Université de Montréal

Quantification neuronale de cerveaux fixés avec des solutions provenant des laboratoires

d'anatomie humaine

Par
Amy Gérin-Lajoie

Programme de sciences biomédicales, Faculté de médecine

en extension a 1’Université du Québec a Trois-Riviéres

M¢émoire présenté
en vue de I’obtention du grade de Maitrise s sciences (M.Sc.)

en sciences biomédicales

Avril 2026

© Amy Gérin-Lajoie, 2026



Université du Québec a Trois-Rivieres

Service de la bibliotheque

Avertissement

L'auteur de ce mémoire, de cette these ou de cet essai a autorisé
I'Université du Québec a Trois-Rivieres a diffuser, a des fins non
lucratives, une copie de son mémoire, de sa thése ou de son essai.

Cette diffusion n’entraine pas une renonciation de la part de I'auteur a ses
droits de propriété intellectuelle, incluant le droit d’auteur, sur ce
mémoire, cette thése ou cet essai. Notamment, la reproduction ou la
publication de la totalité ou d’une partie importante de ce mémoire, de
cette thése et de son essai requiert son autorisation.



Université de Montréal

Programme de sciences biomédicales, Faculté de médecine

en extension a 1’Université du Québec a Trois-Riviéres

Ce mémoire intitule

Quantification neuronale de cerveaux fixés avec des solutions provenant des laboratoires

d'anatomie humaine

Présenté par

Amy Gérin-Lajoie

A été évalué par un jury composé des personnes suivantes
Syrina Al Ain
Présidente-rapporteuse

Josefina Maranzano
Directrice de recherche

Denis Boire
Codirecteur

Gabriel Venne
Membre du jury



Résumé

Les banques de cerveaux fournissent aux chercheurs des petits blocs de cerveaux humains fixés
par immersion dans une solution de formaldéhyde (SFA). Les laboratoires d'anatomie humaine
pourraient offrir des cerveaux complets fixés par perfusion avec une solution saturée de sel (SSS)
ou une solution d'alcools (SA). Cependant, elles contiennent d'autres produits chimiques et moins
de formaldéhyde, ce qui pourrait affecter 1'antigénicité, la morphologie et la taille des cellules du
cerveau. Actuellement, il existe peu d'études ayant comparé la qualité de I'histologie réalisée sur
les cerveaux fixés avec la SSS et la SA. Dans la présente étude, une analyse quantitative des effets
de ces deux solutions sur les neurones a été¢ accomplie sur les cerveaux de souris et humains. Un
protocole d'immunohistochimie a été réalisé pour visualiser les neurones du cortex moteur
primaire. Puis, les variables quantitatives suivantes ont été¢ analysées : 1) la surface cellulaire totale,
2) la surface cellulaire individuelle, 3) le nombre de neurones marqués et 4) les diameétres

neuronaux. Ces variables ont ét¢ comparées entre la SFA (solution controle), la SSS et la SA.

Chez la souris, il n'y avait aucune différence entre les groupes, sauf pour les grands diametres, qui
¢taient plus petits chez les neurones fixés avec la SFA. Ceci refléte une différence potentielle dans
la morphologie de ces cellules comparativement aux deux autres solutions. Chez I'humain, les
spécimens fixés avec la SSS étaient de qualité histologique inférieure, mais la SA a produit des

effets microscopiques similaires a ceux engendrés par la SFA.

Mots-clés : solutions de fixation, formaldéhyde, immunohistochimie, neurones, segmentation



Abstract

In neuroscientific research, brain banks can provide small blocks of human brains fixed by
immersion in neutral-buffered formalin (NBF). Gross anatomy laboratories could instead provide
full brains fixed by perfusion with a saturated salt solution (SSS) or an alcohol-formaldehyde
solution (AFS). However, these solutions comprise other chemicals and less formaldehyde, which
could affect the antigenicity, morphology and size of brain cells. There are currently few studies
that have compared the histology quality of brains fixed with the SSS and AFS. In the present
study, a quantitative assessment of the effects of these two anatomical solutions on neurons was
performed on mouse and human brains. An immunohistochemistry protocol was used to stain
neurons in the primary motor cortex. Then, the following quantitative variables were analyzed: 1)
the total cell surface, 2) the individual cell surface, 3) the number of labeled neurons, and 4) the
neuronal diameters. These variables were compared between the NBF (control solution), the SSS,

and the AFS.

In mice, there was no difference between the groups except for the large diameters. They were
smaller in neurons fixed with the NBF, which reflects a potential difference in the morphology of
these cells compared with the two anatomical solutions. In humans, SSS-fixed specimens were of
lower histology quality, but the AFS produced similar microscopic effects than those displayed by

the control solution.

Keywords: fixative solutions, formaldehyde, immunohistochemistry, neurons, segmentation
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Introduction

1. Problématique

Les banques de cerveaux constituent la principale source de tissu nerveux humain pour la recherche
(Insausti et al., 2023). Elles ne fournissent cependant que de petits blocs de tissu, le plus souvent
fixé par immersion dans une SFA similaire a celle utilisée en recherche animale (Carlos et al.,
2019; Dadar et al., 2024; Hulette, 2003; McFadden et al., 2019; Vonsattel et al., 2008). Les
laboratoires d'enseignement de I’anatomie, quant a eux, pourraient offrir des cerveaux complets,
puisqu'ils re¢oivent annuellement un grand nombre de corps complets (Frigon et al., 2022b; Frigon
et al., 2024; Insausti et al., 2023). Cependant, ces cerveaux sont peu ou pas utilisés en recherche
parce qu'ils sont fixés avec des solutions autres que la SFA, telles que la solution saturée de sel
(SSS) et la solution d'alcools (SA). Ces solutions comportent un plus faible pourcentage de
formaldéhyde ainsi que d'autres produits chimiques (p. ex., chlorure de sodium, éthanol, phénol,
etc.). Ceux-ci permettent une préservation des corps mieux adaptée a la dissection et I'enseignement
dans les laboratoires d'anatomie, mais pourraient par le fait méme affecter la qualité des procédures
d'analyse couramment utilisées dans les laboratoires de recherche. Ces formulations chimiques
pourraient également affecter I'antigénicité, la morphologie et la taille des cellules du cerveau
(Howat & Wilson, 2014) de maniere différente de la SFA. Ainsi, l'utilisation des cerveaux fixés
par la SSS et la SA en recherche comme source alternative de tissu requiert une compréhension et

une validation de leurs effets microscopiques sur le tissu nerveux.

2. Objectifs et hypotheses

L'objectif général de ce projet de recherche est de comparer les effets des deux solutions utilisées
par les laboratoires d'anatomie sur I'histologie du cerveau, soit la SSS et la SA, avec ceux de la
SFA communément utilisée en recherche animale et par les banques de cerveaux. Pour atteindre
cet objectif, nous comparerons la structure neuronale entre les trois groupes a l'aide de variables
quantitatives, telles que 1) la surface cellulaire segmentée, 2) le nombre de cellules marquées par
un protocole d'immunohistochimie ciblant les neurones et 3) les diameétres des neurones. Ces
variables ont été choisies, car elles permettent d'évaluer a la fois l'effet de la fixation sur le nombre,

la taille et 1a forme des neurones.



2.1 Objectif spécifique 1
Le premier objectif spécifique est de comparer les effets des trois solutions de fixation sur les
cerveaux de souris a I'aide des variables quantitatives mentionnées précédemment. Ceci permettra
d'étudier 'effet des solutions sur le tissu nerveux sans avoir a considérer les variables confondantes

associées avec la recherche sur les humains, telles qu'elles seront présentées au chapitre 2.

Comme le formaldéhyde est connu pour causer la rigidité des corps et la déshydratation du tissu
(Brenner, 2014; Hayashi et al., 2016; Lombardero et al., 2017), nous nous attendons a ce qu'il y ait
¢galement une réduction de la taille des neurones. En effet, la surface et les diamétres neuronaux
devraient étre plus petits dans les cerveaux fixés avec la SFA que dans ceux des deux autres
solutions (SSS et SA). Ces solutions ont une concentration moindre en formaldéhyde que la SFA,
ce qui nous laisse penser que les effets de rigidité et de déshydratation ne devraient pas y étre aussi
prononcés. En revanche, nous ne pensons pas qu'il y aura de différence dans le nombre total de
neurones marqués par immunohistochimie entre les solutions. En effet, I'analyse qualitative de
l'antigénicité de la population neuronale réalisée précédemment sur les cerveaux de souris (Frigon
et al., 2022b) a montré une distribution homogéne des neurones de cerveaux fixés avec les trois
solutions. Cela nous laisse donc envisager qu'il n'y aura pas non plus de différence sur le nombre

total de neurones marqués avec un protocole d'immunohistochimie.

2.2 Objectif spécifique 2
Le deuxiéme objectif spécifique consiste a comparer les effets des trois solutions de fixation sur
les cerveaux humains a l'aide des mémes variables quantitatives. Ceci permettra de déterminer
l'exploitabilité des cerveaux fixés par la SSS et la SA des laboratoires d'anatomie pour la recherche
neuroscientifique quantitative sur les neurones. De plus, cet objectif permettra de voir si les effets
des solutions sur le tissu nerveux sont différents en présence des variables confondantes associées

aux humains.

Nous émettons ici les mémes hypothéses qu'a I'objectif spécifique 1, c'est-a-dire que les cerveaux
humains fixés avec la SFA auront des neurones de taille plus petite que les cerveaux fixés avec la
SSS et la SA, mais qu'il n'y aura pas de différence dans le nombre de neurones détectés par

immunohistochimie.
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2.3 Objectif spécifique 3
Le troisiéme objectif spécifique est complémentaire aux deux premiers et vise a développer un
protocole de segmentation automatique des surfaces neuronales. Le but ultime est de comparer les
résultats générés automatiquement avec ceux produits manuellement, qui constituent la méthode
de référence ("gold standard") (Hoffmann et al., 2024). Ainsi, ceci permettra de déterminer la
précision et la variabilité des deux approches quand elles sont appliquées sur des images de tissu

fixé avec des solutions de fixation différentes.

Une étude antérieure de notre groupe de recherche a démontré la présence d'artéfacts histologiques
et d'un contraste plus foncé entre les cellules et 'arriere-plan des cerveaux fixés par la SSS en
comparaison avec les deux autres solutions (Frigon et al., 2022b). Pour cette raison, nous prévoyons

une segmentation automatique moins précise et plus variable pour les spécimens fixés avec la SSS.

3. Structure du mémoire

Le chapitre 1 de ce mémoire consiste en une revue de la littérature sur la fixation. D'abord, un
résumé de 1'évolution de la fixation des corps sera introduit, car plusieurs produits historiquement
utilisés pour la préservation se retrouvent dans les formulations des solutions anatomiques
modernes. Ensuite, les mécanismes d'action, les avantages et les inconvénients des trois solutions
de fixation utilisées dans ce projet de maitrise seront comparés. Finalement, les différentes voies
d'administration de ces solutions de fixation seront discutées afin de comparer les principales
techniques utilisées en recherche animale, dans les banques de cerveaux et dans les laboratoires

d'anatomie humaine.

Le chapitre 2 expose la méthodologie de ce projet de maitrise. Les avantages et inconvénients de
chaque méthode utilisée sur la souris et I'humain y seront discutés, afin de comprendre les raisons

qui justifient le choix de chaque option.

Le chapitre 3 comprend un article scientifique qui traite des résultats obtenus sur les cerveaux de
souris, qui répondent aux objectifs spécifiques 1 et 3. Cet article sera soumis sous peu au journal

Frontiers in Neuroanatomy.

Le chapitre 4 porte sur nos résultats sur les cerveaux humains. Il répond spécifiquement aux

objectifs 2 et 3. Seuls les résultats découlant de la méthode manuelle sont disponibles pour le
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moment, donc ce chapitre est écrit en tant que résultats supplémentaires. L'article est actuellement

en préparation et sera éventuellement soumis au méme journal.

Finalement, la discussion globale des résultats, les limites de 1'étude et les perspectives constituent

le chapitre 5.
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Chapitre 1 — Revue de littérature : Fixation

La fixation des tissus biologiques implique des procédés physiques ou chimiques qui ont pour effet
de les préserver de la dégradation apres la mort (Kasukurthi et al., 2009). Le but est de conserver
l'architecture et la composition cellulaire des tissus et d'empécher la décomposition, qui se fait par
l'autolyse (digestion interne des cellules) et la putréfaction (décomposition bactérienne) (Arnold et
al., 1996; Brenner, 2014; Musiat et al., 2016; Thavarajah et al., 2012). Les solutions de fixation
comprennent généralement divers produits chimiques qui empéchent la croissance des
microorganismes, mais qui peuvent également modifier les caractéristiques physico-chimiques des
tissus (Holmes et al., 2017) ainsi que leur morphologie (Alkemade et al., 2023; Haga et al., 2019;
Kotrotsou et al., 2014; Vasung et al., 2019). De plus, il existe une grande diversité dans la
composition chimique des solutions de fixation. Ainsi, leurs effets sur les propriétés du tissu
pourraient ¢galement varier d'une solution de fixation a l'autre (Frigon et al., 2022b; Frigon et al.,
2024; Martins-Costa et al., 2022; Nicholson et al., 2005; Shetty et al., 2020; van Essen et al., 2010).
La nature d’un protocole de recherche dictera de ce fait quel fixateur est le plus approprié selon

l'application, que ce soit en imagerie médicale, en histologie ou autre.

La premicre partie de ce chapitre traite de 1’évolution des procédures de fixation et de leurs
applications au fil des années, de leur développement initial jusqu'a aujourd’hui. La deuxi¢me
partie traite plus précisément des solutions étudiées dans le présent mémoire. Finalement, la

troisieme partie aborde les techniques d'administration des fixateurs.

1. Découverte et évolution

La préservation des corps a une histoire riche et intéressante qui mérite d'étre étudiée afin de
comprendre les usages et procédés actuels. Tant pour la momification des corps humains en Egypte
antique il y a plus de 3000 ans (Balta et al., 2015; Weiglein, 2002) que pour les embaumements
funéraires et scientifiques modernes, le but principal de la fixation est de freiner la décomposition
des tissus apres le déces (Balta et al., 2015; Weiglein, 2002). En ce sens, Brenner (2014) identifie
quatre grandes périodes dans I’application des solutions de fixation des tissus : les cultures

anciennes, la période des anatomistes, la période funéraire et la préservation anatomique moderne.
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1.1 Cultures anciennes
Cette période s'étend sur plusieurs siecles, approximativement de 7000 ans avant J.-C. jusqu'a 1400.
Au cours de celle-ci, les croyances religieuses et spirituelles motivent le développement de
méthodes de préservation des corps. Plusieurs cultures anciennes croyaient en la vie aprés la mort,
qui n'était possible que pour les corps maintenus en bon état de conservation (Brenner, 2014; de
Paula et al., 2018; Ezugworie et al., 2008; Weiglein, 2002). Cela a mené a plusieurs essais afin
d'optimiser les processus de préservation. Ces essais varient non seulement d'une culture a I'autre,

mais aussi en complexité.

La préservation naturelle des corps ne requiert pas d'intervention humaine (Brenner, 2014;
Lynnerup, 2007). Au contraire, le développement des méthodes artificielles se base sur I'imitation
des conditions environnementales propices a la préservation adéquate des corps (Lynnerup, 2007).
Que ce soit une préservation accidentelle ou volontaire par les cultures anciennes, la

compréhension des effets observés de la préservation dans ces corps retrouvés est primordiale.

Parmi les moyens naturels de préservation utilisés a 1'époque des cultures anciennes, on recense
entre autres les températures extrémes pour sécher ou congeler les corps ainsi que les propriétés
physico-chimiques des sols dans lesquels les corps sont entreposés. Ces propriétés peuvent inclure
la température, le pH ainsi que la présence de mati¢res minérales et organiques (Brenner, 2014;
Johnson et al., 2012). Dans tous les cas, les divers facteurs impliqués doivent freiner 'autolyse et

la putréfaction, qui se font via 'action des enzymes et des bactéries.

