe shortens the CARD amplification
protocol, the colloidal gold marker being directly cou-
pled to the enzyme’s substrate. It is directly catalytically
deposited at the specific antigenic site without the need

for further steps to detect the reporter molecules. The-

use of such a probe generated intense labeling with
very low background staining. On the other hand, the
highest immunocytochemical signal amplification was
obtained with the tyramide-IgG complex. When acti-
vated by the HRP, this probe led to the accumulation
of immunoglobulin molecules at specific antigenic sites.
The accumulated tyramide-IgG molecules are then de-
tected by the protein A/G-gold complex, which reacts
specifically with the Fc fragment of IgGs, leading to
very intense and very convincing labeling. Moreover,
mitochondria and nuclei were almost devoid of label-
ing, reflecting the high specificity of the results. In fact,
the specificity of the results generated by all the proto-
cols tested was assessed by a number of control exper-
iments and confirmed the validity of both the anti-
body steps and the amplification protocols.
Concerning the resolution of the amplified signals,
one could wonder if, because of the various steps in

Mayer, Bendayan

Figure 3 Thin section of rat liver tis-
sue labeled for CPS by the tyramide—
1gG protocol using a rather concen-
trated (A) and diluted (B) anti-CPS.
The labeling by gold particles is
present over mitochondria (M), par-
ticularly associated with the inner mi-
tochondrial membrane. Bars: A = 1
wm; B =0.25 pm.

the protocols, the distance between the gold label and
the real antigenic site would increase significantly. To
assess this, distances between gold particles and mem-
brane antigenic sites were measured under labeling by
the simple standard and the CARD-amplified proto-
cols. Detection of a mitochondrial membrane-associ-
ated protein with the tyramide-IgG protocol has dem-
onstrated that the amplified signal was still quite close
to the membrane and that the resolution obtained
with the tyramide-IgG probe, compared to the simple
protein A—gold technique, remained very good.
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Figure 4 The evaluation of the resolution was assessed by measur-
ing the distance between the gold particles and the closest mem-
brane. Two labeling techniques were compared: the simple protein
A-gold technique and the amplified tyramide-lgG technique. in
general, the distance between the gold particles and the inner mi-
tochondrial membrane appears slightly larger for the amplified
technique.



Immunogold Signal Amplification

The introduction of the gold marker by construc-
tion of various new tyramide conjugates and modifi-
cation of the CARD technique have enabled us to take
advantage of the properties of both protocols: the am-
plification of the signal on the one hand, useful for
low labeling, and the resolution and possibilities of
quantitation due to the particulate marker on the
other hand. The end results have proved that this
combination led ro significant improvements in immu-
nogold techniques.
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Summary

Amplification of immunological signals with the catalyzed reporter deposition
(CARD) allows improved detection of scarce tissue antigens in light and electron
microscopy. The technique takes advantage of the oxidation ability of the horseradish
peroxidase (HRP), in the presence of hydrogen peroxide, to yield the accumulation of
one of its specific reporter-tagged substrates. This immunocytochemical approach
continues to be improved by the introduction of new reporter molecules tagged to
tyramine or to other HRP-substrates. In this study we introduced a novel HRP-
substrate tagged to Nanogold particles. The amplification protocol is based on the
application of a specific primary antibody, a biotinylated secondary antibody,
streptavidin-HRP and an HRP-substrate coupled to Nanogold followed by silver
intensification. In addition to amplify immunological signals of high resolution, the
direct accumulation of Nanogold particles at target sites by enzymatic activity of
HRP improves the efficiency of the technique as compared to other amplification
protocols. Moreover, this approach combines the CARD amplification potentials to
the ultrasmall gold probe and the silver intensification method. Immunolabelings
obtained by light and electron microscopy, as well as immunodot assay using this
new amplification strategy, appear to be highly sensitive, specific and of enhanced

intensity.

Key words: CARD, Nanogold, immunocytochemistry, immunodot assay, silver

enhancement



Introduction

The catalyzed reporter deposition approach (CARD) is now widely used in cell
biology for membrane immunoassays, western blotting, in situ hybridization and
immunocytochemistry (Bobrow et al.1989; Adams 1992; Wigle et al. 1993; Kerstens
et al. 1995; Mayer and Bendayan 1997,1999; Schofer et al. 1997; Humbel et al.
1998). A majority of studies has reported greater sensitivity with reduced background
and enhancement of antigen detection between 8 and 10,000 fold depending on the
level of resolution and the protocol used (Bobrow et al. 1991; Adams 1992; Merz et
al.1995; Hunyady et al. 1996; Werner et al. 1996; Erber et al. 1997). The procedure is
based on the action of the immunologically introduced HRP to catalyze the
deposition of substrate-reporter molecules by a short half-life free radicals
mechanism (Bobrow et al. 1989). This amplification procedure was recently adapted
to electron microscopy to reveal intracellular antigens with high resolution by
modifying the original protocol. New reporter molecules coupled to tyramine were
introduced and allowed the sensitive detection of antigenic sites with the particulated
colloidal gold marker (Mayer and Bendayan 1999).

To expand the possibilities of this approach we have now developed a novel
probe, the HRP-substrate-Nanogold, which takes advantage of the small 1.4 nm
Nanogold particles and of the silver enhancement protocol. Both the Nanogold and
the silver enhancement contribute to higher labeling intensities. Small gold particles
such as those of 1 to 5-nm colloidal gold and Nanogold are known to give higher

labeling densities (Lackie et al. 1985; Ghitescu and Bendayan 1990; Dulhunty et al.



1993; Hainfeld and Furuya 1992) partly because of reduced steric hindrance and the
overall ratio between immunoglobulin molecules and gold particles. Besides its small
size, the Nanogold offers additional advantages such as its stable covalent link to
proteins and its neutral isoelectric point that prevents interactions with negatively
charged molecules on tissue sections. The silver intensification protocol also provides
several advantages by improving levels of detection limit (Holgate et al. 1983) and
generating high contrast, non-diffusible, permanent black stainings (Holgate et
al.1983; Taatjes et al. 1987). Hacker et al. (1997) and Zehbe et al. (1997) have
already experienced the combination of the CARD technique with the streptavidin-
Nanogold and the silver autometallography in in situ hybridization (ISH)
experiments. They reported single-gene-copy sensitivity in detecting viral DNA and
very high sensitivity for RNA ISH. They also suggested that CARD-Nanogold could
have the potential to replace in situ polymerase chain reaction in many applications.
In this study, we used three different immunolabeling approaches, in light and
electron microscopy, for the assessment of the amplification obtained with a novel
HRP-substrate-Nanogold probe. The simple indirect streptavidin-Nanogold protocol
was compared to the biotinyl-LC-LC-tyramide/streptavidin-Nanogold and to the
HRP-substrate-Nanogold. The results obtained with the later approach appear
superior in allowing the immunolocalization of low amounts antigen-antibody
complexes. Moreover, the CARD-Nanogold amplification system was assessed on

membrane immunoassay and proven to be quite sensitive.



Materials and Methods

Preparation of a novel HRP-substrate-Nanogold

A new HRP-substrate consisting of ligands other than tyramine was covalently
coupled to a 1.4 nm Nanogold-type gold cluster according to previously described
techniques (Hainfeld 1987). The reagent product was purified by size exclusion
chromatography using an Amicon GH-25 matrix in aqueous buffer. The Nanogold
peak was collected and rotary evaporated to dryness and resuspended in 20 %
methanol. This prototype reagent was generated and provided by Nanoprobes (Stony

Brook, NY).