Au fil des années, plusieurs corps datant de cette période ont été retrouvés. Par exemple, la culture
chinchorro provenant du nord du Chili (approximativement de 7000 a 1500 ans avant J.-C.)
maximisait les conditions de leur milieu dans le désert d'Atacama pour procéder a la momification
spontanée de leurs défunts (Aufderheide et al., 1993; Brenner, 2014; Marquet et al., 2012). Le
climat aride et chaud du désert fournissait les conditions optimales pour la dessiccation des corps,
qui se traduit par le retrait de I'eau des tissus. Or, I'eau est primordiale pour la progression des deux
procédés de décomposition des corps, soit I'autolyse des cellules et la décomposition bactérienne.
Ainsi, la dessiccation devient une méthode de préservation (Lynnerup, 2007). D'autres exemples
de momification naturelle par dessiccation ont été retrouvés dans des climats chauds d’autres

régions : en Nubie (ancienne région de I'Afrique du Nord-Est), aux iles Canaries et sur le vaste
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territoire des tribus autochtones au sud-ouest de ' Amérique (géographiquement au sud des Etats-
Unis et au nord du Mexique) (Cockburn & Cockburn, 1980; Lynnerup, 2007). En présence d'un
climat froid et aride, la congélation contribuait a la momification naturelle, plus spécifiquement
par la lyophilisation. Dans ces cas, il y a un effet d'inhibition du climat froid sur l'activité des
enzymes et des bactéries responsables de la décomposition ainsi qu'une déshydratation engendrée
par le climat aride (Lynnerup, 2007). Par exemple, des corps momifiés naturellement par la
congélation ont été retrouvés en Arctique, aux iles Aléoutiennes (Alaska), au Canada, en Sibérie et
dans les régions en haute altitude, telles que les Alpes, les montagnes Rocheuses et la cordillere
des Andes (Lynnerup, 2007). Dans ces cas, la préservation des corps n'était souvent pas volontaire,
mais plutdt le résultat des conditions dans lesquelles le corps est mis a la suite de sacrifices humains
(p. ex., les Incas dans les Andes) (Ceruti, 2015). Finalement, la découverte de momies de tourbiere
("bog bodies") a permis de comprendre un autre aspect de la préservation naturelle. Ces corps,
retrouvés principalement en Scandinavie, au Royaume-Uni et en Irlande (Balta et al., 2015;
Dell’Amore, 2014), ont été conservés grace a la composition du microenvironnement des
tourbieres (Lynnerup, 2007). Les eaux froides acides et anaérobiques de celles-ci, dans lesquelles
les corps sont immergés, permettent 'inhibition de la décomposition (Lynnerup, 2007). Comme
dans la dessiccation ou la congélation, l'activité des microorganismes est bloquée par ces conditions

environnantes et permet ainsi la préservation des tissus mous.

Au fil des années, les cultures anciennes ont développé des méthodes artificielles des plus simples
aux plus complexes qui ont servi a établir les bases de celles d'aujourd’hui. Ces méthodes
artificielles incluent toutes les interventions humaines employées dans le but de préserver les corps
(Brenner, 2014). Par exemple, en plus d’exploiter les conditions propices a la dessiccation des
corps de leurs défunts, la culture chinchorro a développé des méthodes de momification artificielle
qui précédent celles rapportées par les Egyptiens (Aufderheide et al., 1993; Brenner, 2014). Ils
utilisaient des végétaux ou de la fourrure de camélidés qu'ils retrouvaient dans leur environnement
pour conserver leurs défunts de fagon esthétique (Aufderheide et al., 1993). De plus, les
Chinchorros ont utilisé des interventions plus complexes, telles que 1'éviscération (action de retirer
les viscéres), le retrait du tissu mou des extrémités, la restauration esthétique, la reconstruction
synthétique de I'extérieur des corps et l'enrobage en argile (Aufderheide et al., 1993). Les anciens
Egyptiens jumelaient la dessiccation naturelle des corps par le Soleil ou le feu a des interventions

plus complexes, telles que 1'éviscération (de Paula et al., 2018) et le remplissage des cavités par de

31



la myrrhe (gomme-résine aromatique), des alcools, des épices, des parfums ou des sels (Udoaka et
al., 2009). Les anciens Babyloniens, les Perses et les Syriens utilisaient I'immersion dans du miel
ou de la cire pour la préservation des corps lors de leur transport (Brenner, 2014; de Paula et al.,
2018; Udoaka et al., 2009). Les Ogonis qui habitaient le territoire du Nigéria utilisaient plutot de
larges volumes d'alcools, de potasse (groupe de sels minéraux et chimiques), de substances

végétales et d'huiles (Brenner, 2014; Udoaka et al., 2009).

Plusieurs autres exemples pourraient étre nommés pour illustrer la diversité des méthodes
artificielles employées par les cultures anciennes variées. Or, le but est de mettre 1'accent sur les
techniques et produits utilisés historiquement qui ont survécu les époques jusqu'a aujourd'hui. Par
exemple, la congélation est toujours utilisée par les laboratoires d'anatomie pour congeler les corps
entre les périodes de dissection sur du tissu frais (Song & Jo, 2022). Elle est aussi utilisée par les
banques de cerveaux, qui congelent souvent un des deux hémisphéres pour des études basées sur
l'extraction d'ADN et ARN (Hade et al., 2024; Hulette, 2003; Shepherd et al., 2019; Waldvogel et
al., 2008). Par ailleurs, l'ajout de différents types d'alcools et de sels dans les formulations
anatomiques modernes est souvent employ¢ (Benet et al., 2014; Coleman & Kogan, 1998). Certains
composants chimiques sont également ajoutés a ces solutions de fixation modernes pour imiter

l'effet de dessiccation décrit précédemment.

1.2 Période des anatomistes
La période des anatomistes marque une transition progressive des buts religieux et spirituels de la
préservation vers les objectifs scientifiques des anatomistes. Les découvertes scientifiques en
médecine pendant la Renaissance (environ 1400-1600) (de Paula et al., 2018; Toledo-Pereyra,
2015) ont incité a la recherche de solutions pour la préservation de cadavres pour la dissection et
'avancement des connaissances anatomiques (Brenner, 2014; Ezugworie et al., 2008). Plusieurs
nouvelles techniques d'embaumement ont vu le jour durant cette période, dont l'injection des
solutions de préservation dans les vaisseaux sanguins (de Paula et al., 2018). Cette technique a été
développée et améliorée au fil du temps par les travaux de plusieurs scientifiques, dont da Vinci
(1452-1519), Harvey (1578-1657), Ruysch (1638-1731) et Hunter (1718-1783) (Brenner, 2014;
Ezugworie et al., 2008). Ces derniers ont inject¢ une panoplie de produits chimiques et de
substances naturelles différentes, telles que des solutions colorées qui durcissent dans les

vaisseaux, de la cire, de 1'eau chaude, du mercure, de la térébenthine, des alcools et des sels
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(Brenner, 2014). Ruysch était connu pour injecter une solution de liguor balsamicum, dont les
ingrédients étaient secrets. Il est cru que celle-ci contenait du sang de cochon coagulé, du bleu de
Berlin (maintenant appelé bleu de Prusse) et de 'oxyde de mercure (Brenner, 2014). Tout cela a
ouvert la porte au domaine de la chimie afin de trouver une solution de fixation idéale pour une

bonne préservation des corps (Brenner, 2014; de Paula et al., 2018; Trompette & Lemonnier, 2009).

Les avancées majeures de cette période ont eu des répercussions importantes sur 1'évolution des
processus de préservation. Certaines des méthodes employées lors de cette période sont encore en
application aujourd'hui. Bien que les formulations des solutions de fixation aient été optimisées
depuis la période des anatomistes, I'idée de base de mélanger des produits fixateurs et de les injecter
dans les vaisseaux sanguins demeure la méthode la plus employée par les laboratoires d'anatomie

modernes (Benninger et al., 2014; Feigl & Sammer, 2022; Mohebimoushaei et al., 2025).

1.3 Période funéraire
Cette période aurait commencé aux alentours de la guerre de Sécession américaine en 1861
(Brenner, 2014). Cette fois-ci guidées par des raisons sentimentales, la préservation et la
conservation des corps de facon esthétique étaient nécessaires pour les garder intacts jusqu'au
déroulement des cérémonies funéraires (Balta et al., 2015; Beard & Burger, 2017; Brenner, 2014;
de Paula et al., 2018). En effet, les corps des soldats décédés sur le champ de bataille devaient
parfois étre transportés sur des centaines a des milliers de kilomeétres. Afin d'éviter les dommages
aux corps causés par l'environnement et les risques d'infection, les corps étaient entreposés dans
des cercueils de métal développés pendant la Révolution industrielle (Beard & Burger, 2017).
Cependant, cela n'empéchait pas la dégradation des corps lors du transport. Pour ce faire, les
méthodes d'embaumement incluaient le retrait des liquides et gaz corporels, 1'ajout d'un
désinfectant et 1'éviscération suivie de la fixation des organes, qui étaient ensuite remis dans les

cavités (Brenner, 2014).

Cette période est souvent considérée comme la naissance de 'embaumement moderne (Ezugworie
et al., 2008), car elle promeut I'importance d'une fixation qui préserve tant I'extérieur (apparence
esthétique pour les cérémonies funéraires) que l'intérieur du corps (frein de la décomposition des
tissus). Ces deux caractéristiques sont importantes a considérer dans le contexte actuel des

laboratoires d'anatomie, car le tissu doit étre manipulable et sécuritaire pour une dissection réaliste
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par les utilisateurs. De plus, l'intégrité du tissu a I'échelle microscopique doit étre conservée pour
son utilisation en recherche. Les méthodes qui permettront de maintenir ces deux caractéristiques

seront optimisées dans la période historique qui suit.

1.4 Préservation anatomique moderne
Cette période commence vers la fin du 19¢ siécle et s'étend jusqu'a aujourd'hui. Au fil des années,
les fonctions de plusieurs produits chimiques dans la fixation des corps ont été découvertes. Par
exemple, 1'alcool ou le chlorure de sodium, tous deux utilisés depuis les cultures anciennes, ont des
effets de dessiccation qui éliminent I'eau des tissus et ralentissent par conséquent les procédés de
décomposition du corps (Lynnerup, 2007). Le phénol, introduit au milieu du 19°¢ siécle, a des
propriétés préservatrices ainsi que des propriétés fongicides et bactéricides puissantes qui bloquent
la croissance de microorganismes et leurs effets de putréfaction (Brenner, 2014; Tomalty et al.,
2019). Le formaldéhyde, découvert a la fin du 19° siecle, empéche l'entrée des microorganismes et
freine la décomposition. Ses propriétés préservatrices puissantes ont fondamentalement remodelé
le domaine de I'embaumement (Bedino, 2003; Brenner, 2014). Le glycérol a un effet humectant
qui contrdle 1'humidité des tissus humains, afin d'assurer une bonne pénétration des fixateurs
(Brenner, 2014). Toutes ces fonctions ont été jumelées afin de créer des solutions de fixation
optimisées et maintenant utilisées dans la préservation anatomique moderne. Elles seront d'ailleurs

revues dans la section sur les mécanismes d'action des solutions utilisées pour ce mémoire.

Malgré cela, les solutions de fixation qui sont encore utilisées de nos jours pour préserver les corps
humains ne sont pas parfaites. Les produits chimiques qui les composent peuvent avoir des effets
déléteres sur la santé humaine ou sur les caractéristiques macroscopiques ou microscopiques des
tissus (voir section 2). Ainsi, en dépit de toutes les découvertes qui ont été faites, la formulation de
la solution de fixation idéale pour tout type d’application nous élude toujours (Doyle & O'Leary,

1992; Hayashi et al., 2016; Hobro & Smith, 2017; Moelans et al., 2011; Thavarajah et al., 2012).

2. Solutions de fixation

Une solution de fixation idéale devrait : 1) prévenir le rétrécissement du tissu, 2) conserver
l'intégrité des cellules et de la matrice extracellulaire et 3) conserver les liens chimiques originaux
entre les molécules (Doyle & O'Leary, 1992). En plus de ces caractéristiques de base, le fixateur

idéal devrait étre bien adapté selon l'usage souhaité des corps. A cet égard, plusieurs facteurs
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devraient étre considérés lors du choix d'un fixateur adapté a l'application qu'on en fait (Balta et
al., 2015) : 1) la capacité de prévenir la croissance de microorganismes qui pourraient décomposer
le tissu ou causer des infections chez les personnes entrant en contact avec le cadavre (p. ex.,
¢tudiants, enseignants, anatomistes, chercheurs, employés de maisons funéraires, etc.), 2) la
toxicité des produits chimiques composant la solution, 3) la qualité macroscopique du tissu (p. ex.,
couleur, rigidité des articulations, déshydratation du tissu, texture, etc.) et 4) la durée de la période
durant laquelle le corps peut étre utilis¢ avant le début de la décomposition (Bradbury & Hoshino,
1978; Brenner, 2014; Coleman & Kogan, 1998; Fox et al., 1985; Hayashi et al., 2014; Musiat et
al., 2016; Shoja et al., 2013; Thavarajah et al., 2012; Woodburne & Lawrence, 1952).

2.1 Principes de la fixation

2.1.1 Types de solutions
La recherche d’une solution idéale a mené au développement de plusieurs solutions de fixation
contenant les produits chimiques présentés bricvement dans la section 1. Bien que ces solutions ne
soient pas "idéales", elles peuvent répondre a plusieurs des critéres mentionnés précédemment et
étre bien adaptées pour l'usage qu'on en fait. Dans cette perspective, on regroupe habituellement
ces solutions en deux grands types selon leurs caractéristiques macroscopiques générales : les

solutions produisant une fixation dite "dure" et les solutions produisant une fixation dite "souple".

2.1.1.1 Solutions produisant une fixation dure
Les solutions produisant une fixation dure ("hard-fixed") produisent des cadavres rigides avec des
organes internes durs au toucher et dont la flexibilité des articulations est moindre qu'un corps frais
(non fix¢) (Balta et al., 2017). Bien que ce type de fixation produise des corps bien fixés sur une
longue période, ce ne sont pas des modeles idéaux pour l'enseignement. La couleur, la texture et la
flexibilité des corps sont altérées par la fixation dure et ne représentent pas fidelement les
conditions naturelles retrouvées chez le vivant. Cela peut donc nuire au réalisme des simulations
chirurgicales pratiquées sur des cadavres et a I'application de ces compétences sur un patient vivant
(Balta et al., 2017; Kaliappan et al., 2023). Il est a noter que toutes les solutions de ce type
contiennent du formaldéhyde (Balta et al., 2015), qui est le composant chimique principal

déterminant la rigidité de la fixation.
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2.1.1.2 Solutions produisant une fixation souple
Les solutions produisant une fixation souple ("soft-fixed") produisent des cadavres dont les organes
internes sont plus souples au toucher et dont la flexibilité des articulations est égale ou supérieure
a un corps frais (Balta et al., 2017; Tomalty et al., 2019). Ces solutions peuvent contenir une faible
concentration de formaldéhyde ou en étre exemptes (généralement moins de 1%) (Kaliappan et al.,
2023). Les caractéristiques macroscopiques d'une fixation souple (couleur, texture et flexibilité)
sont plus semblables a celles des vivants que celles de la fixation dure (Barton et al., 2009; Giger
et al., 2008; Hunter et al., 2014; Rahman et al., 2021; Tomalty et al., 2019). De ce fait, ces cadavres
sont plus appropriés dans le cadre de simulations réalistes de diverses techniques chirurgicales

(Balta et al., 2015; Kaliappan et al., 2023).

2.1.2 Mécanismes d'action
En plus de classifier les solutions de fixation selon leurs effets sur les caractéristiques
macroscopiques des cadavres (fixation dure vs fixation souple), on peut aussi les distinguer a
1'échelle microscopique selon leur mécanisme d'action. Il en existe deux principaux, a savoir les

fixateurs coagulants et les fixateurs non coagulants (Eltoum et al., 2001).

2.1.2.1 Fixateurs coagulants
Les protéines sont organisées en quatre niveaux de structure : primaire, secondaire, tertiaire et
quaternaire (Khan Academy, 2026a). Les structures primaire et secondaire référent respectivement
a la séquence d'acides aminés et aux liaisons locales qui forment les polypeptides (hélices a et
feuillets ) (LaPelusa & Kaushik, 2026). La structure tertiaire référe aux liaisons générales
contribuant a la tridimensionnalité de la protéine (ponts hydrogene, liens ioniques, interactions
hydrophobes, ponts disulfure, etc.) (LaPelusa & Kaushik, 2026). Ces liaisons sont normalement
des interactions avec les chaines latérales des acides aminés. La structure quaternaire n'est pas
présente chez toutes les protéines, car certaines sont simplement constituées d'une chaine de
polypeptide. Dans les cas ou une protéine est composée de plusieurs polypeptides (p. ex.,
hémoglobine), la structure quaternaire référe aux interactions qui lient ces sous-unités ensemble

pour donner la forme finale de la protéine (LaPelusa & Kaushik, 2026).