Immunocytochemistry

For light microscopy immunocytochemistry, fragments of normal rat pancreas were
fixed in Bouin's fixative and embedded in paraffin according to standard techniques.
Five micron thick sections were mounted on glass slides, deparaffinized and
rehydrated through decreasing concentrations of ethanol. After washing in 0.01 mol/l
phosphate buffered saline pH 7.2 (PBS), the sections were incubated with 3%
hydrogen peroxide (H,O,) in PBS for 10 min. to quench endogenous peroxidase
activity. The sections were then briefly washed in PBS and incubated with the
specific guinea pig anti-porcine insulin antibody (ICN, Costa Mesa, CA) diluted

1:200 or 1:10,000 in PBS for 2 h at room temperature. The tissues were washed twice



for 5 min. in PBS and once for 5 min. in 0.15 mol/l NaCl, 0.05% Tween 20 (Sigma-
Aldrich Canada; Oakville, Ontario, Canada), 0.1 mol/l Tris-HCI buffer pH 7.5 (Tris-
Tween buffer) before incubation in Tris-1% bovine serum albumin solution for 30
min. Then, the biotinylated goat anti-guinea-pig IgG antibody (GAG-B; Jackson
Immunoresearch Laboratories; West Grove, PA) diluted 1:500 in Tris pH 7.5
containing 0.5% bovine serum albumin (Tris-BSA) was applied to the sections for 1 h
at room temperature. Following three washes of 5 min. each in Tris-Tween buffer, the
tissue sections intended for the indirect simple labeling protocol were incubated with
streptavidin-Nanogold (Nanoprobes) diluted 1:500 in Tris buffer for 30 min. The
sections intended for the amplification protocol were incubated with streptavidin-
horseradish peroxidase (streptavidin-HRP; NEN Life Science; Boston, MA) diluted
1:500 in Tris-BSA for 30 min., washed in Tris-Tween buffer for 15 min. and
incubated with the HRP-substrate-Nanogold complex diluted 1:50 in 0.05 mol/l Tris-
HCI pH 7.5 containing 0.03% H,0; for 10 min. The sections processed for simple
and amplified protocols were then washed for 15 min. in Tris-Tween buffer and
rinsed several times in ultrapure water. Enhancement of the Nanogold was performed
by incubating the slides in the LI Silver enhancement solution (Nanoprobes) for about
20 to 30 min. For each of the protocols, the gold-silver development was allowed to
proceed until reaching an optimal signal; maximum specific reaction with low levels
of background. Sections were then thoroughly rinsed with water for 5 min., mounted
in PBS-50% glycerol without counterstaining and observed under a Leitz Orthoplan
microscope (Leica Microsystems; Montreal, Quebec, Canada).

For the electron microscopy immunocytochemical study, small fragments of normal



rat pancreas were fixed by immersion with 0.1 mol/l phosphate buffered 1%
glutaraldehyde for 2 h at room temperature, washed in the same buffer, dehydrated in
methanol and embedded in Unicryl at -25C as described previously (Bendayan 1995).
Thin sections were cut, mounted on Parlodion-carbon-coated nickel grids, incubated
for 30 min. on a drop of 1% ovalbumin in PBS and transferred to a drop of the rabbit
anti-human amylase antibody (Sigma-Aldrich) diluted 1:10 or 1:200 in PBS or the
guinea-pig anti-insulin antibody diluted 1:200 or 1:10,000 for 2 h at room temperature
or overnight at 4C. The grids were rinsed for 15 min with PBS and placed on a drop of
the 1% ovalbumin solution for 15 min. The sections to be processed for simple indirect
labeling were incubated with the Nanogold conjugated goat anti-rabbit IgG or with the
Nanogold conjugated goat anti-guinea-pig IgG (Nanoprobes) diluted 1:100 in PBS for
30 min. at room temperature. The sections to be processed for the CARD amplification
protocol were incubated with the biotinylated goat anti-rabbit IgG (GAR-B; Sigma-
Aldrich) diluted 1:100 in PBS or with the biotinylated anti-guinea pig IgG antibody
diluted 1:500 in PBS for 1 h, washed in the same buffer, incubated with streptavidin-
HRP 1:500 for 30 min, washed twice in PBS and once in Tris and incubated with the
HRP-substrate-Nanogold complex diluted 1:25 in 0.05 mol/l Tris-HCl pH 7.5
containing 0.03% H,0, for 10 min. Following these incubations, the tissue sections
were washed with PBS for the simple protocol and with Tris buffer for the amplified
protocol. The grids were then thoroughly washed with ultrapure water, silver
enhanced in the HQ Silver solution (Nanoprobes) for 4 min., washed again with
water, air dried, and stained with uranyl acetate. Grids were examined with a 410 SL

Philips electron microscope.



The biotinyl-long chain-long chain-tyramide (biotinyl-LC-LC-tyramide) protocol was
also tested for its amplification property. For a fair comparison, streptavidin-
Nanogold and silver enhancement were used as the detection step for the deposited
biotin molecules. For the tyramide amplification protocol in electron microscopy we
followed the previously described technique (Mayer and Bendayan, 1999). Briefly,
the grids were incubated on drops of 2% BSA in PBS, transferred onto drops of the
anti-amylase (1:200 in PBS) for overnight at 4C, washed, and incubated on a drop of
GAR-B (1:100 in PBS) for 60 min. The sections were then washed, transferred to the
BSA solution, incubated on a drop of streptavidin-HRP (1:500 in PBS) for 30 min.,
washed again and incubated with the biotinyl-LC-LC-tyramide probe diluted 1:50 in
PBS containing 0.03% H,0; for 10 min. After several washes, the accumulated biotin
molecules were detected by a 30 min. incubation with the streptavidin-Nanogold
(1:500 in PBS). The grids were then silver enhanced with the HQ Silver solution for 4
min., stained with uranyl acetate and examined in the electron microscope.

The specificity of the immunolabelings was assessed by several control experiments,
including antigen adsorption, omission of the primary or secondary antibody,
omission of the streptavidin-HRP reagent, or omission of the HRP-substrate-

Nanogold.



Immunodot assay

Normal rabbit IgGs were obtained from Jackson Immunoresearch (Bio/Can,
Mississauga, Ontario, Canada) and serial dilutions in PBS were made from a starting
concentration of 10 pg/ml down to 0.001 pg/ml. One microliter of each solution was
spotted on a strip of nitrocellulose membrane (0.45um) (Gibco BRL, Burlington,
Ontario, Canada) and allowed to dry for 30 min. The membrane was then blocked
with 5% BSA in PBS containing 0.05% Tween (PBST) for 60 min., incubated with
the biotinylated anti-rabbit IgG diluted 1:500 with 1% BSA in PBST for 2 h at RT,
and washed 15 min. with PBST buffer. The strip was incubated with streptavidin-
HRP (1:500 in PBST containing 1% BSA) for 30 min.at RT, washed in PBST buffer
for 15 min., rinsed in Tris and amplified using the HRP-substrate-Nanogold complex
diluted 1:200 in 0.05 mol/l Tris-HCI pH 7.5 containing 0.03% H,0O, for 10 min. at
RT. After washing with Tris-Tween buffer and deionized water, the nitrocellulose
membrane was treated with the LI Silver enhancement solution for 30 min., washed
in water and air dried. For control, the same protocol was followed with one
exception corresponding to the omission of the incubation with the HRP-substrate-

Nanogold.