Les fixateurs coagulants sont des solutions qui entrainent la précipitation des protéines (Cabrera et

al., 2017; Eltoum et al., 2001). Cette précipitation cause une perturbation des conformations
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tertiaires ou quaternaires des protéines qui maintiennent l'architecture du tissu, notamment les
lipoprotéines et les protéines fibreuses, et entraine leur agglomération en un réseau stable et "fix¢"
(Eltoum et al., 2001). Ce processus de perturbation des conformations protéiques peut é&tre
engendré par la déshydratation provoquée par des alcools ou par le changement de charges

électriques par des acides (Eltoum et al., 2001).

2.1.2.2 Fixateurs non coagulants
Les fixateurs non coagulants sont des solutions qui produisent un pontage biochimique, créant ainsi
des liens moléculaires dans les protéines, dans les acides nucléiques et entre les protéines et les
acides nucléiques du tissu (Cabrera et al., 2017; Eltoum et al., 2001). Le tissu est dit "fix¢é", car ces
pontages entre les molécules du tissu créent un réseau de protéines stable et rigide. La plupart de
ces réactions sont engendrées par les groupes aldéhydes du fixateur, qui sont chimiquement et

biologiquement trés réactifs (Eltoum et al., 2001).

2.2 Solutions utilisées
Ce mémoire traitera plus particulierement de trois solutions de fixation utilisées a 1'Université du
Québec a Trois-Rivieres (UQTR) : 1) la solution de formaldéhyde (SFA), 2) la solution saturée de
sel (SSS) et 3) la solution d'alcools (SA). La composition chimique de ces trois solutions est
rapportée au Tableau 1. Le contexte historique, les mécanismes d'action, les avantages et
inconvénients ainsi que les applications de chacune des trois solutions seront discutées dans cette

section.

La SFA et la SA sont classifiées comme des solutions engendrant une fixation dure, car elles
produisent des cadavres plus rigides et contiennent plus de 1% de formaldéhyde (seuil
généralement observé). La SSS est classifiée comme une solution engendrant une fixation souple,
car les cadavres produits sont flexibles et sa composition chimique contient moins de 1% de

formaldéhyde.

37



Fixateurs SFA SSS SA (souris) SA (humains)
(Coleman & Kogan, | (Benet et al., 2014) (UQTR, 1993)
1998; UQTR, 1993)
Produits Formaldéhyde | Formaldéhyde | Formaldéhyde | Formaldéhyde
chimiques 4% 0.8% 2.3% 1.4%
Tampon NaCl 36% Ethanol 62.4% | Ethanol 69%
phosphate
salin 0.1M

Phénol 0.72%

Phénol 10.2%

Phénol 1.9%

Glycérol 2% Glycérol 17% | Glycérol 20.9%
Alcool Sodium acétate
isopropylique 0.006%
16%

Dettol 2.5%

Dettol 2.8%

Tableau 1. — Composition chimique des fixateurs. SFA = solution de formaldéhyde; SSS =
solution saturée de sel; SA = solution d'alcools; NaCl = chlorure de sodium

2.2.1 Solution de formaldé¢hyde (SFA)

La forme polymérisée du formaldéhyde (paraformaldéhyde) a été synthétisée pour la premiére fois
en 1859 par le chimiste russe Alexander Butlerov (1828-1886) (de Paula et al., 2018; Donczo &
Guttman, 2018; Musiat et al., 2016; Omran et al., 2020). Sa formule exacte a ¢té ¢lucidée en 1868
par August Wilhelm Hofmann (1818-1892), un chimiste allemand qui a découvert un protocole
simplifié¢ de synthése du formaldéhyde a partir de méthanol (Boon & Kok, 2008; Hayashi et al.,
2016; Martins-Costa et al., 2022; Musiat et al., 2016; Puchtler & Meloan, 1985). Les propriétés
chimiques de ce composé ont été découvertes dans les années subséquentes, facilitant ainsi sa
production industrielle. Ce n'est qu'au milieu des années 1890 que Ferdinand Blum expose ses
propriétés de fixation des tissus (Boon & Kok, 2008; de Paula et al., 2018; Donczo & Guttman,
2018; Musiat et al., 2016; Puchtler & Meloan, 1985; Weiglein, 2002).

Plus d'un siecle aprés sa découverte, le formaldéhyde demeure le fixateur le plus utilisé pour
préserver tant les corps d’humains et d’animaux (Balta et al., 2015; Bedino, 2003; Brenner, 2014;
Cabrera et al., 2017; de Paula et al., 2018; Donczo & Guttman, 2018; Fox et al., 1985; Frigon et
al., 2022b; Frigon et al., 2024; Grigorev & Korzhevskii, 2018; Hayashi et al., 2014; Hayashi et al.,

38



2016; Lombardero et al., 2017; Martins-Costa et al., 2022; McLachlan & Patten, 2006; Moelans et
al., 2011; Musiat et al., 2016; Rahman et al., 2021; Shetty et al., 2020; Thavarajah et al., 2012;
Tomalty et al., 2019). C'est d'ailleurs le fixateur le plus couramment utilisé par les banques de

cerveaux fournissant du tissu pour la recherche (Carlos et al., 2019; Dadar et al., 2024; Hulette,

2003; McFadden et al., 2019; Sheedy et al., 2008; Vonsattel et al., 2008).

2.2.1.1 Mécanisme d'action
La SFA est un fixateur non coagulant contenant du formaldéhyde. La fixation des tissus découle
de la formation de ponts biochimiques entre les molécules du tissu (Eltoum et al., 2001; Hobro &
Smith, 2017; Thavarajah et al., 2012). Le formaldéhyde est un gaz dont les petites molécules
(HCHO) sont tres solubles dans I'eau (Kiernan, 2000). En solution aqueuse, ses groupes aldéhydes
(-CHO) réagissent avec les molécules d'eau (H2O) pour former de l'hydrate de méthyle
(HOCH-0OH) (Figure 1A), plus communément désigné comme la forme hydratée du formaldéhyde
(Boon & Kok, 2008; Eltoum et al., 2001; Fox et al., 1985; Kiernan, 2000; Thavarajah et al., 2012).
Ensuite, les molécules d'hydrate de méthyle réagissent avec plusieurs chaines latérales des acides
aminés des protéines pour former des groupes réactifs d'hydroxyméthyle (-CH>OH) (Figure 1B)
(Boon & Kok, 2008; Eltoum et al., 2001). Les acides aminés les plus compatibles a cette réaction
avec le formaldéhyde sont la cystéine, la lysine, I'histidine et la tyrosine, puisque leurs chaines
latérales sont hautement réactives avec l'hydrate de méthyle (Eltoum et al., 2001). Puis,
I'hydroxymeéthyle, qui est en fait un pont de méthyleéne (-CHz-) avec un groupe hydroxyle (-OH),
peut réagir avec d'autres protéines pour former des ponts de méthyléne (-CHz-) entre les protéines
(Figure 1C) (de Paula et al., 2018; Eltoum et al., 2001; Kiernan, 2000; Thavarajah et al., 2012).
Cela modifie les structures tertiaires et quaternaires des protéines, c'est-a-dire qu'elles se plient de
facon différente qu'on les retrouve in vivo (Evers et al., 1998; Grigorev & Korzhevskii, 2018).
Finalement, c'est la répétition de cette réaction qui forme un réseau de ponts de méthylene entre les
protéines du tissu, ce qui crée un réseau stable et rigide qui empéche 1'entrée des microorganismes
et fixe le tissu. La réaction décrite dans ce paragraphe peut s'appliquer aussi pour les acides
nucléiques et certains lipides, mais pas pour les glucides (Boon & Kok, 2008; Eltoum et al., 2001).
Ces derniers sont fixés indirectement, en étant confinés dans le réseau de ponts biochimiques des

autres macromolécules.
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Figure 1.— Réactions chimiques menant a la fixation par le formaldéhyde. Formation de

I'hydrate de méthyle (A). Formation des groupes réactifs d'hydroxyméthyle (B).
Formation des ponts de méthyleéne entre les protéines du tissu (C). Figure créée sur
BioRender.

Le formaldéhyde, sous sa forme monomérique d'hydrate de méthyle, peut former des polymeres
(Thavarajah et al., 2012). Cependant, I'hydrolyse de ces polymeéres est nécessaire pour l'activation
de ses propriétés de fixation des tissus biologiques (Kiernan, 2000). Cette réaction d'hydrolyse est
accélérée par la dilution du formaldéhyde dans un tampon a pH physiologique (pH optimal dans
les systemes biologiques, entre 7.35 et 7.45) (Hopkins et al., 2026), comme le tampon phosphate
(Kiernan, 2000; Pearse, 1980). C'est la présence des ions hydroxyles du tampon qui augmente la
vitesse de la réaction (Kiernan, 2000). Lorsque le formaldéhyde est dilué dans un tampon neutre
ou légeérement alcalin, on parle de formol tamponné a pH neutre ("neutral-buffered formalin")
(Eltoum et al., 2001). Les fabricants y ajoutent fréquemment une concentration de 10% de

méthanol, car cet alcool ralentit la polymérisation (Kiernan, 2000).

2.2.1.2 Avantages et inconvénients
La SFA est peu coliteuse et aisément accessible, en plus de posséder d'excellentes propriétés

bactéricides, fongicides et insecticides (Balta et al., 2015; Brenner, 2014; Hayashi et al., 2014;
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Hayashi et al., 2016; Janczyk et al., 2011; Musiat et al., 2016; Otsuka et al., 2022; Thavarajah et
al., 2012; Tomalty et al., 2019). Comme mentionné précédemment, le formaldéhyde agit en créant
des ponts biochimiques entre les protéines et les acides nucléiques des cellules (Blum, 1896; de
Paula et al., 2018; Grigorev & Korzhevskii, 2018; Helander, 1994; Hobro & Smith, 2017; Ma et
al., 2024; O'Rourke & Padula, 2016; Puchtler & Meloan, 1985; Wu et al., 2022). Cela permet ainsi
la fixation du tissu et le blocage de 1'entrée de microorganismes qui pourraient y croitre (Hayashi
et al., 2014; Hayashi et al., 2016). Bien que ce pontage biochimique lui procure ses excellentes
propriétés antiseptiques et de fixation des tissus, il nuit par le fait méme a I'immunoréactivité¢ du
tissu lors de protocoles de colorations immunohistologiques (p. ex., immunofluorescence et
immunohistochimie) (Arnold et al., 1996; Boon & Kok, 2008; de Paula et al., 2018; Eltoum et al.,
2001; Frigon et al., 2022b; Frigon et al., 2024; Hobro & Smith, 2017; Moelans et al., 2011; Puchtler
& Meloan, 1985; Stumptner et al., 2019; Suthipintawong et al., 1996; Wu et al., 2022). En effet,
les ponts créés par la fixation modifient les structures tertiaires et quaternaires des protéines (Evers
etal., 1998; Grigorev & Korzhevskii, 2018). Cela peut masquer les épitopes ciblés par les anticorps
en créant une barri¢re stérique qui les empéche de se lier a leur antigéne cible et nuit ainsi au
marquage histologique (Azumi & Battifora, 1987; Battifora & Kopinski, 1986; Boon & Kok, 2008;
Boon et al., 1992; de Paula et al., 2018; Leong & Gilham, 1989; Moelans et al., 2011; Unhale et
al., 2012; Wu et al., 2022). De plus, la petite taille des molécules du formaldéhyde facilite sa
diffusion rapide dans le tissu (Kiernan, 2000; Thavarajah et al., 2012). En revanche, I’établissement
des ponts de méthyleéne est progressif et se poursuit sur une longue période. Ainsi, leur densité
augmente avec le temps d’exposition a la solution de fixation (Kiernan, 2000). Conséquemment,
la qualit¢ du marquage histologique est compromise dans les cerveaux longtemps immergés dans
la SFA, tels que ceux conservés dans les banques de cerveaux. Dans ces cas, des traitements de
récupération des antigénes du tissu peuvent étre requis pour permettre leur utilisation dans des

protocoles immunohistologiques.

D'un point de vue macroscopique, le réseau fixe et rigide de ponts biochimiques entre les
macromolécules, qui est engendré par le formaldéhyde, cause la rigidité des cadavres. Cela aboutit
a une diminution du volume ainsi qu'a une altération de la couleur et de la texture des tissus
biologiques (Balta et al., 2015; Barton et al., 2009; Brenner, 2014; Eisma et al., 2013; Eisma et al.,
2011; Frigon et al., 2022b; Hayashi et al., 2014; Hayashi et al., 2016; Jaung et al., 2011; Mayer,
2006; Regelsberger et al., 2015; Richins et al., 1963; Tomalty et al., 2019; Venne et al., 2020;
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Weisbecker, 2012). La durée de fixation compléte des corps peut également prendre jusqu'a six
mois, ce qui est plus long que la SSS, mais moins long que la SA (UQTR, 1993). Les indicateurs
macroscopiques d'une fixation compléte d'un corps entier comprennent généralement le
changement de couleur de la peau au fur et @ mesure que le sang est remplacé par le fixateur, la
texture moins souple et plus rigide du tissu et I'absence de la croissance de moisissures (UQTR,

1993).

De plus, les vapeurs de formaldéhyde sont carcinogénes et peuvent compromettre la santé des
usagers des laboratoires d'anatomie. Parmi les effets rapportés, on retrouve une augmentation de
l'incidence des tumeurs malignes attaquant les systémes hématopoiétique et lymphatique (Hammer
et al., 2012; Hayes et al., 1990; O'Sullivan & Mitchell, 1993; Shetty et al., 2020), des cancers du
nasopharynx (Brenner, 2014; Lombardero et al., 2017; Shetty et al., 2020), des cancers naso-
sinusiens (Brenner, 2014), une irritation des yeux, de la peau et du systéme respiratoire (Akbar-
Khanzadeh et al., 1994; Brenner, 2014; Chia et al., 1992; de Paula et al., 2018; Hammer et al.,
2012; Hayashi et al., 2016; Kim et al., 1999; Kriebel et al., 2001; Lakchayapakorn & Watchalayarn,
2010; Lombardero et al., 2017; Martins-Costa et al., 2022; Mizuki & Tsuda, 2001; Muzi et al.,
2004; Otsuka et al., 2022; Pabst, 1987; Puchtler & Meloan, 1985; Shetty et al., 2020; Suruda, 2003;
Tanaka et al., 2003; Viegas et al., 2010; Wolkoff & Nielsen, 2010), une diminution de 1'odorat
(Ahmed, 2011; Brenner, 2014; Khaliq & Tripathi, 2009; Lakchayapakorn & Watchalayarn, 2010;
Mirabelli et al., 2011; Ohmichi et al., 2006; Raja & Sultana, 2012; Takahashi et al., 2007; Vohra,
2011) et des effets neuropsychologiques (Hammer et al.,, 2012; Marceaux et al., 2008). Le
formaldéhyde peut aussi causer des mutations artificielles de I'ADN (Boon & Kok, 2008; Williams

et al., 1999) et des altérations chromosomiales (Shetty et al., 2020) dans tous types de tissus.

La toxicité du formaldéhyde (Brenner, 2014; Coleman & Kogan, 1998; de Paula et al., 2018;
Hayashi et al., 2016; Lombardero et al., 2017; Moelans et al., 2011; Musiat et al., 2016; Otsuka et
al., 2022) ainsi que ses propriétés macroscopiques et microscopiques moins avantageuses, comme
mentionné aux deux derniers paragraphes, ont mené a la recherche d'alternatives plus sécuritaires
et mieux adaptées pour diverses applications. En ce sens, les anatomistes ont développé de
nouvelles solutions pour fixer les cadavres utilisés pour la dissection. Une solution idéale devrait
étre peu colteuse, germicide, non toxique apres une longue exposition des usagers, conserver les

corps sur une longue période et maintenir la couleur, la texture et la flexibilité d'une grande variété
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de tissus, tout en contenant peu (ou pas) de formaldéhyde (Balta et al., 2015; Brenner, 2014;
Coleman & Kogan, 1998; Eltoum et al., 2001; Souchon, 1908). Afin de répondre a ces critéres, les
laboratoires d'anatomie humaine, tels que celui a I'UQTR, utilisent la solution saturée de sel (SSS)
et la solution d'alcools (SA). Par conséquent, le présent projet consiste & comparer ces deux
solutions avec la solution de fixation en usage courant par les banques de cerveaux, soit la solution

de formaldéhyde 4% (SFA).

2.2.2 Solution saturée de sel (SSS)

Le chlorure de sodium est en usage depuis 'Egypte antique pour préserver des corps (Coleman &
Kogan, 1998; Hayashi et al., 2014; Hayashi et al., 2016; Martins-Costa et al., 2022). Pourtant, son
utilisation pour des embaumements modernes est assez récente et moins courante. La formulation
actuelle de la SSS est attribuée a Coleman et Kogan (1998), qui ont légérement modifi¢ la
composition chimique de la solution proposée par Logan (1983). En effet, les auteurs ajoutent une
grande quantité de sel de table a la solution faible en formaldéhyde de Logan, en plus de substituer
l'alcool éthylique par de I'alcool isopropylique (Brenner, 2014; Coleman & Kogan, 1998; Hayashi
et al., 2014; Hayashi et al., 2016).

Par la suite, peu d'études sur la SSS et son utilisation en enseignement de I'anatomie humaine ont
été réalisées. Une décennie s’est écoulée avant que la pertinence de la SSS soit étudiée de nouveau
pour les simulations de procédures chirurgicales offertes pour la formation des médecins et autres
professionnels de la santé (Hayashi et al., 2014; Hayashi et al., 2016). Cette solution est d’ailleurs
en usage dans plusieurs laboratoires afin d'offrir des formations chirurgicales qui nécessitent une
préservation de la flexibilité et de la couleur des tissus (Burns et al., 2018; Homma et al., 2019;
Shirai et al., 2022; Watanabe et al., 2020). De plus, d'autres laboratoires menent des études afin de
déterminer l'exploitabilité de la SSS pour diverses applications, telles que la médecine vétérinaire
(Lombardero et al., 2017), la préservation anatomique de cerveaux de rats (Martins-Costa et al.,
2022) et I'histologie de cerveaux de souris (Frigon et al., 2022b) et de cerveaux humains (Frigon et

al., 2024; Maranzano et al., 2020).

2.2.2.1 Mécanisme d'action
La SSS est composée d'une grande quantité de chlorure de sodium (Brenner, 2014; Coleman &
Kogan, 1998; Hayashi et al., 2014), ainsi que d'alcool isopropylique, de phénol, de glycérol et d'un
faible pourcentage de formaldéhyde (Coleman & Kogan, 1998). La formulation du laboratoire
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d'anatomie de I'UQTR comporte également du Dettol, un produit antiseptique et désinfectant a base
de chloroxylénol qui n'est ajouté qu'au moment de 1'embaumement. Comme la SSS ne contient
qu'une faible concentration de formaldéhyde dans sa formulation (0.8%), son mécanisme d'action
principal n'est pas le méme que pour la SFA. Bien qu'il y ait un pontage biochimique minoritaire
engendré par la faible concentration en formaldéhyde, le mécanisme d'action principal de la SSS
est la coagulation des protéines, dictée par sa concentration ¢levée en alcools (Brenner, 2014;
Hobro & Smith, 2017; Rahman et al., 2021; Thavarajah et al., 2012). De ce fait, la SSS est

considérée comme un fixateur coagulant de type déshydratant.

En solution aqueuse, les molécules ou parties de molécules non polaires ont tendance a s'agréger
et a créer des liens hydrophobes (Sun, 2022). Cela veut dire que les chaines latérales non polaires
des acides aminés se cachent a 'intérieur des protéines et empéchent le contact avec I'eau dans leur
environnement (Durell & Ben-Naim, 2017; Nick Pace et al., 2014). Lorsque les tissus biologiques
sont exposés a la SSS, l'alcool isopropylique (16%) et le phénol (0.72%) agissent en remplacant
l'eau libre du tissu (Eltoum et al., 2001). Cela diminue 1'effet repoussant de I'eau sur les molécules
hydrophobes, ce qui affaiblit les liens hydrophobes qui les unissent. L'intérieur des protéines, qui
est normalement compact et largement occupé par les molécules hydrophobes fortement liées (Nick
Pace et al., 2014), prend alors de I'expansion (Eltoum et al., 2001). En parall¢le a ces effets sur les
parties hydrophobes des protéines du tissu, la déshydratation engendrée par les alcools de la SSS a
¢galement un effet sur les molécules hydrophiles. Les ponts hydrogeéne entre les parties hydrophiles
de la protéine et 1'eau environnante sont détruits (Eltoum et al., 2001). Ensemble, ces deux effets
sur les parties hydrophobes et hydrophiles provoquent une déstabilisation et une dénaturation
partielles de la structure tertiaire des protéines (Brenner, 2014; Hammer et al., 2012), médiées par
le bris des liens biochimiques entre les acides aminés. I1 se produit alors une inversion partielle de
la structure de la protéine pour s'adapter a son nouvel environnement. Ainsi, lorsque l'alcool
remplace l'eau d'un environnement, les parties hydrophobes des acides aminés sont tirées de
l'intérieur vers l'extérieur de la protéine, afin d'étre en contact avec 1'environnement nouvellement
anhydre (Boon & Kok, 2008; Eltoum et al., 2001). De fagon plus globale, I'exposition a la SSS
engendre donc la déshydratation des tissus et le remodelage des structures de leurs protéines, qui

coagulent pour former un réseau architectural et morphologique solide et fixe (Eltoum et al., 2001).
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Le formaldéhyde, 1'alcool isopropylique et le phénol présents dans la SSS expliquent ses propriétés
de fixation des tissus biologiques telles qu'elles ont été décrites précédemment. Outre ses agents
préservatifs, la SSS posséde également des agents désinfectants pour empécher la croissance de
microorganismes et la transmission d'infections. Le formaldéhyde, 1'alcool isopropylique, le phénol
et le Dettol remplissent tous cette fonction (Brenner, 2014; Tomalty et al., 2019). Le glycérol, bien
qu'il n'ait pas de fonction désinfectante en soi, améliore I'efficacité de désinfection du formaldéhyde
en prolongeant sa durée d'action (Bradbury & Hoshino, 1978; Brenner, 2014; Trujillo & Lindell,
1973). De plus, il agit comme un agent humectant, c'est-a-dire qu'il aide a contrdler I'humidité des
tissus humains fixés par la SSS grace a ses propriétés d'attraction et de rétention de 1'eau (Crowther,
2021). Quant au chlorure de sodium, il agit en tant qu'agent hygroscopique pour attirer et absorber
I'humidité des tissus (Brenner, 2014), ce qui aide au mécanisme de coagulation des protéines et au

blocage des microorganismes (Lynnerup, 2007; Martins-Costa et al., 2022).

2.2.2.2 Avantages et inconvénients
La SSS produit une fixation souple, ce qui signifie que les cadavres fixés par la SSS ont des
caractéristiques macroscopiques bien adaptées pour la dissection et les simulations réalistes de
procédures chirurgicales (Hayashi et al., 2014). En effet, la couleur et la texture des tissus ainsi que
la flexibilité des articulations sont mieux préservées chez les cadavres fixés avec cette solution que
par la SFA (Brenner, 2014; Coleman & Kogan, 1998; Frigon et al., 2022b; Hayashi et al., 2014;
Hayashi et al., 2016; Lombardero et al., 2017; Martins-Costa et al., 2022). De plus, la faible
concentration de formaldéhyde de cette solution, comparativement a la SFA, amoindrit les enjeux

pour la santé des usagers qui découlent de sa toxicité (Brenner, 2014).

D'un point de vue logistique, la fixation avec la SSS est aussi avantageuse pour obtenir des cadavres
complétement fixés en moins de temps que pour la SFA ou la SA. La période nécessaire pour
atteindre cette fixation compléte avec la SSS est de six semaines, alors que la SFA peut prendre
jusqu'a six mois et la SA, huit mois (UQTR, 1993). Cela peut s'expliquer par la présence de trois
agents de fixation dans la formulation de la SSS (formaldéhyde, alcool isopropylique et phénol),
alors que la SFA n'en contient qu'un (formaldéhyde). En revanche, les corps fixés par la SSS sont
moins durables dans le temps, car des signes d'oxydation et de détérioration sont observés a

l'intérieur de deux ans (Balta et al., 2015; Frigon, 2025). Ces signes peuvent inclure entre autres du
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tissu noirci par un processus d'oxydation ou le développement d'une odeur déplaisante par la

putréfaction (Anderson, 2006; Balta et al., 2015; Messmer et al., 2010).

De plus, les études menées sur la SSS se limitent principalement a ses effets sur 1'anatomie
macroscopique (c.-a-d., flexibilité, couleur du tissu, etc.), alors que ses effets sur la qualité
histologique du tissu cérébral (c.-a-d., morphologie cellulaire et antigénicité des populations
cellulaires principales du cerveau) sont peu connus (Benet et al., 2014; Frigon et al., 2022b; Lyck
et al.,, 2008). Récemment, deux études de notre groupe de recherche concernant les propriétés
microscopiques de la SSS ont été réalisées. Les résultats ont démontré la conservation de
l'antigénicité du tissu cérébral pour les quatre populations cellulaires principales du cerveau
(neurones, astrocytes, microglies et myéline d'oligodendrocytes) chez les souris (Frigon et al.,
2022b) et les humains (Frigon et al., 2024). En revanche, bien que l'antigénicité du tissu humain
fixé par la SSS était conservée, la qualité histologique était généralement inférieure a celle observée
chez les cerveaux fixés avec la SFA et la SA (Frigon et al., 2024). Le tissu fixé avec la SSS était
plus difficile @ manipuler que celui fixé par la SFA et la SA. Le tissu avait également un neuropile
fissuré avec des contours cellulaires irréguliers. De plus, la distribution des cellules marquées
n'était pas homogene dans la coupe. Cependant, 'application d'un procédé de récupération des
antigénes a permis de retrouver une distribution homogéne des antigénes testés (Frigon et al.,
2024). Ces deux études antérieures ont permis de clarifier les caractéristiques qualitatives du tissu

fixé par la SSS, mais n'ont pas abord¢ les propriétés quantitatives comme le fait le présent mémoire.

2.2.3 Solution d'alcools (SA)
L'utilisation de l'alcool dans les procédés de préservation des corps peut étre retracée jusqu'a
I'Egypte antique (Udoaka et al., 2009). Son usage était méme fréquent par les forces navales
britanniques (Ezugworie et al., 2008), qui entreposaient leurs défunts dans des barils de vieux
spiritueux lors des longs trajets en mer (Maclntyre, 2018). Plus précisément, I'é¢thanol, ou alcool
éthylique, est un composant chimique qui a été utilisé par les anatomistes dans plusieurs
formulations de solutions de fixation au fil des siécles (Benet et al., 2014; Boon & Kok, 2008;
Brenner, 2014; Cabrera et al., 2017; Hammer et al., 2012; Martins-Costa et al., 2022; O'Sullivan
& Mitchell, 1993). Par exemple, la collection de pieces anatomiques de Gerard Vrolik (1775-1859)
et son fils Willem (1801-1863) a Amsterdam (de Rooy, 2023) comprend plusieurs spécimens qui
ont été¢ adéquatement préservés dans I'éthanol pendant plus de 200 ans (Boon & Kok, 2008). En
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revanche, il a été observé qu'une fixation de plus de 24 heures dans de 1'éthanol a 70% rendait les
picces trop rigides (Boon & Kok, 2008). Pour cette raison, les effets négatifs de I'éthanol sur la
rigidité et la distorsion du tissu sont souvent équilibrés par l'ajout de divers produits chimiques qui

vont limiter ces effets (Cabrera et al., 2017; Perry et al., 2016).

En ce sens, la SA est une solution d'alcools contenant une grande concentration en éthanol et une
faible concentration en formaldéhyde, qui a été optimisée par I'ajout d'autres produits chimiques
pour offrir des conditions de dissection plus appropriées. Sa composition chimique varie
grandement selon les laboratoires (Barton et al., 2009; Benet et al., 2014; Frigon et al., 2022b;
Frigon et al., 2024; Hammer et al., 2012). Dans le cadre du présent projet, la SA utilisée est celle
qui est en usage dans le laboratoire d'anatomie de 'UQTR (voir Tableau 1). Sa formulation
chimique s'approche de celle décrite par Benet et al. (2014), une variante de la SA qui a été créée
afin d'optimiser les caractéristiques du tissu nerveux pour des simulations neurochirurgicales

réalistes et sécuritaires.

2.2.3.1 Mécanisme d'action
La SA est une solution composée d'éthanol, de glycérol, de phénol, de Dettol, d'une faible quantité
de formaldéhyde et d'acétate de sodium. Bien que la composition différe d'un laboratoire a I'autre,
I'éthanol en reste toujours l'ingrédient principal. Cependant, la fixation engendrée peut étre plus
dure (comme la SFA) ou plus souple (comme la SSS), tout dépendant de la concentration finale de
formaldéhyde qui est utilisée. Ainsi, le type de la fixation qui est engendrée dépend des spécificités
de la formulation utilisée. Dans le cas de la SA de 'UQTR, la concentration en formaldéhyde est

légérement supérieure a 1% (1.4%), ce qui en fait une solution a fixation théoriquement "dure".

La grande quantité¢ d'éthanol dans la formulation chimique de la SA agit en tant que fixateur
déshydratant et précipitant (Boon & Kok, 2008; Brenner, 2014; Eltoum et al., 2001; Hobro &
Smith, 2017; Moelans et al., 2011; Thavarajah et al., 2012; Troiano et al., 2009; Vielkind &
Swierenga, 1989). La SA agit donc principalement via un mécanisme de coagulation des protéines,
tel que décrit pour la SSS. Les étapes précises de la coagulation des protéines ont été présentées a
la section 2.2.2.1. Briévement, 1'éthanol est un solvant alcoolique qui remplace l'eau libre dans les
tissus et déstabilise la conformation des protéines (Cabrera et al., 2017). Ainsi, I'éthanol et le phénol
de la SA s'attaquent a la couche hydratée des structures tertiaires des protéines, ce qui détruit les

liens hydrophobes et hydrophiles et cause la précipitation des protéines en un réseau aggloméré et
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rigide (Boon & Kok, 2008; Brenner, 2014; Hammer et al., 2012). Cet effet de dénaturation des
protéines causé par le remplacement de l'eau par 1'alcool peut étre plus ou moins exacerbé selon
plusieurs facteurs : le type d'alcool utilis¢ et sa concentration, la présence de substances organiques
et inorganiques, le pH et la température de la solution (Eltoum et al., 2001). Comme la formulation
de la SA peut changer d'un laboratoire a 'autre (Barton et al., 2009; Benet et al., 2014; Frigon et
al., 2022b; Frigon et al., 2024; Hammer et al., 2012), les effets du mécanisme de coagulation des
protéines peuvent étre plus ou moins intenses. Il est donc important de noter que les effets
microscopiques de ce type de mécanisme d'action sur l'antigénicité du tissu ne sont pas

généralisables a toutes les formulations de la SA.

L'éthanol, le formaldéhyde et le phénol assurent la fixation des tissus par la SA, en plus de posséder
des propriétés désinfectantes qui bloquent la croissance des microorganismes (Brenner, 2014). En
plus de I'action de ces produits, le Dettol et l'acétate de sodium ont également un rdle a jouer en
tant qu'agents désinfectants de la SA. L'acétate de sodium, qui est un sel de sodium de I'acide
acétique, a un effet déshydratant similaire a celui déja décrit pour le chlorure de sodium. Le glycérol

occupe aussi le méme réle que dans la SSS.

2.2.3.2 Avantages et inconvénients
Les agents fixateurs qui composent la SA (éthanol, phénol et formaldéhyde) lui conférent une
grande durabilité. Les corps fixés par cette solution peuvent ainsi étre conservés pendant des
dizaines d'années a la suite de huit mois de fixation (Gérin-Lajoie et al., 2026; UQTR, 1993). Sa
concentration moindre en formaldéhyde lui confére des avantages par rapport a la SFA. La couleur
et la texture des tissus du corps sont adéquates pour l'enseignement ou la dissection (Benet et al.,
2014) et les risques pour la santé des utilisateurs sont réduits (Benet et al., 2014; Gérin-Lajoie et
al., 2026). En revanche, 1'éthanol a un effet déshydratant important qui pourrait causer la diminution
du volume de certains organes, tels que le cerveau (Boon & Kok, 2008). Cet effet peut étre plus ou
moins compens¢ par la présence du glycérol (agent humectant) (Brenner, 2014), dont la

concentration peut varier d'un laboratoire a 1'autre.