Results

In our comparative study of the CARD-Nanogold amplification system by light and
electron microscopy, we first applied the simple protocol making use of the Nanogold
coupled to a species specific secondary antibody. Amylase antigenic sites in
pancreatic acinar cells were revealed. In electron microscopy, this simple indirect
labeling technique along with a rather diluted primary antibody, followed by silver
enhancement, resulted in a particulate black signal over the different cellular
compartments involved in protein secretion. Using the anti-amylase antibody diluted
1:200, a specific labeling, but of low intensity, was present over the rough
endoplasmic reticulum, the Golgi apparatus, the condensing vacuoles, and the
secretory granules (Figure 1A). For the amplification protocols, keeping with the
same antibody dilution, the biotinyl-long chain-long chain-tyramide probe combined
to the streptavidin-Nanogold reagent and silver enhancement led to higher intensities
of labeling over structures containing amylase. However, some background staining
was obtained over nuclei and mitochondria (not shown). To improve the results, a
novel signal amplification protocol was developed using a new probe, the HRP-
substrate-Nanogold. This HRP-substrate-Nanogold protocol consists in the direct and
specific ~deposition of Nanogold upon its reaction with peroxidase.
Immunolocalization of amylase in the acinar cells using this novel approach led to
significant increases of the signal when compared to that obtained with the simple
approach. Electron dense particulate deposits in high number were present over

cellular compartments containing amylase (Figure 1B). This labeling was associated



to low background stainings over nuclei and mitochondria. Moreover, application of
this protocol with a more concentrated primary antibody led to very high labeling
intensities detectable at low magnification and allowing a general overview of the
labeled tissue (Figure 1C). Indeed, in spite of no counterstaining, the silver intensified
reaction product permitted the clear outlining of the labeled structures. The dark
labeling present over the RER, the cisternea of the Golgi apparatus, the condensing
vacuoles and the secretory granules made possible such high definition of amylase
secreting cells and organelles at low magnification (Figure 1C). In addition, nuclei
and mitochondria showed very little labeling demonstrating the overall high
specificity of the reaction.

By light microscopy, immunodetection of insulin antigenic sites in rat
pancreatic islet cells revealed a strong positive signal, when the primary antibody was
used at 1:200 dilution, with both the simple (streptavidin-Nanogold) and the
amplified (HRP-substrate-Nanogold) immunolabeling techniques (Figure 2A and
2C). The staining appeared as a black precipitate localized over the major part of the
islets of Langerhans, contrasting with the surrounding acinar cells devoid of labeling.
Differences between the simple and the amplified techniques were more apparent
when the primary antibody against insulin was used at much higher dilutions. The use
of the anti-insulin antibody at 1:10,000 dilution, in combination with the simple
indirect labeling technique (streptavidin-Nanogold) and silver enhancement, resulted
in an absence of staining over the pancreatic islets (Figure 2B). In contrast, the same
highly diluted antibody in combination with the HRP-substrate-Nanogold was able to

generate a positive specific result. A black staining was recorded over the insulin



secreting cells of the pancreatic islets with no background over the exocrine
parenchyma (Figure 2D). Furthermore, the same protocol at the electron microscope
level supported those results (Figure 3A and 3B). Indeed, with the primary antibody
diluted at 1:200, a very intense labeling, revealed by the silver enhanced gold
particulate marker, was obtained over the dense core of the insulin secretory granules
with almost no diffusion of the reaction product into the halo of the granules (Figure
3A). Moreover, a similar positive labeling was also obtained with the anti-insulin
diluted 1:10,000 (Figure 3B).

The specificity of the labelings obtained with both the simple and the
amplified techniques, in light and electron microscopy, was confirmed by the control
experiments. The addition of the corresponding antigens to the antibodies or the
omission of the primary antibody abolished the labelings. Other control experiments
such as omission of the biotinylated secondary antibodies or omission of the
streptavidin-HRP reagent also led to absence of labeling (Figure 4A). However,
protocols in which the HRP-substrate-nanogold reagent was omitted but otherwise
completed with the streptavidin-HRP step and the silver intensification procedure
gave a positive signal of low intensity (Figure 4B).

Determination of the sensitivity of the CARD-Nanogold amplification method
was evaluated by an immunodot assay with known concentrations of protein. Silver
deposits which revealed the proteins bound on the nitrocellulose membrane were still
detectable at protein concentrations of 0.005 and 0.001 pg/ml. Since only one

microliter of these dilutions was spotted on the membrane, the positive reactions



show that an amount of protein between 5 and 1 pg can be detected with this
amplification technique (Figure 5). However, as with the control experiment
involving omission of the HRP-substrate-Nanogold reagent in immunoelectron
microscopy (Figure 4B), the silver intensification procedure was able to reveal the
HRP molecules on immunodots (not shown). Nevertheless, the sensivity of the

reaction was much lower than with the amplification procedure.



Discussion

Back in the early 1990's the CARD technique was essentially based on the
deposition of reporter molecules such as biotin and FITC through the reaction of HRP
on its substrate tyramide. It has since been extended to various other reporter
molecules (Plenat et al. 1997; van Gijlswijk et al. 1997; Hopman et al. 1998; Mayer
and Bendayan 1999). Tyramine is a phenolic compound bearing a free hydroxyl
group that reacts with HRP and a free amino group that can act as a linking end with
reporter molecules. The reaction proceeds through intermediate free radicals. In
presence of hydrogen peroxide, HRP catalyzes the oxidation of the phenol moiety of
the tyramide that forms a highly reactive radical. The reporter tagged activated
tyramine binds rapidly and covalently to electron-rich amino acids of proteins in the
immediate vicinity of the immobilized HRP (Gross and Sizer 1959; Bobrow et al.
1992). This system was first applied by electron microscopy where application to
post-embedding immunocytochemistry led to the deposition of a dense filamentous
reaction product over specific labeled structures (Mayer and Bendayan 1997).
Subsequent improvements of the technique yield amplified labelings revealed by
colloidal gold particles (Mayer and Bendayan 1999). Up to now no other hydrogen-
donating substrates of HRP were used with the CARD approach. As a matter of fact
the technique can also be applied with other enzyme/substrate systems to enhance
immunological signals. Bobrow et al. (1989,1992) reported successful amplifications
with other enzymatic systems such as the B-galactosidase/biotinyl-coumarin-

galactose. Catalytic deposition of the novel HRP-substrate used in the present study



presumably follows the same free radical mechanism as tyramide. Moreover it has
been coupled to Nanogold particles, easily visualized after silver enhancement, which
eliminates additional detection steps and provides the technique with several
advantages.

The present work demonstrates that the CARD-Nanogold system can be
employed successfully as a highly sensitive, high resolution immunoenzymatic
technique for light and electron microscopy. The approach requires five successive
incubation steps with: 1) the specific primary antibody; 2) the corresponding
biotinylated secondary antibody; 3) the streptavidin-HRP; 4) the HRP-substrate-
Nanogold complex; and finally 5) the silver enhancement. The results obtained with
the amplification protocol, at the electron microscope level, uphold the fact that
accumulation of labeled substrate allows for a single antigen-antibody complex to be
revealed by multiple reporter molecules (Bobrow 1989). The anti-amylase antibody
was used at a dilution of 1:200 with both the simple and the amplified protocols. At
this dilution, the antibody can only bind to a definite amount of antigen molecules,
according to its binding affinity. When compared to the simple labeling protocol, the
CARD-Nanogold amplification system yields much higher labeling intensities,
demonstrating greater efficiency in the detection for an equal number of antigen-
antibody complexes. By light microscopy, this increase in detection efficiency was
reflected by shorter silver enhancement times providing signals as intense or even of
higher intensities than those obtained with the simple approach. The enhanced
staining intensity and the reduced time in silver development is most likely due to an

increase in the number of Nanogold particles that facilitates conglomeration of silver



deposits and therefore enhances staining by light microscopy (Lackie et al. 1985).

On the other hand, we have also demonstrated an increase in the detection
limit of antigens with the use of the HRP-substrate-Nanogold probe. For this purpose,
a highly diluted antibody against insulin was used to simulate conditions in which
antigen-antibody complexes are present in very low amounts. Indeed, the incubation
of pancreatic tissue with the anti-insulin antibody diluted 1:10,000 combined with the
simple indirect protocol resulted in an absence of signal. In contrast, the amplification
protocol yield specific positive stainings by light as well as electron microscopy
making possible the detection of the signal generated by only few antigen-antibody
complexes.