D'un point de vue microscopique, le tissu fixé par la SA peut étre affecté différemment selon sa
formulation chimique exacte. Il peut ainsi étre difficile de généraliser a partir d’études de
différentes provenances. Concernant la SA utilisée pour fixer les cerveaux de souris dans ce projet

(Benet et al., 2014), ses effets histologiques qualitatifs ont été étudiés précédemment par notre
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groupe de recherche (Frigon et al., 2022b). Les résultats de 1'é¢tude ont mis en lumiere que
l'antigénicité des quatre populations cellulaires principales du cerveau était bel et bien préservée
dans les cerveaux de souris fixés avec la SA. La pénétration des antigeénes testés était méme
meilleure dans les coupes de tissu fixées avec la SA que pour celles fixées avec la SFA et la SSS.
En revanche, la qualité de perfusion était moins bonne chez les souris fixées avec la SA. La grande
concentration de glycérol dans sa composition (17%) entraine une plus grande densité et viscosité
de la solution, ce qui cause la déchirure du septum interventriculaire du cceur, qui est fragile chez
la souris. Ceci n'affectait cependant pas la facilit¢ de manipulation des coupes histologiques, qui a
été évaluée comme étant supérieure a la SSS, bien que pas aussi bonne que la SFA. Finalement,
les résultats de cette étude ont démontré que les cerveaux de souris fixés par la SA n'avaient pas
les corps neuronaux irréguliers observés pour la SSS, mais que la fréquence d'un neuropile fissuré
y ¢était plus grande que dans les deux autres solutions (Frigon et al., 2022b). Aucune variable

quantitative n'a été évaluée par cette étude, d'ou I'apport spécifique du projet présenté ici.

Concernant la SA utilisée pour fixer les cerveaux humains dans le présent projet, une deuxieme
¢tude de notre groupe de recherche a permis d'étudier les effets histologiques qualitatifs de la SA
de I'UQTR (Frigon et al., 2024). Les résultats ont a nouveau montré que les coupes histologiques
fixées avec la SA étaient aisément manipulées. Cependant, l'intégrit¢ du neuropile était
compromise par une multitude de fissures dans le tissu. Les contours cellulaires des cerveaux fixés
par la SA étaient également irréguliers, ce qui avait été observé pour les cerveaux fixés par la SSS,
mais pas pour la SFA. Malgré cela, I'antigénicité était généralement mieux conservée dans les
cerveaux fixés par la SA (Frigon et al., 2024). Dans le méme ordre d'idées, il a été avancé par une
autre étude que les résultats obtenus a la suite de protocoles d'histologie sur des cerveaux fixés par
la SA seraient suffisamment semblables a ceux de la SFA pour analyser les images de la méme
facon (Boon & Kok, 2008). Finalement, ce sont des résultats prometteurs pour l'utilisation des
cerveaux fixés par la SA dans des protocoles immunohistologiques. En revanche, des données
quantitatives telles qu'amassées dans le présent mémoire permettront d'appuyer l'exploitabilité des

cerveaux fixés avec les solutions des laboratoires d'anatomie.

49



Fixateur

Avantages

Inconvénients

formaldéhyde (moins toxique)
Bien adaptée pour la dissection
Couleur et texture des tissus plus
proches d'un corps frais

Cadavres tres durables (utilisation
pendant plusieurs années)

Bonne qualité histologique
(antigénicité conservée)

SFA Peu coliteuse et aisément Toxique
accessible Cadavres rigides (fixation dure)
Excellentes propriétés Couleur et texture des tissus altérées
désinfectantes Fixation compléte des cadavres plus
Excellentes propriétés de fixation longue (environ six mois)
Bonne qualité histologique (apres Pontage biochimique nuisible a
traitement de récupération des l'immunoréactivité du tissu
antigénes chez 1'humain)

SSS Faible concentration en Cadavres moins durables (utilisation
formaldéhyde (moins toxique) limitée a deux ans)
Bien adaptée pour la dissection Qualité histologique inférieure
Cadavres flexibles (fixation (antigénicité plus ou moins conservée
souple) chez I'humain, neuropile fissuré et
Couleur et texture des tissus plus contours cellulaires irréguliers)
proches d'un corps frais
Fixation compléte des cadavres
plus rapide (environ six semaines)

SA Faible concentration en Grande concentration en éthanol (effet

déshydratant)
Fixation compléte des cadavres plus
longue (environ huit mois)

Tableau 2. — Comparaison des avantages et inconvénients pour les trois solutions de fixation

3. Administration du fixateur

utilisées. SFA = solution de formaldéhyde; SSS = solution saturée de sel; SA = solution
d'alcools

11 existe deux voies d'administration pour la fixation chimique : par 1'immersion et par la perfusion

vasculaire. L'immersion est la méthode la plus employée par les banques de cerveaux (McKenzie

et al., 2022), alors que la perfusion est davantage utilisée pour les études sur les animaux

(Kasukurthi et al., 2009; McKenzie et al., 2022) et dans les laboratoires d’enseignement de

I’anatomie humaine (Maranzano et al., 2020).
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3.1 Immersion

La fixation par immersion consiste a extraire et déposer le cerveau frais dans la solution de fixation
désirée (McFadden et al., 2019). La solution peut ainsi diffuser de l'extérieur vers l'intérieur du
cerveau de sorte a fixer le tissu sur une longue période. Le rapport standard entre le volume du tissu
a préserver et le volume nécessaire de la solution de fixation est de 1:10 (Benet et al., 2014; Cabrera
et al., 2017). Ainsi, un hémisphére de cerveau humain est généralement mis en immersion dans

quatre a six litres de solution (Dadar et al., 2024; Frigon et al., 2024).

3.1.1 Avantages et inconvénients
La méthode d'immersion est grandement utilisée parce qu'elle ne nécessite pas de matériel ou d'un
montage spécialisé ou coliteux (Beach et al., 1987). Cependant, cette méthode crée un gradient
hétérogene de la qualité de la fixation, car les couches superficielles exposées a la solution
deviennent surfixées ("overfixed") alors que les couches profondes peuvent se décomposer avant
qu'elles ne soient atteintes par le fixateur (Adickes et al., 1997; Beach et al., 1987; Brenner, 2014;
Dawe et al., 2009; Gage et al., 2012; Hade et al., 2024; Howat & Wilson, 2014; McFadden et al.,
2019; McKenzie et al., 2022; Nicholson et al., 2005). Ceci peut étre caus¢ par une diffusion plus
lente du fixateur a travers la profondeur de 'organe par rapport au tissu de surface ou par une
pénétration hétérogene du fixateur dans les différents types de tissus et de structures du cerveau
(Adickes et al., 1997; Maranzano et al., 2020). Bien que I'immunohistochimie des cerveaux fixés
par immersion puisse donner des résultats de qualité satisfaisante, les résultats peuvent étre
grandement affectés par la qualité de la fixation du tissu (Insausti et al., 2023). En effet, l'intensité
du marquage immunohistochimique de certains antigénes est variable dans les cas de sous- ou
surfixation du tissu (Beach et al., 1987). Ces cas sont fréquents dans les tissus profonds des
cerveaux fixés par immersion a cause de leur gradient de fixation hétérogéne. Les propriétés de
plusieurs colorations histochimiques de routine sont également variables entre les couches
superficielles et profondes du cerveau fixé par immersion (Beach et al., 1987; Fox et al., 1985). De
plus, la méthode par immersion peut engendrer plusieurs déformations structurelles corticales et
sous-corticales, entre autres par la manipulation du cerveau frais lors de 1'extraction et par le
changement de forme du cerveau associ¢ avec l'effet de la gravité lors du stockage dans le contenant

rempli de fixateur (Insausti et al., 2023; Maranzano et al., 2020).
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3.1.2 Etendue d'utilisation
Chez les animaux, l'immersion est moins souvent utilisée en neuroscience, sauf pour la post-
fixation (de Guzman et al., 2016). En effet, la méthode favorisée est plutot celle de la perfusion
transcardiaque (Kasukurthi et al., 2009), car elle offre du tissu fixé de qualité supérieure (Beach et

al., 1987).

Chez les humains, c'est la méthode la plus utilisée par les banques de cerveaux (McKenzie et al.,
2022), qui suivent un protocole standard de sagittalisation des cerveaux pour congeler le premier
hémispheére et fixer par immersion le deuxiéme (Hade et al., 2024; Hulette, 2003; Shepherd et al.,
2019; Waldvogel et al., 2008). En revanche, c'est une méthode moins utilisée par les laboratoires
d'enseignement en anatomie humaine, qui ont généralement besoin de fixer tout le corps par
perfusion pour l'enseignement et la dissection. Toutefois, les laboratoires d'anatomie peuvent
parfois fixer le corps avec une solution idéale pour la dissection, mais qui ne préserve pas
adéquatement le tissu du cerveau. Dans ces cas, il est possible de procéder a I'extraction du cerveau

frais pour le fixer par immersion avec une autre solution (UQTR, 1993).

3.2 Perfusion
La fixation par perfusion consiste a injecter la solution de fixation dans le systéme artériel pour
assurer une plus grande surface de contact avec le tissu et une distribution homogene du fixateur
(Hade et al., 2024; Insausti et al., 2023; McKenzie et al., 2022). Cette injection peut se faire de
facon in situ, c'est-a-dire que le cerveau reste a l'intérieur de la boite cranienne, ou ex situ, c'est-a-
dire que l'extraction du cerveau doit se faire au préalable en prenant soin de ne pas endommager
les artéres qui serviront a I’injection (Hade et al., 2024; Maranzano et al., 2020; McFadden et al.,

2019; McKenzie et al., 2022).

3.2.1 Perfusion in situ
Pour la perfusion in situ chez les animaux, par exemple chez la souris, le fixateur est injecté de
facon intrathoracique. Ce procédé est plus communément appelé la perfusion transcardiaque et
constitue la méthode privilégiée pour les études sur le tissu nerveux, comme mentionné
précédemment (Kasukurthi et al., 2009). Briévement, la méthode consiste a faire l'ouverture
thoracique de l'animal anesthésié, puis a insérer une canule dans le ventricule gauche et 1’aorte pour

y injecter le fixateur (Gage et al., 2012; Kasukurthi et al., 2009; Paul et al., 2008). Avant de
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commencer l'injection du fixateur, il est possible d'expulser et de rincer le sang des animaux avec
une solution tampon ou d'injecter un anticoagulant (héparine). Cependant, la perfusion
transcardiaque nécessite une grande quantité de fixateur et prend davantage de temps que
lI'immersion chez les petits animaux (Eichenbaum et al., 2005; Kasukurthi et al., 2009). Comme
ces derniers ont le cerveau beaucoup plus petit que I'humain, la diffusion du fixateur lors de
I'immersion se fait beaucoup plus rapidement. De plus, il a été rapporté que 1'arrét du cceur et de la
circulation sanguine lors de la perfusion méne a une perte rapide du volume d'espace extracellulaire
du tissu (Korogod et al., 2015). Néanmoins, c'est aussi le procédé qui fournit aux chercheurs du
tissu de qualité supérieure (Beach et al., 1987), d'ou la raison pour laquelle c'est la méthode

privilégiée pour la recherche sur les animaux.

Pour la perfusion in situ chez les humains, il est courant d'injecter le fixateur dans l'artére fémorale
(Coleman & Kogan, 1998) ou l'artére carotide commune (Insausti et al., 2023; Maranzano et al.,
2020; McKenzie et al., 2022). Cela requiert un acces chirurgical aux régions inguinale ou cervicale.
Cette méthode est particulierement utile pour les laboratoires d'anatomie, car elle permet de fixer
adéquatement le cerveau tout en préservant le corps pour l'enseignement (Hade et al., 2024). Etant
donné que la fixation est censée rendre le cerveau plus rigide et moins friable, la résistance observée
lors du toucher est un bon indicateur pour évaluer le taux de progression de la fixation (McFadden
et al., 2019). Cependant, cet état de progression est plus difficile a évaluer dans les cerveaux fixés
in situ, puisqu'on n'a pas acces au tissu du cerveau (McFadden et al., 2019). Dans ces cas, nos
propres observations ont montré que la texture ferme des yeux est un bon indice pour évaluer 1'état

de la fixation du cerveau.

3.2.2 Perfusion ex situ
Chez les humains, la perfusion ex situ peut remplacer la perfusion in situ. Elle peut étre utile, par
exemple, dans les cas ou seul le cerveau est disponible (Beach et al., 2015; McKenzie et al., 2022).
Dans ce cas, le fixateur est injecté a la fois dans les arteéres carotides internes et les artéres
vertébrales (McKenzie et al., 2022; Waldvogel et al., 2008). Cela permet la circulation a travers
toute la vascularisation des territoires antérieur et postérieur du cercle de Willis. Comme pour la
fixation par immersion, cette méthode requiert la manipulation du cerveau frais, ce qui peut
engendrer des déformations mécaniques du tissu et des artéres lors de 1'extraction (McFadden et

al., 2019). Elle est également associée avec la présence de bulles d'air dans les sillons, les
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ventricules et le sang, ce qui peut nuire a la distribution du fixateur dans le circuit de perfusion

(McKengzie et al., 2022).

3.2.3 Avantages et inconvénients
Le temps total de distribution de la solution a travers le tissu pour la méthode par perfusion est
moins long et plus uniforme que celui de la méthode par immersion (Hade et al., 2024; McKenzie
et al., 2022), ce qui entraine une meilleure préservation de la structure tissulaire (Hade et al., 2024).
Ainsi, le tissu fix¢é par perfusion donne des résultats histologiques équivalents ou supérieurs a ceux
obtenus avec le tissu fixé par immersion (Hade et al., 2024; McFadden et al., 2019). De plus, la
fixation par perfusion est considérée comme supérieure a l'immersion pour évaluer le cerveau et
les Iésions du systéme nerveux central avec la microscopie optique (Garman, 1990). Malgré cela,
ce ne sont pas tous les laboratoires qui peuvent se permettre les installations nécessaires et le
personnel spécialisé pour appliquer la méthode de perfusion, car les systemes sont généralement
colteux et complexes (Beach et al., 1987; Hade et al., 2024; Insausti et al., 2023; McFadden et al.,
2019). Le contrdle de la pression dans le circuit de perfusion est également un obstacle important,
car une pression trop basse produit une fixation incompléte du tissu et une pression trop élevée
pourrait causer le bris des vaisseaux sanguins (McKenzie et al., 2022; Schwarzmaier et al., 2022).
De plus, la qualité de la perfusion dépend de l'intégrité du circuit vasculaire du cerveau. Plusieurs
variables confondantes affectent 1'état post-mortem de la vascularisation et limitent 1'efficacité de
la perfusion en dégradant 1'état des vaisseaux sanguins ou en augmentant la formation de caillots
sanguins post-mortem (McFadden et al., 2019). Ces variables peuvent inclure : 1) la présence de
comorbidités s'attaquant a l'intégrité des parois vasculaires ou a la coagulation sanguine (p. ex.,
contrainte de cisaillement, infection bactérienne, pH, etc.) (Klaubert et al., 1988), 2) l'intervalle
post-mortem (Insausti et al., 2023; McKenzie et al., 2022) et 3) les caractéristiques démographiques
(p. ex., l'age et le sexe peuvent affecter 1'¢lasticité et la calcification) (Hyodoh et al., 2012) ainsi
que 4) l’historique médical du donneur (p. ex., comorbidités, pathologies vasculaires,
médicaments, etc.). Il a également été démontré que la qualité de fixation par perfusion pouvait
différer d'une région a l'autre du cerveau selon la complexité de la vascularisation. Par exemple, un
lit capillaire complexe comme celui du plexus choroide entraine une qualité inférieure de fixation
apres une perfusion (Rodriguez, 1969). Cette qualité peut aussi étre affectée par la perméabilité des

parois vasculaires (Lamberts & Goldsmith, 1986).
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3.2.4 Etendue d'utilisation
La perfusion est grandement utilisée en recherche animale (Kasukurthi et al., 2009; McFadden et
al., 2019) ainsi que dans les laboratoires d'anatomie humaine en milieu universitaire. Ces derniers
perfusent le corps au complet afin de le préserver adéquatement pour I'enseignement, la dissection,
la pratique de techniques chirurgicales et accessoirement pour la recherche (Benninger et al., 2014;
Feigl & Sammer, 2022; Mohebimoushaei et al., 2025). Méme si I'immersion est la méthode
privilégiée des banques de cerveaux (McFadden et al., 2019; McKenzie et al., 2022), certaines
banques utilisent la perfusion ex situ pour fixer un hémisphere ou le cerveau complet, puis les
couper en blocs. Par exemple, c'est le cas de la banque de cerveaux de la Nouvelle-Zélande

(Waldvogel et al., 2008).
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Chapitre 2 — Méthodologie

1. Modé¢les d'étude

1.1 Souris

Plusieurs aspects de la recherche neuroscientifique dépendent de I'utilisation de modéles animaux
de maladies humaines. Ces études permettent de comprendre le fonctionnement du cerveau normal
et pathologique, ainsi que de tester divers traitements (Beauchamp et al., 2022). Pour ce faire, les
souris sont un modele animal largement utilisé, que ce soit in vivo dans le cadre d'études
¢thologiques ou physiologiques, ou ex vivo dans le cadre d'études histologiques du cerveau. Les
souris sont faciles a reproduire, se développent rapidement et permettent des modifications
génétiques qui constituent des modeles de maladies humaines (Beauchamp et al., 2022; Engber,
2011). Malgré les différences entre leur cerveau et celui de I'humain, les découvertes faites chez la
souris permettent tout de méme de mieux comprendre le systéme nerveux humain (Beauchamp et
al., 2022; Potts et al., 2020). De plus, les souris permettent la réalisation d'expérimentations
invasives qui ne sont pas possibles chez I'humain. Elles permettent également de réaliser certains
protocoles (p. ex., l'histologie) dans des conditions optimales, sans toutes les variables
confondantes associées au tissu humain (Frigon et al., 2022b). Dans le cadre du présent projet, nous
¢tudierons I'effet des trois solutions de fixation sur le tissu nerveux de la souris. Cela nous permettra
d'évaluer leurs propriétés indépendamment des variables confondantes (décrites a la section 1.2),

qui sont inévitables lors de I'utilisation du tissu humain.

Les souris de la souche C57BL/6J utilisées ici sont d’usage courant en recherche (Newton et al.,
2025). Ce sont des souris consanguines avec des capacités reproductives favorables et une grande
quantité¢ de lignes mutantes disponibles pour la recherche (Engber, 2011). Leur pelage noir est
avantageux, car il permet de détecter facilement le succes d'une mutation génétique avec une autre
lignée de souris (Engber, 2011; Newton et al., 2025). En effet, la présence de chimeres (souris avec
le pelage de deux couleurs) dans leur portée indique que les cellules embryonnaires modifiées y

ont été incluses.

Toutes les données relatives aux spécimens murins seront rapportées a la Table 1 (chapitre 3).



1.2 Humain

Les études sur le tissu nerveux humain sont depuis longtemps utilisées pour en apprendre davantage
sur le systeme nerveux (Balta et al., 2015; Balta et al., 2022). Pourtant, ce n'est pas idéal pour
plusieurs raisons. Toutes les variables confondantes associées avec l'utilisation de cerveaux
humains ne peuvent pas étre controlées. Ces variables incluent généralement l'dge avancé des
donneurs, le dossier médical souvent incomplet, les traitements pharmacologiques suivis,
l'intervalle post-mortem et la présence de pathologies vasculaires (Alkemade et al., 2023; Frigon
et al., 2022b; Frigon et al., 2024). 1l est a noter que certaines banques de cerveaux sont capables
d'obtenir des donneurs plus jeunes, par exemple dans le cas de suicides (Douglas-Bell Canada Brain
Bank, 2026). Ce n'est souvent pas le cas dans les laboratoires d'anatomie, qui obtiennent des
cerveaux de donneurs souvent avancés en age. Par conséquent, les échantillons de convenance
accessibles aux chercheurs par l'intermédiaire des laboratoires d’anatomie humaine ne sont pas

représentatifs de la population enti¢re, mais d’une population agée (Andrade, 2021).

Toutefois, il est possible d'imposer des critéres d'inclusion ou d'exclusion afin de limiter les biais
imputables a certaines de ces variables confondantes. D'un c6té, il est possible de rassembler des
¢chantillons provenant de cas avec des caractéristiques plus controlées. Il existe des biobanques
spécialisées en une maladie ou condition spécifique. Par exemple, la Douglas-Bell Canada Brain
Bank fournit des cerveaux atteints de diverses neuropathologies ou neuropsychopathologies
(Douglas-Bell Canada Brain Bank, 2026). D'un autre c6té, il existe aussi des cohortes de personnes
agées suivies pendant la vie, par exemple le Brain and Body Donation Program mis en place par
Banner Health (Brain and Body Donation Program, 2026). Ce genre de programme permet le
recrutement de volontaires qui s'engagent a des examens cliniques avant le décés et au don de leur
corps ou de leur cerveau apres leur déces. Ceci permet I'accés au dossier médical complet et a des
données ante-mortem des patients suivis, ce qui est un atout indéniable en recherche ex vivo. Cela
permet de connaitre les pathologies diagnostiquées et les traitements pharmacologiques suivis.
Cependant, ce genre de cohorte nécessite une organisation complexe et coliteuse qui n'est pas

accessible pour les petits laboratoires souhaitant travailler avec du tissu ex vivo.

De plus, les résultats obtenus sur du tissu humain ex vivo sont toujours influencés, dans une mesure
plus ou moins grande, par le délai qui s'écoule entre le déces et la fixation des tissus. Ce n'est pas

le cas pour les résultats obtenus sur les souris, dont le cerveau est fixé au moment ou elles sont
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sacrifiées pour 'expérience. Aussi, les résultats sur les cerveaux humains peuvent étre influencés
par les traitements qu'ils subissent, dont la fixation chimique et les traitements histologiques du
spécimen, et sont généralement de qualité plus variable que chez les souris. En effet, contrairement
aux études sur les humains, les variables confondantes dans les études sur les animaux peuvent étre
majoritairement controlées, permettant ainsi 1’obtention d’une qualité histologique optimale
(Waldvogel et al., 2006). Cependant, la méthode ex vivo reste la méthodologie privilégiée en
recherche, car il est trés rare d'avoir acces a du tissu provenant de biopsies du cerveau in vivo pour
la recherche (Frigon et al., 2024). En effet, ce sont des procédures invasives et risquées pouvant
mener a des complications sérieuses, comme des catastrophes anesthésiques, des hémorragies, des

infections, des convulsions et méme la mort (Warren et al., 2005).

Les informations concernant les spécimens utilisés pour ce projet seront rapportées au Tableau 3

(chapitre 4).

2. Immunohistochimie

L'immunohistochimie (IHC) est une technique servant a détecter des antigénes d'intérét d'un tissu
a l'aide d'anticorps spécifiques (Potts et al., 2020; Ramos-Vara, 2005; Schacht & Kern, 2015; Smart
et al., 2023; Waldvogel et al., 2006). C'est une technique fiable (Hussaini et al., 2023; Ozawa,
2019) et utilisée comme outil de diagnostic en médecine vétérinaire (Ramos-Vara, 2005), en
pathologie humaine (Bellizzi, 2020; Cecchini et al., 2019; Liu et al., 2013; Rangan et al., 2022;
Tan et al., 2020) et animale (Ward & Rehg, 2014) ainsi qu'en recherche (Frigon et al., 2022b;
Frigon et al., 2024; Frigon et al., 2026; Potts et al., 2020).

Il existe plusieurs types de protocoles d'THC, qui different selon le type de coupe, l'application ou
non d'un protocole de récupération des antigénes, le type de protocole, le systéme de détection
immunologique ainsi que les anticorps choisis. Chacun de ces aspects et les raisons expliquant

leurs choix dans le présent mémoire seront développés dans les prochaines sections.

2.1 Types de coupe

Les blocs de tissu peuvent étre coupés de trois fagons principales : 1) avec un vibratome, 2) avec
un microtome a la suite de leur infiltration de paraffine, ou 3) avec un cryostat. La coupe avec un

vibratome est la méthode privilégiée pour le tissu frais (Mattei et al., 2015). La coupe de blocs de
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tissu infiltrés de paraffine est largement employée en histopathologie (Frigon et al., 2022b), que ce
soit en contexte clinique ou de recherche (Sadeghipour & Babaheidarian, 2019). La coupe au
cryostat est quant a elle grandement utilisée en recherche (Frigon et al., 2022b; Frigon et al., 2024;
Paletzki & Gerfen, 2019). Considérant les objectifs du projet ainsi que les avantages et

inconvénients de chacune des trois méthodes, nous avons choisi de couper les blocs au cryostat.

Premierement, il n'existe pas de consensus pour un protocole standard avec les coupes au
vibratome. Les paramétres de coupe vont dépendre du type de tissu avec lequel on travaille et de
l'utilisation que 1'on veut en faire (Mattei et al., 2015; Zimmermann et al., 2009). L'épaisseur des
coupes est aussi inconstante d'une coupe a 'autre en fonction de la forme et de la texture des tissus.
Or, le présent projet comporte du tissu de souris et du tissu humain, ainsi que du tissu fixé par trois
solutions de fixation différentes. Cela impliquerait une différence au niveau de leur comportement
lors de la coupe au vibratome et donc, un ajustement des paramétres en conséquence. Par exemple,
le tissu fixé avec la SSS est plus mou que celui fixé par les deux autres solutions (Frigon et al.,
2024). Comme le tissu n'est ni paraffiné ni congelé pendant la coupe au vibratome, la texture du
tissu pourrait avoir un impact sur la reproductibilité de I'épaisseur des coupes produites. Il pourrait
¢galement y avoir plus de déchirures et de tissu perdu. Ce n'est pas idéal dans ce cas-ci, car le tissu
doit étre traité¢ de fagon uniforme dans les trois solutions de fixation. De plus, le vibratome est
mieux adapté a produire des coupes plus épaisses, alors que ce projet requiert des coupes d'une
épaisseur de 40 a 50 microns. Selon I'expérience de notre groupe, bien que ce soit faisable avec un
vibratome, les coupes de cette épaisseur sont généralement plus inégales et déchirées que celles

coupées au microtome et au cryostat.

Deuxi¢mement, la coupe des blocs a l'aide d'un microtome a paraffine est une option qui a été
envisagée pour ce projet. L'enrobage en paraffine permet une longue durée de conservation des
blocs de tissu a température ambiante et permet de couper a une épaisseur de quatre a dix microns
(Sadeghipour & Babaheidarian, 2019). Toutefois, la préparation de l'enrobage en paraffine peut
étre longue, en particulier pour des blocs de grande taille, en plus d'étre complexe et peu pratique
sans des équipements automatisés (Gray, 1958; Ino, 2003). De plus, cette méthode implique des
procédures supplémentaires pour enrober les blocs en paraffine avant leur coupe, ainsi que pour
déparaffiner et réhydrater les coupes produites avant l'application des procédures

immunohistochimiques. Cela impose des altérations supplémentaires au tissu, par I'exposition des
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coupes a la chaleur et a des solvants organiques (Yamashita & Okada, 2005). Les coupes sont
¢galement exposées a l'alcool lors des bains successifs de déshydratation et de réhydratation qui
sont associés avec l'enrobage en paraffine. Ces procédures peuvent endommager le tissu et les
antigénes ciblés. Comme le but de ce projet est de comparer les effets de diverses solutions de
fixation sur les neurones, il est préférable de ne pas choisir des méthodes qui affectent davantage

l'intégrité du tissu, méme si cet effet s'appliquait aux trois fixateurs.

Finalement, la coupe au cryostat a été choisie parce qu'elle permet un traitement uniforme de tous
les tissus, que ce soit du tissu murin ou humain, ou du tissu fixé par différentes solutions. Elle
permet aussi d'éviter les altérations supplémentaires du tissu reliées avec l'infiltration de la
paraffine. Les blocs de tissu sont plutdt mis en immersion dans une solution de sucrose jusqu'a ce
que la pénétration du sucrose dans le bloc soit complétée. Cela assure leur cryoprotection lorsque
les blocs sont mis au congélateur a -80°C avant leur coupe au cryostat (Frigon et al., 2022b; Frigon
et al., 2024). Les coupes produites sont normalement d'une épaisseur de 40-50 microns et plus, ce
qui n'est pas aussi mince que I'épaisseur atteinte avec la paraffine. En revanche, de nombreux tests
de notre laboratoire ont montré une bonne pénétration des anticorps avec des coupes d'une
épaisseur de 40 microns (Frigon et al., 2022b; Frigon et al., 2024). Ainsi, la coupe au cryostat est

la plus appropriée pour répondre aux objectifs de ce mémoire.

2.2 Technique de récupération des antigenes

La récupération des antigenes ("antigen retrieval") est un procédé servant a modifier les effets de
la fixation sur la structure tertiaire des protéines, de maniere a exposer les épitopes et a faciliter
leur détection par IHC (Gown, 2004; Grigorev & Korzhevskii, 2018; Schacht & Kern, 2015).
Comme il a été mentionné dans le chapitre 1, la fixation altére grandement la structure
tridimensionnelle des protéines (Evers et al., 1998; Grigorev & Korzhevskii, 2018). Les techniques
de récupération des antigénes peuvent alors étre utilisées pour renverser ces modifications
structurelles (Boon & Kok, 2008; Waldvogel et al., 2006). Ces techniques dénaturent les protéines
avec des enzymes ou par la chaleur afin de briser les structures tertiaires et quaternaires induites
par la fixation et ainsi exposer les épitopes des antigenes d'intérét (Shi et al., 2001; Yamashita &

Okada, 2005).
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Il existe deux techniques principales de récupération des antigeénes : 1'usage de protéases ("protease-
induced epitope retrieval") ou de la chaleur ("heat-induced epitope retrieval"). Ces techniques

seront briévement abordées dans les deux prochains paragraphes.

L'usage de protéases (Im et al., 2019; Ramos-Vara, 2005) permet la digestion partielle des protéines
et brise les liens chimiques soutenant les structures tridimensionnelles. Cependant, cette digestion
est non spécifique et peut causer des dommages qui nuisent a la détection de certains antigénes
(Ramos-Vara, 2005). D'ailleurs, il a ét¢ démontré que cette méthode enzymatique n'améliorait pas
la détection de plusieurs antigénes (Shi et al., 2001). Ainsi, ce n'est pas la technique idéale a
employer pour le type de projet du présent mémoire, car elle pourrait causer une baisse de

I'immunoréactivité du tissu.

La méthode de récupération des épitopes par la chaleur a été privilégiée dans la présente étude (Ino,
2003; Ramos-Vara, 2005; Schacht & Kern, 2015; Shi et al., 1991; Yamashita & Okada, 2005). Les
tissus sont chauffés pour dénaturer les protéines par 1'hydrolyse des ponts biochimiques (Boon &
Kok, 2008; Im et al., 2019; Shi et al., 2001). Cette méthode est moins coliteuse que la méthode
enzymatique. Elle ne nécessite que deux éléments, soit 1) une source de chaleur (four traditionnel,
four a micro-ondes, plaque chauffante, autoclave, autocuiseur, bain d'eau, etc.) (Evers et al., 1998;
Gown, 2004; Ino, 2003) et 2) les produits d'une solution tamponnée (tampon citrate, solution saline
tamponnée au Tris, etc.). Cependant, ces protocoles sont généralement congus pour des coupes
enrobées de paraffine, alors que les coupes congelées sont plus susceptibles d'étre abimées durant
le chauffage (Ino, 2003; Yamashita & Okada, 2005). Néanmoins, il a été démontré que des coupes
congelées de cerveaux fixés par une solution de formaldéhyde ont pu étre utilisées apres le
traitement par la chaleur (Ino, 2003). Les observations précédentes de notre groupe de recherche
ont appuyé ce résultat sur la SFA. Nous avons aussi montré que cette méthode permettait de
récupérer l'antigénicité du tissu humain tout en maintenant une qualité suffisante de tissu pour les
trois solutions de fixation (Frigon et al., 2024; Frigon et al., 2026). Pour le choix du tampon, le
tampon citrate 0.01M a pH 6 a été choisi sur la base des résultats prometteurs de 1'étude de Cattoretti

et al. (1993) pour une grande variété d'anticorps ainsi que sur nos propres observations.
p g p q prop

Le protocole exact de récupération des antigenes, tel qu'il a été utilisé pour le tissu humain de ce
mémoire, est décrit au chapitre 4. Cette procédure est réalisée avant le protocole d'THC pour

démasquer les épitopes avant I'exposition aux anticorps. Il est & noter que ce protocole n'est pas
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nécessaire pour le tissu de souris, car l'antigénicité y est suffisamment bien préservée pour les
anticorps sélectionnés (Frigon et al., 2024). La différence entre les traitements du tissu des deux
especes ne constitue pas un biais pour l'interprétation des résultats, car le but n'est pas de les
comparer entre elles. Le protocole sur les souris sert simplement a évaluer les effets sur le tissu

sans la présence des variables confondantes associées au tissu humain.

2.3 Types de protocole immunohistochimique
L'THC comprend deux types de protocoles principaux : I'THC avec des coupes flottantes ou I'IHC
avec des coupes montées sur lame. Les étapes du protocole et les produits utilisés sont les mémes
dans les deux cas (Potts et al., 2020). Ces deux types ainsi que leurs roles dans le présent projet

seront décrits dans les prochains paragraphes.