The amplification capabilities of the CARD approach combined to the small
Nanogold probe, the silver enhancement and a rather concentrated antibody (anti-
amylase 1:10; Figure 1C) yield a very strong labeling over the pancreatic cells.
Owing to this very intense signal, labeled cellular compartments were able to be
detected at low magnification in electron microscopy without any counterstaining.
This protocol, used with moderately concentrated antibodies could be very useful for
the screening of immunostained tissue sections or even for labeled subcellular
structures. Observations were further facilitated by the very low background found
over nuclei and mitochondria. In what concerns the specificity of the results, this was
confirmed by the control experiments. However, staining of low intensity was
observed with the control protocol involving the omission of the HRP-substrate-
Nanogold either by immunoelectron microscopy or by immunodot. One explanation

for this low signal, which indeed appeared specific, could be the silver intensification



of the hemic iron atom present in the peroxidase molecule. In this case the metallic
atoms may have been transformed into iron sulphides or selenides since, with only
few exceptions, endogenous or exogenous metals in tissues must be present under
these forms to be able to react with the silver developper (Danscher 1981; 1982;
1983). An alternative would be the direct silver amplification of the streptavidin-
HRP, without transformation, due to a favorable chemical or spatial condition of the
iron in complex molecules. Either ways, staining under this control condition was
only observed upon incubation with streptavidin-HRP and the low signal seemed to
be specifically located at target antigenic sites. Moreover, addition of an unrelated
Nanogold compound did not modify nor increase the staining. As for immunoelectron
microscopy, in immunodot the sensitivity of this labeling was found to be much

lower than with the complete amplification protocol.

Sensitivity of the CARD-Nanogold amplification method was assessed with
an immunodot assay with known concentrations of protein. Serial dilutions of normal
rabbit IgG spotted on membrane down to 1 pg of proteins were revealed. This result
demonstrates a detection limit comparable to ELISAs, enhanced Iuminol
luminescence and to the one cycle amplification with biotinyl-tyramide and the two
cycle amplification with fluorescein-tyramide visualized with the streptavidin-HRP-
DAB system used by Bobrow et al. (1991). Furthermore, our amplification method
displays several advantages over other detection systems: the elimination of the
carcinogenic DAB reagent, the rapid one step silver intensification after deposition of

Nanogold, the application to electron microscopy and the detection by particulate



markers offering good ultrastructural resolution.

The major drawback of the CARD-Nanogold technique relates to the silver
enhancement step in its use by transmission electron microscopy. The homogenous
1.4-nm gold particles are difficult to visualize as such and silver intensification is
essential to increase their size. However, the silver enhancement process leads to an
heterogeneity in the size of gold-silver particles which hampers quantification of
immunolabeling. The disparity in particle size may arise from the local gold label
density that affects the percentage of enlarged particles and the final particle size.
Also, large particles might result from fusion of small ones making quantification of
immunolabeling density problematic and leading to underestimations (Stierhof et al.
1991; Takizawa and Robinson 1994; Humbel et al. 1995; Robinson et al. 1998).
Therefore comparison between different amplification protocols becomes difficult
and a silver enhancement technique that could yield more uniform enhanced particles
is still needed for reliable quantitative evaluation and multiple labeling experiments.

The new HRP-substrate-Nanogold probe, used as an amplification/detection
step in our CARD protocol, leads to high sensitivity immunolabelings. Moreover it
pushed back the detection limit afforded by the simple indirect Nanogold protocol.
The combination of three amplification methods, i.e. the CARD protocol, the use of
the small Nanogold probe and the silver intensification technique, has provided
improved, very sensitive and intense immunolabelings both by light and electron

microscopy.
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Legend to figures

Figure 1 Localization of amylase in rat pancreatic acinar cells by electron
microscopy.

(A) Simple indirect labeling technique: anti-amylase (1:200), anti-rabbit-IgG-
Nanogold followed by silver enhancement.

(B) HRP-substrate-Nanogold amplification protocol: anti-amylase (1:200),
biotinylated anti-rabbit IgG, streptavidin-HRP, HRP-substate-Nanogold followed by
silver enhancement.

(C) HRP-substrate-Nanogold amplification protocol combined with the anti-amylase
antibody diluted 1:10. No counterstaining with uranyl acetate.

In all cases, the particulate black signal is present over the rough endoplasmic
reticulum (RER), the Golgi apparatus (G), the condensing vacuoles (V) and the
zymogen granules (ZG). Mitochondria (M) and nuclei (N) are almost devoid of
labeling. Compared to the simple protocol (A) the amplified one (B) yield much
higher intensities of labeling. Low magnification micrograph (C) of three amylase
containing cells (separated by dotted lines) demonstrates very high labeling
intensities over the cellular structures. With such intense signal, the different cellular
compartments containing amylase are easily recognized at low magnification even
without counterstaining.

Bars = 0.5 pm.

Figure 2 Localization of insulin on serial sections of rat pancreatic tissue at the



light microscope level.

(A) Simple indirect labeling technique using the anti-insulin (1:200), Nanogold
conjugated anti-guinea pig IgG followed by the silver intensification. A strong
positive black labeling is present over the islet of Langerhans (I).

(B) Same simple indirect labeling protocol using the anti-insulin (1:10,000). Absence
of staining over the islet.

(C) Amplification protocol using the anti-insulin (1:200), the biotinylated anti-guinea
pig IgG, streptavidin-HRP and HRP-substrate-Nanogold followed by silver
enhancement. This generates an intense staining over the pancreatic islet.

(D) Same amplification protocol used with highly diluted anti-insulin 1:10,000 also
reveals a positive specific staining of the islet cells, demonstrating an increase in the
detection limit of the antigen-antibody complexes.

Bars =10 pm.

Figure 3 Localization of insulin in rat pancreatic B-cell at the electron
microscope level.

(A) The anti-insulin antibody (1:200) combined with the HRP-substrate-Nanogold
amplification approach resulted in very intense labeling over the insulin-containing
secretory granules.

(B) Similar labeling of the granules was obtained with the antibody diluted 1:10,000
combined to the HRP-substrate-Nanogold.

Bars = 0.25 pm.



Figure 4 Control experiments.

(A) Omission of the streptavidin-HRP. The section of pancreas was incubated with
anti-amylase 1:200, biotinylated anti-rabbit IgG, HRP-substate-Nanogold followed by
silver enhancement. Almost no labeling was found over the rough endoplasmic
reticulum (RER), the Golgi apparatus (G) and the zymogen granules (ZG).
Mitochondria (M) and nuclei were also devoid of labeling.

(B) Omission of the HRP-substrate-Nanogold. Incubation with anti-amylase (1:200),
biotinylated rabbit anti-IgG, streptavidin-HRP followed by silver enhancement
resulted in a labeling of very low intensity over specific structures such as the Golgi
apparatus (G) and the zymogen granules (ZG).

Bars = 0.5 uym

Figure 5 Immunodot assay.

One pl of serial dilutions of rabbit IgGs starting at 10 pg/ml (10 ng of proteins) was
spotted on nitrocellulose membrane. The HRP-substrate-Nanogold amplification
protocol generated a positive signal down to the lowest concentration of IgGs applied
to the nitrocellulose strip (0.001 pg/ml or 1 pg of proteins). a: 10 pg/ml; b: 1 pg/ml;

c: 0.1 pg/ml; d: 0.01 pg/ml; e: 0.005 pg/ml; f: 0.001 pg/ml.
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3. DISCUSSION

En cytochimie ultrastructurale, les deux méthodes les plus utilisées pour la détection
d'antigénes tissulaires sont les techniques immunoenzymatiques et les techniques
d'immunocytochimie a l'or colloidal. Les méthodes enzymatiques offrent une borne
sensibilité mais donnent une faible résolution due aux larges précipités et a la
diffusion qui peuvent cacher la structure du site antigénique. Les méthodes
d'immuno-or colloidal offrent, elles aussi, une bonne sensibilité de détection. Mais en
plus, les sondes d'or colloidal permettent la localisation des antigénes avec une tres
haute résolution, l'évaluation précise de la distribution du marquage ainsi que la
quantification des résultats. A cause de ces propriétés cette derniére approche est

devenue la méthode la plus utilisée en morphologie moléculaire.

Les progres trés rapides de la biologie moléculaire et cellulaire et la
découverte incessante de nouvelles protéines accentuent les besoins de recourir a des
techniques immunocytochimiques ultrasensibles afin de détecter des quantités infimes

d'antigéne.

Au début des années 1990, une nouvelle approche a été développée pour
amplifier les réactions immunochimiques. C’est la technique d’amplification CARD
basée sur la capacité de I'HRP & catalyser la condensation oxydative de composes

phénoliques couplés & des indicateurs par un mécanisme radicalaire. La tres courte
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demi-vie des intermédiaires tyramides activés cause leur attachement covalent aux
acides aminés aromatiques riches en électron (tyrosines, tryptophanes phénylalanines)
des protéines entourant immédiatement 'HRP. Ceci entraine donc la déposition d'un
grand nombre d'indicateurs aux sites de la réaction enzymatiques et méne a une bonne
résolution. La méthode a été utilisée dés le début pour augmenter la sensibilité des
dosages immunoenzymatiques et des Western blots (Bobrow et coll., 1989,1991).
Elle a ensuite été appliquée en cytochimie par microscopie optique conventionnelle,
incluant l'immunofiuorescence et I'hybridation in situ (Adams, 1992; Berghorn et
coll.,, 1994; de Haas et coll., 1996; van Gijlswijk et coll., 1996,1997; Macechko et

coll., 1997; Zehbe et coll., 1997; Sano et coll,, 1998).

Au cours de cette étude nous avons appliqué en premier lieu la méthode de
biotinyl-tyramide, développée par Bobrow, pour la localisation ultrastructurale, en
post-enrobage, d'antigénes en microscopie électronique (Mayer et Bendayan, 1997).
Nous avons ensuite modifié ce systéme d'amplification pour I'associer & l'or colloidal
(Mayer et Bendayan, 1999). Pour augmenter les performances de la technique CARD
combinée & l'immuno-or nous avons ensuite développé de nouvelles sondes. Les
nouveaux complexes indicateur-substrat de I'HRP, biotinyl-LC-LC-tyramide,
tyramide-IgG, tyramide-albumine-or et substrat-Nanogold ont été construits et
introduits dans les protocoles de marquages d'immuno-or pour associer les avantages
de I'approche CARD & ceux du marqueur a l'or colloidal ou a ceux des marqueurs d'or

ultrapetits (Mayer et Bendayan, 1999; Mayer et Coll., en préparation).
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La technique indirecte labeled avidin-biotin (LAB) a été appliquée a tous les
protocoles que nous avons employés pour élaborer les techniques d'amplification. Les
différences entre les protocoles résident dans 1’étape d’amplification enzymatique
proprement dite. Nous avons employé les systemes: HRP/biotinyl-tyramide avec ou
sans détection subséquente & la streptavidine-or, HRP/biotinyl-LC-LC-tyramide et
streptavidine-or, HRP/tyramide-albumine-or, HRP/tyramide-IgG détecté par la

protéine A-or et HRP/substrat de 'HRP-Nanogold amplifi¢ a l'argent.

3.1 PROTOCOLE DE BIOTINYL-TYRAMIDE

Lors de nos premiers essais d'amplification du marquage nous avons utilis¢ la
technique indirecte LAB suivie par I'amplification des signaux générés par le systéme
HRP/biotinyl-tyramide. La procédure fait appel 4 la streptavidine-HRP, liée aux
complexes anticorps secondaires biotinylés-anticorps primaires-antigenes, pour
catalyser la déposition de biotinyl-tyramide (Figure 10). L’application d’anticorps
primaires spécifiques combinés 4 la technique CARD a été effectuée sur des coupes
minces de tissus préparés pour la microscopie électronique. Ce protocole a men€ a la
déposition spécifique d’un matériel filamenteux dense sur les structures connues pour
contenir les différents antigénes. Le marquage s’est avéré étre d’assez forte intensité
en plus de générer une bonne résolution parce que confiné aux compartiments
cellulaires spécifiques. De plus, le dépot filamenteux recouvrant les structures ne

masque pas leurs propriétés morphologiques comme 1’aurait probablement fait un
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autre produit de réaction enzymatique.

Figure 10. Principe du protocole de biotinyl-tyramide sans détection subséquente
avec la streptavidine-or. Lors de certaines conditions favorables, ce
protocole génére un produit de réaction filamenteux dense aux sites

antigéniques spécifiques.

Le type de marquage que nous avons obtenu avec la technique CARD est
nouveau en microscopie électronique. La déposition de filaments denses peut étre
utilisée comme une technique alternative pour la détection d’un seul type d’antigene
ou en combinaison avec d’autres techniques pour la détection simultanée de plusieurs

antigénes différents.
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L’HRP a donc catalysé la déposition de tyramide a la surface des coupes de
tissus, donnant lieu & des filaments électron-denses logés aux sites spécifiques des
complexes antigéne-anticorps. Les réactions biochimiques prenant place lors de
I’oxydation de la tyramine par 'HRP ont été étudi€es in vitro (Gross et Sizer, 1959).
Les auteurs ont rapporté la génération de pigments bruns visibles dans des tubes a
essais. L’analyse de ces pigments a montré qu’ils contenaient des molécules de
dityramine, d’autres dérivés plus oxydés et des polymeres de tyramine (Gross et Sizer,
1959). 11 reste a confirmer si ces dérivés polymériques correspondent au produit de
réaction filamenteux dense que nous avons obtenu en microscopie €lectronique. Nous
croyons que les facteurs possiblement impliqués dans la formation des filaments en
immunocytochimie sont, entre autres, les procédures de fabrication de la sonde, le pH
et la concentration de la tyramide lors de sa réaction avec 'HRP et le type de solution

de blocage utilisé.

Lors de l'application de ce protocole avec l'ovalbumine, utilisée comme
bloqueur, nous avons obtenu les filaments. Cependant, lorsque nous avons utilisé
l'albumine bovine (BSA) les filaments ne se sont pas formés. Les solutions de
protéines couramment utilisées pour bloquer les sites de liaison non-spécifiques lors
des réactions immunochimiques (BSA, ovalbumine, caséine etc.) servent aussi de
«récepteurs» pour la tyramide ou d'autres phénols activés par I'HRP. D'apres les
études de Bobrow et coll. (1991,1992) certaines protéines permettent une meilleure

amplification que d'autres selon le type de systéme utilisé. Les interactions des
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protéines avec les phénols activés différent selon leur environnement et le type de
substrat auquel les protéines sont adsorbées (ex. nitrocellulose, plaque de polystyréne)
(Bobrow et coll., 1991,1992). Le type de bloqueur semble donc jouer un rdle
important lors de l'amplification. Cependant, il semble aussi que les sondes de
tyramine biotinylées soient plus enclines a former les filaments puisque les autres
sondes couplées a l'or colloidal ou aux IgG ont pu étre utilisées avec l'ovalbumine

pour générer de trés bons résultats sans filaments.