Dans I'THC avec des coupes flottantes, les deux faces de la coupe sont exposées aux solutions et
aux anticorps. Ceci entraine une meilleure pénétration a travers 1'épaisseur de la coupe. Cela permet
a la fois d'optimiser les rincages des coupes, diminuant ainsi le marquage non spécifique de
l'arriére-plan, et d'utiliser des coupes plus épaisses (40-50 microns) (Potts et al., 2020). En
revanche, le protocole d'IHC avec des coupes flottantes comprend plusieurs manipulations des
coupes, ce qui peut les abimer davantage. C'est aussi pour cette raison que ce protocole est moins
recommandé si les coupes sont plus minces (moins de 20 microns) (Potts et al., 2020) ou si le tissu
est plus fragile ou difficile a manipuler (p. ex., le tissu fixé avec la SSS). De plus, notre laboratoire
a un protocole validé depuis plusieurs années (Frigon et al., 2022b; Frigon et al., 2024). Pour toutes

ces raisons, ce protocole a été utilis¢ pour les coupes de cerveaux de souris.

Au contraire, lorsque les coupes sont montées sur des lames avant le protocole d'IHC, une seule
des deux faces de la coupe est exposée aux solutions et aux anticorps. Ceci peut imposer des limites
quant a la pénétration des anticorps a travers I'épaisseur de la coupe, ce qui peut a son tour limiter
I'épaisseur des coupes avec lesquelles nous pouvons travailler (Potts et al., 2020). Ce type de
protocole est mieux adapté pour les coupes minces (moins de 20 microns) (Potts et al., 2020) ou le
tissu plus difficile & manipuler (p. ex., tissu frais non fixé ou tissu fixé avec la SSS), car les coupes
sont placées directement sur la lame apres la coupe. De plus, un moins grand volume de chaque
solution est nécessaire pour recouvrir les coupes sur les lames, ce qui en fait une alternative plus

¢conomique.
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Puisque les cerveaux de souris ont ét¢ marqués dans un protocole avec des coupes flottantes, il
aurait ét¢ idéal de répéter le protocole pour les cerveaux humains. Cependant, les coupes provenant
des blocs de tissu humain sont plus grandes que celles des cerveaux de souris. Ceci cause une
superposition des coupes dans les puits des plaques lors de la procédure immunohistochimique. Il
en résulte une pénétration inégale des anticorps au travers des coupes, causant ainsi un marquage
hétérogene. 11 serait possible d'éviter ce probléme en utilisant des puits plus grands ou en réduisant
le nombre de coupes par puits. En revanche, cela réduirait la quantité de spécimens pouvant étre
traités en méme temps et augmenterait les colits. Les coupes humaines doivent également étre
traitées avec un protocole de récupération des antigénes avant le protocole dTHC. Cela rend les
coupes plus fragiles a cause de la chaleur et plus difficilement manipulables (Frigon et al., 2024;
Ino, 2003). Pour éviter ces obstacles, I'THC sur lame a été favorisée pour les cerveaux humains de
ce mémoire. Des tests préliminaires ont montré que cette méthode permettait un marquage
homogene sur toute la surface des coupes humaines et une pénétration similaire des anticorps
couramment utilisés dans les projets de notre laboratoire (Frigon et al., 2026). Ces choix de I'lHC
sur lame et du traitement de récupération des antigeénes constituent les deux seules différences entre
les protocoles d'THC des souris et des humains. Comme l'objectif n'est pas de comparer les deux
especes, ces différence méthodologiques ne sont pas problématiques pour l'interprétation des

résultats.

2.4 Systémes de détection immunologique
L'THC peut se faire de manicre directe ou indirecte, tout dépendant de la sensibilité¢ souhaitée. Ces

deux méthodes sont illustrées a la Figure 2.
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Figure 2. — Représentation schématique des systemes de détection immunologique.
Structure d'un anticorps (A). Méthode de détection directe (B). Méthode de détection
indirecte (C). Figure créée sur BioRender.

La méthode directe (Figure 2B) ne requiert qu'un anticorps primaire pour se lier a l'antigéne
spécifique du tissu et pour le visualiser au microscope (Im et al., 2019; Schacht & Kern, 2015). Le
paratope est la portion de 'anticorps qui reconnait spécifiquement I'épitope de I'antigéne (Ramos-
Vara, 2005). La molécule rapporteuse, conjuguée au fragment cristallisable (fragment Fc) du méme
anticorps, permet sa visualisation au microscope. Cette méthode est plus rapide que la méthode
indirecte, puisqu'elle comporte moins d'étapes. En revanche, la sensibilité y est également plus

faible, car il n'y a qu'une seule molécule rapporteuse par antigene détecté (Ramos-Vara, 2005).

La méthode indirecte (Figure 2C) fait appel a deux anticorps pour lier et visualiser l'antigéne
spécifique (Im et al., 2019; Schacht & Kern, 2015). Le paratope d'un anticorps primaire reconnait
spécifiquement I'épitope de 1'antigéne désiré, puis un anticorps secondaire se lie au fragment Fc de
l'anticorps primaire (Waldvogel et al., 2006). Dans ce cas, la molécule rapporteuse est jumelée au
fragment Fc de l'anticorps secondaire. Cette méthode est plus longue a réaliser que la méthode
directe, mais la sensibilité est également supérieure (Im et al., 2019; Ramos-Vara, 2005; Schacht
& Kern, 2015). En effet, cette méthode peut détecter de plus petites quantités d'antigénes, car
plusieurs anticorps secondaires peuvent s'attacher a l'anticorps primaire, amplifiant ainsi le signal
(Im et al., 2019; Ramos-Vara, 2005; Smart et al., 2023). Outre les avantages reliés a la sensibilité,

la méthode indirecte est aussi plus pratique en matiere de l'acquisition de matériel. Le méme type
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d'anticorps secondaire peut étre utilis€¢ dans plusieurs protocoles différents pour détecter divers
anticorps primaires provenant de la méme espece (Ramos-Vara, 2005; Schacht & Kern, 2015).

Pour toutes ces raisons, c'est la méthode qui a été favorisée dans ce projet.

La molécule rapporteuse permet de visualiser au microscope les antigénes marqués. Il existe
plusieurs types de molécules pouvant remplir cette fonction, telles qu'un fluorophore, une enzyme
ou de la biotine (Ramos-Vara, 2005). L'immunohistochimie utilise des molécules chromogenes,
c'est-a-dire que des enzymes et des substrats colorés sont responsables de la visualisation des
antigénes (Hussaini et al, 2023; Ramos-Vara, 2005; Schacht & Kern, 2015).
L'immunofluorescence utilise plutdt des molécules fluorescentes, qui doivent étre excitées par une
longueur d'onde spécifique pour émettre un signal lumineux (Hussaini et al., 2023; Im et al., 2019).
Dans le cadre de ce projet, nous avons favoris¢ I'immunohistochimie plutét que
I'immunofluorescence, car ces lames se conservent plus longtemps. En effet, les fluorophores
palissent rapidement quand ils sont exposés a la lumiere (National Society for Histotechnology,
2021). Au contraire, les lames traitées par immunohistochimie peuvent se garder longtemps sans
que la coloration ne soit compromise. Cela permet de prendre plusieurs photos au microscope afin
de procéder a des analyses d'images subséquentes, et ce, sans diminuer l'intensité du marquage. De
plus, la visualisation de 1'immunofluorescence au microscope confocal est limitée par la présence
d'autofluorescence (Oliveira et al., 2010; Waldvogel et al., 2006), particulierement prévalente sur
les coupes de tissu humain. Le signal des fluorophores attachés spécifiquement aux antigénes
d'intérét est ainsi masqué par la fluorescence non spécifique de I'arriere-plan (Oliveira et al., 2010).
Comme le présent projet cherche a analyser plusieurs variables quantitatives sur les neurones
marqués, il serait difficile de procéder a ces analyses sur du tissu avec une grande intensité

d'autofluorescence.

2.5 Antigéne et anticorps d'intérét
Le choix de marquer les neurones plutot que d'autres cellules du cerveau a été motivé
principalement par leur importance en recherche sur le vieillissement normal et pathologique.
D'une part, le vieillissement entraine un processus d'atrophie du cerveau, accompagné d'une perte
de neurones (Blinkouskaya et al., 2021; Pini et al., 2016). D'autre part, de nombreuses maladies
neurodégénératives comportent une perte progressive de neurones, dont la maladie d'Alzheimer

(MA), la maladie de Parkinson (MP), la maladie de Huntington et la sclérose latérale
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amyotrophique (SLA) (Agnello & Ciaccio, 2022; Gadhave et al., 2024; Mann et al., 1983; Vogels
et al., 1990). Il peut y avoir une perte de neurones de certains types (p. ex., perte des neurones
dopaminergiques dans la MP ou des neurones moteurs dans la SLA) (Chinta & Andersen, 2005;
Grad et al., 2017). 11 peut aussi avoir une diminution du nombre et de la taille des neurones de
certaines régions (p. ex., locus coeruleus et noyau basal de Meynert dans la MA) (Rinne et al.,
1987; Vogels et al., 1990). Ainsi, le marquage histologique des neurones post-mortem est essentiel
pour I'étude du vieillissement normal ainsi que pour le diagnostic et 1'évaluation de la progression

de nombreuses pathologies (Fischer et al., 2025).

Toutefois, certains tests doivent étre réalisés avant de pouvoir utiliser les cerveaux des laboratoires
d'anatomie pour la recherche sur ces maladies. Il faut d'abord s'assurer que la solution de fixation
elle-méme n'est pas en cause pour des changements microscopiques du tissu. Par exemple, il se
pourrait que la diminution du nombre de neurones ou de leur taille soit causée par la solution de
fixation plutot que la pathologie a I'é¢tude. Nous tenterons de répondre a cette question dans le cadre

de ce mémoire.

Pour réaliser un marquage histologique des neurones chez les souris et les humains, il existe une
grande variété d'anticorps qui ciblent différents épitopes. Par exemple, il existe des anticorps qui
ciblent les progéniteurs intermédiaires ou les neurones immatures, ainsi que des anticorps qui
marquent divers composants cellulaires des neurones matures. Ces antigénes peuvent étre
distribués a des endroits différents dans le neurone, marquant I'axone, les dendrites ou les corps
cellulaires. A titre d'exemple, anti-NEFH, -NEFM et -NEFL ciblent les neurofilaments principaux,
qui se concentrent dans 'axone. Anti-SYP cible une protéine impliquée dans l'endocytose de
vésicules synaptiques des neurones, donc elle marque les arborisations de 1'axone. Anti-TUBB3
cible la tubuline le long de l'axone. Anti-GAP43 cible une protéine associée aux cones de
croissance durant le développement des neurones. De fagon encore plus précise, certains anticorps
ciblent des types spécifiques de neurones selon les neurotransmetteurs qu'ils libérent ou des
protéines spécifiques a leur population. Par exemple, il est possible de marquer les neurones
glutamatergiques, GABAergiques, dopaminergiques, cholinergiques, moteurs, épineux, etc.

(ThermoFisher).

Dans le cadre de ce projet, le but était de marquer la population neuronale générale, sans cibler un

type de neurone précis ou son état normal ou pathologique. C'est pour cette raison que les neurones
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des deux volets du projet, soit sur les cerveaux de souris (chapitre 3) et humains (chapitre 4), ont
été marqués avec un anticorps anti-Neuronal nuclei (anti-NeuN). C'est un marqueur grandement
utilisé dans les domaines des neurosciences, de la biologie développementale, de la recherche sur
les cellules souches et de I'histopathologie (Kim et al., 2009). L'anticorps en question s'attache a la
protéine RBFOX3 ("RNA binding protein fox-1 homolog 3"), qui est exprimée dans le noyau et le
cytoplasme des neurones des systémes nerveux central et périphérique (Mullen et al., 1992). Cette
protéine agit dans le processus de régulation de 1'épissage des ARN prémessagers (Abcam, 2026;
Kim et al., 2009). Ces informations seront importantes pour I'évaluation de la qualité de I'THC, car

cela signifie que les anticorps doivent se lier avec une protéine normalement intracellulaire.

Dans cette étude, l'anticorps monoclonal anti-NeuN a été choisi. D'abord, les anticorps
monoclonaux ont une plus grande spécificité que les anticorps polyclonaux, puisqu'ils s'attachent
a un seul épitope plutot que plusieurs (Ramos-Vara, 2005). Ensuite, les protocoles qui font usage
de ces anticorps secondaires sont validés et optimisés depuis plusieurs années dans notre

laboratoire (Frigon et al., 2022b; Frigon et al., 2024; Frigon et al., 2026).

Les étapes du protocole d'THC utilisé pour ce projet ainsi que les produits chimiques sont décrits
en détail dans la section des méthodes de I'article sur les cerveaux de souris (chapitre 3). Ce méme
protocole est appliqué sur les cerveaux humains (chapitre 4), aprés avoir préalablement traité les
coupes avec le protocole de récupération des antigénes. Ce traitement n'était pas nécessaire chez la

souris.
3. Analyse d'images

3.1 Photomicrographies chez la souris

Les lames des cerveaux de souris ont été analysées sous un microscope en fond clair (Olympus,
Tokyo, Japan, BX51W1) contrdlé par le logiciel Neurolucida (MBF Bioscience, Williston, VT,
USA). Les photomicrographies ont été prises avec un objectif de 100X (UPlanSApo 100x/1.40
Oiloo/0.17/FN26.5) et une caméra a haute résolution DV-HR-CLR Lumina (capteur 1"CCS).

Le cortex moteur primaire a été délimité en utilisant les repéres anatomiques tels que donnés par
l'atlas de Paxinos and Franklin (2001). A partir de ces délimitations, la troisiéme couche du cortex

moteur primaire a été ciblée. Ce choix repose principalement sur la facilit¢ de délimitation de la
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couche 3, ce qui permet de s'assurer d'étre au méme endroit dans toutes les coupes. Les couches 1
et 2 ne contiennent pas beaucoup de cellules, car ce sont des couches superficielles homogenes
(Donoghue & Wise, 1982). La couche 4 n'est pas habituellement présente dans les aires corticales
agranulaires, y compris le cortex moteur primaire (Bopp et al., 2017; Lee et al., 2022). Cette
information est toutefois remise en doute dans certaines publications sur les rats et les primates
(Bopp et al., 2017; Garcia-Cabezas & Barbas, 2014; Krieg, 1946; Skoglund et al., 1997). Dans ces
cas, les chercheurs avancent qu'il y a bel et bien une couche 4 dans le cortex moteur primaire, mais
qu'elle contient essentiellement une mince couche de cellules pyramidales. L'incertitude quant a sa
présence ainsi que sa petite épaisseur en font un mauvais choix pour prendre des
photomicrographies dans le cadre de ce projet. La couche 5 est caractérisée par de larges cellules
pyramidales (Welniarz et al., 2017). Da a leur forte taille comparativement aux autres neurones de
cette couche, il serait inapproprié de les inclure dans une analyse de taille cellulaire. Leur inclusion
aboutirait a une étendue de valeurs trop large qui viendrait jouer sur la courbe normale et créer une
distribution étalée a droite. Cela aurait un impact direct sur la détection des valeurs aberrantes et la
normalité de la distribution, ce qui nous forcerait a utiliser des tests statistiques non paramétriques,
qui sont généralement moins puissants que les tests paramétriques. Ainsi, la couche 3 est le choix
judicieux, car les neurones sont facilement distinguables des couches adjacentes et de taille plus

homogene.

Ensuite, trois régions d'intérét (ROIs) de 125 x 100 microns (2 752 x 2 192 pixels) ont été
sélectionnées et photographiées a 100X dans la couche délimitée du cortex moteur primaire de la
souris pour procéder a des analyses subséquentes. Trois épaisseurs différentes de la coupe
histologique ont été prises pour chaque ROI (haut de la coupe, milieu de la coupe et bas de la

coupe). Les détails se retrouvent dans l'article sur les cerveaux de souris au chapitre 3.

3.2 Photomicrographies chez I'humain
Les lames des cerveaux humains ont été analysées avec le méme microscope et la méme caméra a
un objectif de 60X (UPlanSApo 60x/1.35 Oileo/0.17/FN26.5). Comme les cellules humaines sont
plus grosses que les cellules de souris, ce grossissement était nécessaire pour inclure dans une
méme ROI un nombre suffisant de cellules pour procéder aux analyses quantitatives subséquentes.
Cependant, le but de I'étude n'était pas de comparer les résultats entre ces deux volets du projet (c.-

a-d., entre especes), mais bien de comparer les effets des trois solutions de fixation séparément sur
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les cerveaux de chaque espéce. La différence de grossissement des images entre les deux volets du

projet n'est donc pas un probléme.