La concentration de la tyramide est aussi un facteur déterminant car I'HRP
catalyse plus particuliérement la dimérisation des composés phénoliques (Westerfield
et Lowe, 1942; Gross et Sizer, 1959; Zaitsu et Ohkura, 1980). Il semble que la
dilution des substrats phénoliques réduit la probabilité de dimérisation et de
polymérisation et favorise la réaction des radicaux libres intermédiaires avec les
parties riches en électrons des protéines du tissu ou de la solution de blocage utilisée
(Bobrow et coll., 1992). Dans notre cas, la concentration de biotinyl-tyramide que
nous avons utilisée est inconnue puisque nous avons appliqué les dilutions suggérées
par le fabriquant commercial. Il est donc possible qu'une concentration trop élevée de
tyramide ait provoqué la polymérisation qui meéne aux filaments. De plus, la fagon
dont a été fabriquée la sonde, ainsi que sa reconstitution implique le solvant
organique sulphoxyde de diméthyle (DMSO). Les interactions possibles du DMSO
avec la tyramide avant ou pendant la réaction, et avec la solution de blocage sont

inconnues et ne peuvent étre éliminées comme facteurs de polymérisation.
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3.2 PROTOCOLE DE BIOTINYL-TYRAMIDE/STREPTAVIDINE-OR

L’amplification par la tyramide, révélée par de fins filaments denses aux électrons, est
intense et spécifique. Cependant, parce que c’est un produit de réaction et non un
marqueur de forme réguliére, il est difficile d’effectuer ’évaluation quantitative de

I’intensité du marquage.

Les techniques employant les particules d’or comme marqueur sont reconnues
pour leurs multiples avantages, et en particulier pour la possibilité de quantifier
I’intensité des signaux immunocytochimiques. En changeant la solution de blocage et
en ajoutant une étape d’incubation avec la streptavidine-or, pour détecter la biotine
accumulée aux sites antigéniques, nous avons combing les avantages d’amplification
de ’approche CARD avec ceux associés a I’immuno-or (Figure 11). La localisation
ultrastructurale de l'amylase dans les cellules acineuses pancréatiques et sa
distribution le long de la voie de sécrétion nous ont permis d'évaluer ce nouveau
protocole. L'application de cette approche a permis d'obtenir un marquage par des
particules d'or colloidal spécifique et amplifié. Nous avons, de cette fagon, pu
exploiter les avantages du marqueur a l'or colloidal dans un protocole d'amplification.
Toutefois, l'amplification ne s'est pas montrée aussi convaincante que nous l'avions
espéré. Bien que la quantification des résultats ait démontré une intensité quatre fois
plus élevée que la technique conventionnelle de protéine A-or, nous croyons que

J'encombrement stérique empéche en partie la liaison entre les molécules de biotinyl-
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tyramide accumulées sur la coupe et la streptavidine-or. Nous avons alors essay¢

d’améliorer la sonde développée par Bobrow.

o 3
=

Figure 11. Schéma représentant le protocole de biotinyl-tyramide/streptavidine-or.
La streptavidine-or peut s “associer a la biotine accumulée.

+

3.3 PROTOCOLE DE BIOTINYL-LC-LC-TYRAMIDE/STREPTAVIDINE-OR

Des travaux effectués antérieurement ont montré que le site de liaison a la biotine est
situé a 9 A sous la surface de la molécule d'avidine (Green et coll., 1971). La méme
étude fait état de I'augmentation de I'affinité de I'avidine pour la biotine lorsque des

bras d'espacement plus long sont utilisés. Il a été postulé que l'encombrement stérique
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serait réduit de cette fagon.

Pour vérifier I'nypothése de I'encombrement stérique entre la biotinyl-tyramide
et la streptavidine-or, nous avons construit une nouvelle sonde en introduisant des
bras d'espacement, qui sont des chaines hydrocarbonées d'une longueur de 30 A, entre

les molécules de tyramine et de biotine (Figure 12).

H,O
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-

Figure 12. Protocole de biotinyl-LC-LC-tyramide/streptavidine-or. Des bras
d ’espacement hydrocarbonnés sont insérés entre les molécules de
biotine et de tyramine pour diminuer les effets de 1 'encombrement
stérique avec la streptavidine-or.
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L'utilisation du protocole indirecte LAB suivi par la déposition catalytique de
la sonde biotinyl-LC-LC-tyramide et de sa détection par le complexe streptavidine-or
a résulté en une densité de marquage 12 fois plus élevée que celle de la protéine A-or
simple et trois fois plus élevée que celle générée par la sonde biotinyl-tyramide.
L'obtention d'un signal beaucoup plus intense, au niveau des structures contenant
l'amylase, indique que l'incorporation de bras d'espacement entre les molécules de
tyramine et de biotine a permis de surmonter les problémes d'encombrement stérique

entre les réactifs.

Cependant, les deux sondes biotinylées, biotinyl-tyramide et biotinyl-LC-LC-
tyramide, ont donné des niveaux de marquage non-spécifique assez €levés qui sont
apparus comme étant des problémes de diffusion. En effet, le bruit de fond ¢tait plus
élevé prés des compartiments cellulaires contenant I'amylase et il diminuait en s'en
éloignant. La diffusion de la biotinyl-tyramide a déja été rapportée par van Gijlswijk
et coll. (1996). Nous avons utilisé, comme van Gijlswijk et coll. l'ont fait, le sulfate
de dextran pour diminuer le bruit de fond causé par la diffusion des réactifs
biotinylés. L'effet du polymeére s'est avéré dépendant de la concentration. Une
concentration de 20 % de dextran a complétement aboli les artefacts de diffusion et le
bruit de fond, mais a aussi réduit 'amplification du signal. C'est une concentration de
10 % qui a semblé étre le meilleur compromis entre le niveau d'amplification et le
marquage non-spécifique. L'utilisation du dextran a provoqué une diminution de

l'intensité générale du marquage mais a tout de méme contribué a la génération de
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résultats ayant de trés bons rapports signal/bruit de fond.

3.4 PROTOCOLE DE TYRAMIDE-ALBUMINE-OR

Pour améliorer la technique, c'est-a-dire pour augmenter le niveau d'amplification,
¢liminer les problémes de diffusion et réduire le bruit de fond, nous avons construit
une autre sonde qui permet le dépdt catalytique d'or colloidal. La sonde a été
construite en conjuguant la tyramine a l'albumine, puis en conjuguant ce complexe

tyramide-albumine a des particules d'or colloidal.

H,O
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Figure 13. Diagramme représentant le protocole de tyramide-albumine-or.
L ’activation des molécules de tyramide permet | "accumulation
des particules d ’or colloidal au site antigénique.
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Etant directement couplé au substrat de I'HRP, la sonde tyramide-albumine-or
permet de raccourcir le protocole d'amplification CARD. Elle est directement
déposée, de fagon catalytique par 'HRP, au site antigénique spécifique et ne requiert

pas d'autres étapes de détection (Figure 13).

L'application de cette sonde en combinaison avec la technique CARD, pour
détecter I'amylase, a généré un marquage intense sur les compartiments cellulaires
contenant les complexes antigéne-anticorps. La quantification des résultats a
démontré que l'intensité du marquage ¢tait excellente et que I'amplification obtenue
avec la tyramide-albumine-or était sept fois plus élevée qu'avec le protocole de
protéine A-or non-amplifié. De plus, le bruit de fond causé par le marquage non-
spécifique sur les mitochondries et sur les noyaux est demeuré faible et aucune

diffusion de la sonde n'a été relevée.

3.5 PROTOCOLE DE TYRAMIDE-IgG/PROTEINE A-OR

Les résultats que nous avions obtenus jusqu'alors nous ont montré que la technique
CARD était hautement flexible et adaptable & plusieurs types de complexes
indicateur-substrat de 'HRP. C'est pourquoi nous avons continué a explorer de
nouvelles avenues potentiellement encore plus puissantes en terme d'amplification du

marquage a l'or colloidal.
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Le couplage de molécules de tyramine avec des immunoglobulines G
normales nous a permis d'utiliser la protéine A-or dans le protocole d'amplification
CARD (Figurel4). La tyramide-IgG, activée par I'HRP, s'accumule au site
antigénique cible et il devient alors possible de procéder a la détection de la sonde
avec le complexe protéine A-or. La protéine A-or réagit spécifiquement avec les
fragments Fc des immunoglobulines G et permet, dans ce cas-ci, d'amplifier le
marquage en se liant aux IgG déposés catalytiquement et en méme temps aux

complexes anticorps primaire-anticorps secondaire formés immunologiquement.

H,0,

‘lt‘
Figure 14. Schéma du protocole de tyramide-IgG/protéine A-or. L *accumulation

catalytique de la sonde tyramide-IgG est révélée par le complexe
protéine A-or.
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Le complexe tyramide-IgG nous a permis d'enregistrer la plus haute
amplification du signal immunocytochimique révélée par le marqueur a l'or colloidal.
Cette méthode a engendré un signal 13 fois plus intense que le protocole de protéine
A-or simple, tout en maintenant un faible niveau de bruit de fond sur les

mitochondries et les noyaux.

3.6 PROTOCOLE DE SUBSTRAT-NANOGOLD/INTENSIFICATION A

L’ARGENT

Pour étendre les possibilités d'amplification en microscopie électronique, nous avons
développé une sonde qui tire avantage des amas d'or ultrapetits de 1.4 nm, du dépot
catalytique permis par l'approche CARD et de l'amplification a l'argent (Figurel5).
Ces trois caractéristiques contribuent toutes a des marquages de plus hautes intensités.
Plusieurs études ont démontré que la densité de marquage est inversement
proportionnelle & la grosseur des particules d'or (Van Bergen en Henegouwen et
Leunissen, 1986; Yokota, 1988; Gu et D'Andrea, 1989; Ghitescu et Bendayan, 1990).
Les petites particules comme celles de 1 a 5 nm et le Nanogold de 1.4 nm donnent des
densités de marquage plus élevées en partie & cause de la réduction de
l'encombrement stérique et de la plus grande facilité de liaison des complexes
immunoréactif-or aux antigénes (Lackie et coll., 1985; Ghitescu et Bendayan, 1990;
Dulhunty et coll., 1993; Hainfeld et Furuya, 1992). Le protocole d'intensification a

l'argent apporte aussi certains avantages en améliorant la limite de détection des
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antigénes et en générant des colorations noires, permanentes et hautement contrastées

(Holgate et coll., 1983; Taatjes et coll., 1987).

Nous avons donc utilisé un nouveau substrat phénolique de I'HRP (molécule
différente de la tyramine) couplé a des particules de Nanogold pour amplifier les
résultats immunocytochimiques en microscopie €lectronique. Nous avons comparé ce
protocole de CARD-Nanogold avec les protocoles d'IgG- et de streptavidine-

Nanogold simples et amplifiés.

H,0,
=

Figure 15. Diagramme représentant le systéme d *amplification CARD-Nanogold.
La sonde substrat de | "HRP-Nanogold est directement déposée au site
antigénique spécifique. Les amas d ’or ultrapetits sont ensuite soumis
a1 ’amplification a | ’argent.
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Le dépdt catalytique et I'amplification a l'argent du nouveau substrat-Nanogold
ont mené a des marquages spécifiques qui se sont révélés étre tres intenses. En
comparaison avec les autres protocoles évalués et pour les mémes dilutions
d'anticorps primaires, le protocole CARD-Nanogold a démontré une plus grande
intensité de marquage et donc une meilleure efficacité¢ de détection des complexes
antigéne-anticorps. En plus, ce protocole a permis une augmentation de la sensibilité
en donnant des signaux positifs 1a on les protocoles simples n'ont pas réussi. Nous
avons pu évaluer cette augmentation de sensibilité en diluant l'anticorps primaire
jusqu'a ce que I'approche simple ne donne aucun marquage, puis en démontrant que le
protocole amplifié générait encore de bons résultats a cette dilution de l'anticorps

primaire.

L'étape d'amplification & I'argent et son utilisation en microscopie électronique
4 transmission constitue un désavantage de la technique CARD-Nanogold. Les
particules d'or de 1.4 nm sont difficiles a visualiser comme tel et l'intensification a
l'argent est nécessaire pour augmenter leur grosseur. Cependant, la procédure meéne a
des complexes dor-argent ayant des diamétres variables et compromet la
quantification de la densité du marquage. Ces différences de diamétre entre les
particules peuvent provenir du fait qu'une trop grande densité de marquage en un
point affecte le pourcentage de particules «élargies» et leur diameétre final. En plus, les
grosses particules peuvent étre le résultat de la fusion de petites particules, ce qui

aurait pour conséquence de mener a des sous-estimations de la densité de marquage
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(Stierhof et coll., 1991; Takizawa et Robinson, 1994; Humbel et coll., 1995;

Robinson et coll., 1998).

La sensibilité de la méthode CARD-Nanogold a été évaluée par immunodot
sur membrane de nitrocellulose. Il a été possible de révéler des quantités aussi petites
que 1 pg de protéines. Ceci démontre que notre approche permet une limite de
détection comparable aux techniques d'ELISA, de chimiluminescence et aux
protocoles de un et deux cycles d'amplification avec les sondes de biotinyl-tyramide

et de fluorescéine-tyramide appliquées par Bobrow et coll. (1991).

Une autre caractéristique intéressante de la méthode est que, lorsqu'elle est
utilisée avec un anticorps primaire assez concentré, le marquage obtenu s'avere tres
intense. Cette particularité permet de détecter les compartiments cellulaires marqués a
trés faible grossissement en microscopie électronique sans méme avoir a contraster
les coupes de tissus. Ce protocole peut done, aussi, étre utilisé pour faire l'évaluation

du marquage sur une grande surface de la coupe de tissu.

3.7 RESOLUTION

La résolution d'un immunomarquage dépend de la grosseur de la sonde utilisée et du

nombre d'étapes impliquées dans le protocole de marquage. La résolution de

l'approche dimmuno-or obéit a la régle d'échafaudage (Kellenberger et coll,
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1986,1987). Durant le marquage et pendant que la surface de la coupe de tissu est
hydratée, les différents réactifs et sondes s'empilent au niveau du site antigénique.
Cependant, lorsque la coupe est séchée, 'empilement des réactifs tombe de cot¢ dans

une direction aléatoire en raison de la perte de tension de surface.

En ce qui concerne la résolution des signaux d'immuno-or amplifiés, nous
avons voulu savoir si, & cause des différentes étapes du protocole, la distance entre le
marqueur a l'or colloidal et le site antigénique réel augmentait de fagon significative.
Le marquage d'une protéine membranaire avec les protocoles de protéine A-or simple
et de tyramide-IgG/protéine A-or nous a permis de comparer et d’évaluer la résolution
du protocole d’amplification. En mesurant les distances entre les particules d’or et les
sites antigéniques membranaires et en établissant la distribution de ces mesures nous
avons démontré que le signal amplifié maintenait toujours un bon niveau de
résolution. Autant pour la technique simple qu’amplifiée, la majorité du marquage a
été localisé a4 moins de 10 nm de la membrane. Toutefois, la distance moyenne entre
les particules d’or et la membrane montre une faible perte de la résolution pour la
sonde tyramide-IgG. Les résultats démontrent tout de méme qu’en dépit de

’amplification, la résolution demeure excellente.

3.8 CONTROLES DE SPECIFICITE

La spécificité des marquages a été évaluée par plusieurs expériences controles. Deux
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types de contrdles ont ét¢ effectués pour (a) 1’évaluation de la spécificité du
marquage, incluant I’utilisation d’anticorps adsorbés aux antigénes spécifiques et
’omission de I’anticorps primaire ou secondaire, et (b) I’évaluation de la spécificité
de P’amplification, incluant I’omission d’un des réactifs comme le peroxyde

d’hydrogéne, la streptavidine-HRP ou le substrat de I"'HRP conjugué.

Aucun marquage n’a été obtenu lorsque les anticorps primaires ont €t¢ omis
ou adsorbés avec leur antigéne correspondant, montrant bien la spécificité du signal
obtenu avec les protocoles complets. De méme, I’omission de 1’anticorps secondaire
biotinylé a provoqué la perte des signaux spécifiques a 1’exception du protocole de

tyramide-IgG/protéine A-or (voir plus bas).

Parmi les contrdles d’amplification, certains ont engendré une absence de

marquage et d’autres un faible signal.

[’omission des sondes de tyramine biotinylées a résulté en une absence de
filaments denses ou en un marquage faible résultant de la liaison normale de la

streptavidine-or avec I’anticorps secondaire biotinylé.

Le protocole de tyramide-IgG utilise le complexe protéine A-or pour détecter
les fragments Fc des immunoglobulines. Donc, méme en absence de I’anticorps

secondaire, la protéine A-or a pu reconnaitre 1’anticorps primaire pour donner un
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signal semblable au protocole standard de protéine A-or.

Le protocole contrdle impliquant ’omission du substrat de I"'HRP-Nanogold
mais complété jusqu’aux étapes de streptavidine-HRP et d’amplification a I’argent a
donné un marquage de faible intensité. Ce signal, localisé¢ spécifiquement, serait
possiblement causé par 1intensification a 1’argent de 1’atome de fer présent dans la
molécule de peroxydase. Dans ce cas, les atomes métalliques pourraient avoir été
transformés en sulphides ou en sélénides de fer car, & part quelques exceptions, les
métaux exogénes ou endogénes dans les tissus doivent étre sous ces formes pour
réagir avec la solution d’argent (Danscher 1981,1982,1983). Sinon, I’amplification de
I’HRP a l'argent, sans transformation, pourrait provenir d’une condition chimique ou
spatiale favorable du fer a I’intérieur de la peroxydase. Dans tous les cas, le marquage
obtenu lors de ces expériences controles n’a été observé que lorsque le protocole
incluait la streptavidine-HRP, et de plus, le faible signal est apparu localisé

spécifiquement aux sites antigénique cibles.

3.9 CONCLUSION

En général, les techniques immunocytochimiques sont suffisamment sensibles pour
détecter la plupart des constituants biologiques d'intérét. Cependant, pour détecter des
constituants présents en faible quantité, il est souvent nécessaire de développer des

procédures capables d'amplifier fortement les signaux immunologiques.
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Les méthodes indirectes sont celles qui ont été les plus modifiées pour
augmenter la sensibilit¢ de 1’immunocytochimie. A cause de la multiplication des
épitopes disponibles pour les étapes subséquentes, elles permettent d’introduire un
plus grand nombre d’enzymes ou de complexes enzymatiques qui sont utilisés pour
catalyser la déposition d’un produit de réaction électron-dense ou colore. A cause de
I’arborisation des immunoréactifs, les techniques indirectes permettent aussi
I’introduction d’un plus grand nombre de marqueurs fluorescents ou de particules
métalliques aux sites antigéniques ciblés pour générer des signaux amplifics.
Cependant, le nombre d’étapes d’incubation, parfois élevé, peut mener a un bruit de
fonds qui annule les effets de I’amplification. De plus, ces procédures sont plus

longues a effectuer et demandent souvent plusieurs anticorps et réactifs différents.

Au lieu de multiplier les étapes pour produire une amplification, la technique
CARD est basée sur la capacité des enzymes a catalyser la déposition covalente d’un
grand nombre de molécules qui peuvent servir, directement ou indirectement, de
marqueurs. Mis a part les avantages évidents d’amplification, ce systéme posséde une
trés grande flexibilité. Il est possible d’incorporer, en un site antigénique, des
molécules de peroxydase de plusieurs fagons, les substrats de 1I’enzyme sont multiples
et peuvent &tre couplés & de nombreux hapténes, protéines, fluorochromes, particules
denses, etc. et les systémes de détection de ces substrats conjugués peuvent eux méme

&tre extrémement variés.
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En immunofluorescence ou en FISH, les méthodes de (time-resolved
Sfluorescent microscopy, de CARD ou la combinaison des deux ont permis d’atteindre
des niveaux de détection d’antigénes inégalés (Marriott et coll., 1994; Seveus et coll.,
1992,1994; Raap et coll., 1995; Chao et coll., 1996; de Haas et coll., 1996; de Haas et
coll., 1997; Van heusden et coll., 1997; Van Tine et coll., 1998; Speel et coll., 1999).
De méme, les techniques immunoenzymatiques atteignent maintenant une trés haute
sensibilité lorsqu'elles sont utilisées en combinaison avec la technique CARD
(Bobrow et coll., 1991; Adams, 1992; Merz et coll., 1995; Hunyady et coll., 1996;

Werner et coll., 1996; Erber et coll., 1997, King et coll., 1997 ).

Au niveau ultrastructurale, les techniques d’amplification combinant la
haute résolution, la facilité de détection du signal ainsi que la possibilité¢ de quantifier
les résultats se font trés rares. Les techniques permettant de tels marquages doivent
utiliser I’or colloidal qui, a prime abord, n’est pas compatible avec les techniques
d’amplification enzymatiques. En microscopie optique et é€lectronique, certaines
applications d'hybridation in situ ont combiné la technique de CARD/biotinyl-
tyramide avec la streptavidine-Nanogold ou avec des particules d'or colloidal
ultrapetites couplées & des anticorps anti-biotine. Utilisées en pré- ou en post-
enrobage ces protocoles ont permis la localisation de séquences d'ARN et d'ADN qui
sont présentes en trés faibles quantités & l'intérieur des cellules (Hacker et coll., 1997;
Schofer et coll., 1997a,b; Zehbe et coll., 1997; Humbel et Coll., 1998; Punnonen et

coll., 1999). Certaines de ces études ont méme démontré qu'une telle combinaison
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peut remplacer la réaction de polymérase en chaine in sifu et générer une sensibilité
assez bonne pour détecter des génes de virus & ADN présents en une seule copie par

cellule (Hacker et coll., 1997; Zehbe et coll., 1997; Tbakhi et coll., 1998).

En appliquant la technique CARD en microscopie €électronique, sans détection
a Dor colloidal, nous avons obtenu un marquage de haute résolution représenté par de
fins filaments denses aux électrons. Ce nouveau produit de réaction représente une
alternative aux techniques existantes et pourrait étre utilisé en combinaison avec
d’autres marqueurs pour des expériences de marquages multiples. Cependant, les
filaments ne sont pas de nature réguliére comme les particules d’or et les évaluations

quantitatives des intensités de marquage sont difficiles a effectuer.

Les sondes de tyramines biotinylées, tyramide-albumine-or et tyramide-IgG
nous ont permis d’associer la capacité¢ d’amplification de I’HRP avec les avantages de
résolution et de quantification de I’or colloidal. De plus, trois méthodes
d’amplification, c’est-a-dire le protocole CARD, les amas d’atomes d’or ultrapetits
(Nanogold) et I’amplification & I’argent, ont été réunies dans le protocole de CARD-
Nanogold. Ces approches ont mené a des immunomarquages améliorés, trés sensibles

et intenses en microscopie électronique.

Les résultats que nous avons obtenus prouvent que la combinaison de

I’amplification enzymatique avec les particules d’or a repoussé les limites de
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post-enrobage.

La mise en pratique du protocole CARD est un pas vers 1’élaboration de
techniques trés sensibles qui ne requiert pas trop d'étapes ni trop d'antisérums
différents. Ce seront des techniques plus simples mais en méme temps plus sensibles

et efficaces qui provoqueront la prochaine grande évolution de 'immunocytochimie.
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