Chez 'humain, le cortex moteur primaire s'étend sur une grande surface. Ce dernier est situé sur le
gyrus précentral, qui est directement antérieur au sillon central séparant les lobes frontal et pariétal
(Banker & Tadi, 2025; Meyer, 1987; Meyer et al., 2014). Pour cette raison, nous avons prélevé des
blocs d'environ 1 cm? dans la portion supérieure du gyrus précentral, ce qui correspond au niveau
approximatif du tronc sur I'homunculus moteur. Afin de confirmer que le néocortex visualis¢ était
bien le cortex moteur primaire, nous avons sélectionné les coupes sur lesquelles les cellules de Betz
¢taient observables. Ces dernicres sont des cellules pyramidales géantes connues pour étre situées
exclusivement dans la couche 5 du cortex moteur primaire (Lindenbach & Bishop, 2013; Meyer,
1987; Meyer et al., 2014; Nolan et al., 2024; Rivara et al., 2003). Ceci sert de confirmation pour

une bonne localisation, bien que la couche 5 soit elle-méme écartée lors des analyses.

A partir des coupes du gyrus précentral, la troisiéme couche du cortex moteur primaire a été ciblée
de facon similaire au volet sur les souris, c'est-a-dire en se fiant a la cytoarchitecture. Les couches
1 et 2 sont similaires a ce qu'on observe chez la souris, dans la mesure ou il y a peu de cellules ou
de petites cellules (Banker & Tadi, 2025). Chez 1'humain, le cortex moteur primaire envoie
beaucoup de projections au tronc cérébral, a la moelle épiniére et aux autres aires corticales
impliquées dans le mouvement volontaire. Ceci fait en sorte que les couches 3 et 5 sont plus larges
(Banker & Tadi, 2025). Une couche 3 plus large est avantageuse dans le cadre du présent projet
parce que cela offre une plus grande surface d’échantillonnage. La couche 5 ne serait pas bien
adaptée pour réaliser I'analyse quantitative de la taille neuronale, car elle contient les cellules de
Betz. Ces dernicres sont d'une hauteur pouvant aller jusqu'a 120 um et d'une largeur 20 fois plus
grande que les cellules pyramidales des autres couches (Meyer et al., 2014). En raison de leur forte
taille comparativement aux autres neurones de cette couche, il serait inapproprié¢ de les inclure dans
une analyse de taille cellulaire, et ce, pour la méme raison que les cellules pyramidales de la couche

5 chez la souris.

Ensuite, cinq ROIs ont été sélectionnées et photographié¢es a 60X dans la couche délimitée du
cortex moteur primaire humain pour procéder a des analyses subséquentes. Chaque ROI a une

dimension de 2 752 x 2 192 pixels, ce qui équivaut a une largeur de 208 x 166 microns pour
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l'objectif de 60X. Trois épaisseurs différentes de la coupe histologique ont été prises par ROI (haut
de la coupe, milieu de la coupe et bas de la coupe). Dans certains spécimens fixés avec la SSS
(quatre cas sur six), des ROIs supplémentaires ont été nécessaires afin de pouvoir analyser
suffisamment de cellules dans les étapes suivantes. Les détails se retrouvent dans les résultats

supplémentaires sur les cerveaux humains au chapitre 4.

3.3 Variables d'intérét

A partir des photomicrographies récoltées chez les souris et les humains, plusieurs variables

d'intérét ont été analysées.

Le but de ce projet était de comparer ces variables quantitatives entre les tissus fixés avec les trois
solutions de fixation. Pour ce faire, nous avons analysé les variables a partir de photomicrographies
de ROIs du tissu nerveux. Les ROIs analysées ont été acquises au méme endroit dans le tissu, ce
qui signifie que nous comparons des régions homologues avec des cellules de taille similaire
provenant de la méme population. Il n'y a ainsi pas de biais de sélection de la région anatomique.
De plus, nous ne voulons pas estimer la véritable valeur de chaque variable dans le cortex moteur
primaire entier, mais plutdt faire une étude comparative de plusieurs caractéristiques cellulaires
entre les trois solutions de fixation. En ce sens, la méthode des ROIs est une méthode rapide et

facile a appliquer qui répond aux objectifs du projet.

La stéréologie est une méthode grandement utilisée pour estimer le nombre d'objets dans un volume
de référence. Contrairement a notre méthode de ROIs, c'est une méthode validée et exempte de
biais (Glaser et al., 2007). Le principe de la stéréologie repose sur une combinaison
d'échantillonnage statistique et de géométrie stochastique. Le but est d'estimer une quantité d'un
objet quelconque sur une image en deux dimensions dans un espace en trois dimensions bien défini
(Kristiansen & Nyengaard, 2012; Mehrabi et al., 2018). Cependant, cette estimation requiert une
relation statistique connue entre la quantité estimée de 1'objet d'intérét et la vraie valeur dans
l'espace complet (Kristiansen & Nyengaard, 2012). Il faudrait alors estimer une quantité dans un
espace biologique complet, ce qui impliquerait d'avoir une série de coupes équidistantes sur
'ensemble du cortex moteur primaire. Cela n'est pas envisageable pour les cerveaux de souris fixés
avec la SSS, car plusieurs coupes sont perdues a cause de leur difficulté de manipulation. Ce n'est

¢galement pas envisageable pour les cerveaux humains, dans lesquels le cortex moteur primaire
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s'étend sur une trop grande surface. Cela produirait un nombre si élevé de coupes histologiques
qu'il serait impossible de procéder a toutes les analyses dans un délai et un coft tous les deux
raisonnables. Donc, la stéréologie ne convient tout simplement pas afin de répondre aux objectifs

du présent projet, ce qui justifie d'autant plus I'utilisation de la méthode des ROIs.

Les variables quantitatives de ce mémoire servent a évaluer les effets des solutions de fixation sur
le tissu nerveux. Concernant les effets sur le volume du tissu, plusieurs situations peuvent survenir.
Parmi celles-ci, voici les plus plausibles : 1) les volumes du neuropile et des cellules diminuent ou
augmentent de fagon proportionnelle, 2) le volume d'un des deux compartiments diminue ou
augmente, alors que l'autre ne change pas, 3) les volumes du neuropile et des cellules diminuent ou
augmentent de facon inverse ou 4) aucun des deux compartiments n'est affecté¢. Ces neuf situations
sont illustrées a la Figure 3. Chacune de ces situations peut avoir un impact différent sur diverses
variables quantitatives, d'ou la raison d'évaluer et de jumeler plusieurs variables pour interpréter
les effets des solutions sur le tissu nerveux de facon compléte. Les effets de ces neuf situations sur
trois variables quantitatives considérées dans ce mémoire sont modélisés a la Figure 4. Les

variables seront décrites dans les prochains paragraphes.
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d'une région d'intérét. Les cercles colorés représentent les cellules, chaque couleur étant associée a une cellule individuelle.
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3.3.1 Quantification de la surface cellulaire totale
Individuellement, la quantification de la surface cellulaire totale permet d'évaluer la proportion de
la surface occupée par les neurones marqués dans chaque ROI. Cependant, elle ne nous informe
pas quant a la raison de cette surface plus grande ou plus petite par rapport a la solution. Comme
cela a été¢ modélisé a la Figure 4, la surface cellulaire totale est la méme entre la situation initiale
avant la fixation et la situation A apres la fixation (situation dans laquelle le tissu et les cellules
rétrécissent de fagon proportionnelle). Pourtant, la surface occupée par chaque cellule et le nombre
de cellules n'est pas le méme dans les deux cas. Ainsi, la surface cellulaire totale peut étre affectée
a la fois par la surface individuelle des neurones et le nombre de neurones marqués, ce qui peut
changer dans le tissu fixé par différentes solutions. C'est pourquoi elle doit étre jumelée a d'autres

variables pour interpréter les effets quantitatifs de la fixation sur les cellules et le neuropile du tissu.

La surface cellulaire totale a été analysée a 1'aide d'une segmentation manuelle, qui permet d'obtenir
une valeur de référence ("gold standard" ou étalon-or). Les détails de cette méthode telle qu'elle a
été appliquée dans le présent projet se retrouvent dans l'article au chapitre 3. L'utilisation d'une
méthode manuelle permet d'éviter les erreurs liées aux artéfacts sur les images histologiques (c.-a-
d., tissu plié, tissu déchiré, intensités hétérogénes du marquage ou de l'arriere-plan, résidus de
pinceau ou de crayon de plomb, etc.). En revanche, cette méthode est fastidieuse et longue a
accomplir, en plus de nécessiter un évaluateur spécialisé (Billot et al., 2023; Crum et al., 2006;
Dadar & Collins, 2021; Despotovi¢ et al., 2015; Gérin-Lajoie et al., 2026; Marciniewicz et al.,
2019). Il a été observé que la segmentation manuelle d'une ROI pour un spécimen prenait
généralement de 20 a 30 minutes pour un évaluateur habitué. La segmentation compléte de chaque
spécimen peut alors prendre jusqu'a 1h30 chez les souris et 2h30 chez les humains, sans compter
les spécimens fixés par la SSS avec plus de cinq ROIs. Ainsi, cela constitue une limitation dans la

quantité totale de spécimens qu'il est possible de segmenter manuellement.

La surface cellulaire totale a également été analysée a I’aide d’une méthode automatique, dont les
principes de base seront expliqués a la section 3.4 du présent chapitre. En régle générale, les
méthodes automatiques génerent des résultats plus objectifs, comparables et reproductibles en une
fraction du temps requis pour ’application des méthodes manuelles (Billot et al.,, 2023;
Marciniewicz et al., 2019). La segmentation de toutes les ROIs de tous les spécimens ne prend que

quelques minutes une fois que le logiciel automatique est validé. Cependant, les méthodes



automatiques sont aussi plus susceptibles de commettre des erreurs de type I (faux positifs), en
segmentant des artéfacts histologiques qui ne seraient pas inclus lors d'une segmentation manuelle

réalisée par un expert (Gérin-Lajoie et al., 2026).

3.3.2 Quantification de la surface cellulaire individuelle
Comme mentionné précédemment, la quantification de la surface cellulaire totale renseigne sur la
proportion totale de surface occupée par les neurones. Toutefois, elle ne permet pas d'évaluer les
tailles individuelles des neurones du tissu fixé par une des trois solutions. En effet, il pourrait y
avoir plus ou moins de neurones par ROI et ces derniers pourraient étre plus superposés dans le
tissu fixé par une solution plutét qu'une autre. La surface cellulaire totale montrerait ainsi une
différence entre les solutions, alors que la différence réelle ne viendrait pas nécessairement d'une
différence dans la taille des cellules. En segmentant des cellules individuelles, nous arrivons a
savoir si la solution de fixation a un impact direct sur la taille des cellules du tissu, outre les
changements du neuropile qui pourraient influencer le nombre ou la proportion de cellules par ROI.
Par exemple, dans la Figure 4, la situation initiale et la situation D (situation dans laquelle seul le
neuropile du tissu rétrécit apres la fixation) montrent une augmentation de la surface cellulaire
totale apres la fixation. Sans analyser d'autres variables quantitatives, comme la surface cellulaire
individuelle et le nombre de cellules, la conclusion serait que la solution fait augmenter le volume
des cellules. Ce serait une conclusion erronée, car on voit bien a la Figure 4D que la taille

individuelle des cellules est inchangée.

Pour quantifier cette variable, les neurones mesurés ont été déterminés aléatoirement pour éviter
les biais de subjectivité qui pourraient faussement altérer les résultats obtenus. Une sélection
volontaire des cellules a segmenter pourrait causer l'inclusion de cellules ayant des caractéristiques
similaires, par exemple les cellules les plus grosses et les plus évidentes, ou dont les contours sont
les mieux définis. Pour éviter cela, la sélection aléatoire a été accomplie a l'aide d'une grille
superposée sur chaque ROI (10x10 pour les images de souris et 5x5 pour les images d'humains) et
d'un générateur de chiffres aléatoires a deux colonnes (RANDOM.ORG, 2026). Ainsi, 10 cellules
ont été sélectionnées aléatoirement pour chaque ROI des spécimens de souris, pour un total de 30
cellules par spécimen. Pour les cerveaux humains, nous avons remarqué qu'il y avait moins de
cellules par ROI et qu'elles étaient parfois distribuées de fagon hétérogene dans certains spécimens

dans lesquels le marquage était plus faible. Il n'était alors pas possible de sélectionner dix cellules
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par ROI pour tous les cas. Le protocole de sélection a été modifié en conséquence. Plutot que de
segmenter un nombre prédéterminé de cellules par ROI, 30 cellules ont été¢ sélectionnées
aléatoirement sur I'ensemble des cinq ROIs par spécimen. De plus, pour les cas spécifiques de la
SSS dans lesquels trés peu de cellules étaient marquées dans chaque ROI, une autre modification
a été apportée au protocole. Dans ces cas, toutes les cellules observables dans toutes les ROIs ont
été sélectionnées pour la segmentation. Dans quatre spécimens fixés par la SSS sur six, cela a
nécessité la prise de photomicrographies supplémentaires pour atteindre le nombre total désiré de
cellules. Ici, la sélection aléatoire des neurones a été assurée par la localisation aléatoire des ROIs

dans les coupes.

La méthode manuelle (section 3.3.1) a ét¢ appliquée pour segmenter les cellules individuelles pour
les cerveaux de souris et humains. Puis, la méme méthode automatique a également été utilisée

pour donner des résultats de segmentation des cellules individuelles.

3.3.3 Quantification du nombre total de neurones marqués
La quantification du nombre total de neurones marqués dans chaque ROI renseigne sur la densité
cellulaire des tissus fixés par les trois solutions, mais aussi sur les effets des solutions sur le volume
du cerveau. Si la SFA fait plus ou moins diminuer le volume du cerveau, la quantité de neurones
inclus dans une ROI de méme taille géométrique pourrait différer. En effet, un tissu de volume
diminué aurait théoriquement plus de neurones dans le méme espace géométrique qu'un tissu de
volume moins affecté par la fixation (Figures 3A et 4A). Similairement, un tissu dont le volume du
neuropile diminue sans affecter celui des cellules aurait théoriquement plus de neurones dans le

méme espace géométrique (Figures 3D et 4D).

Afin de considérer le plus possible la tridimensionnalité des coupes de tissu d'une épaisseur de 40
microns, des photomicrographies de la méme ROI ont été acquises a trois reprises, a trois
profondeurs différentes de la coupe histologique (haut de surface de la coupe, centre de 1’épaisseur
de la coupe et bas de la coupe). Cela a permis d'ajouter deux variables supplémentaires, soit le
compte des cellules au focus et hors-focus. En se basant sur la photomicrographie du milieu de la
coupe, les cellules dont les contours étaient clairs ont été comptées comme cellules au focus. Les
cellules dont les contours étaient flous dans la couche du milieu, mais nets dans les
photomicrographies du haut ou bas de la coupe ont été¢ comptées comme cellules hors-focus. Cela

permet de différencier les cellules complétement ou majoritairement incluses dans la coupe de 40
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pum (cellules au focus) des cellules dont la majorité du corps cellulaire a été perdu dans les coupes
précédentes ou suivantes (cellules hors-focus). Le raisonnement est le suivant : un tissu avec des
cellules plus grosses aurait davantage de cellules au focus, car elles seraient présentes dans la
couche du milieu (Figure 5A). Inversement, il serait moins probable de retrouver des cellules plus

petites exactement dans le niveau de profondeur de la couche du milieu (Figure 5B).

() o o 4

—— Haut de la coupe histologique
— Milieu de I'épaisseur de la coupe histologique
—— Bas de la coupe histologique

O Cellule

Figure 5. — Représentation schématique des cellules au focus et hors-focus au travers de la
coupe histologique. Situation dans laquelle les cellules sont plus grosses (A). Situation
dans laquelle les cellules sont plus petites (B). Les encadrés représentent I'épaisseur de
la coupe histologique. Les lignes colorées représentent la hauteur a laquelle les
photomicrographies ont été prises pour chaque ROIL.

3.3.4 Quantification des diamétres cellulaires
La quantification des diameétres cellulaires a été appliquée sur les neurones aléatoirement choisis
pour la segmentation de la surface cellulaire individuelle. Le grand diamétre est la distance entre
les deux points les plus éloignés de 1’image du corps cellulaire (Figure 6). Le petit diametre est le
diametre cellulaire tel qu’obtenu perpendiculairement au plus grand diametre (Figure 6). Nous
avons préféré rapporter les diamétres cellulaires plutoét que d'autres mesures morphologiques (p.
ex., périmetre, forme, etc.), car il est plus courant de rapporter la taille des cellules en diameétre
dans la littérature biologique classique (Amodeo & Skotheim, 2016; Hatton et al., 2023; Rivara et
al., 2003). Ces diameétres ont ét¢ mesurés manuellement a 1'aide d'une fonction sur le logiciel
Neurolucida. Ils ont aussi été générés automatiquement en se basant sur les segmentations

automatiques des cellules individuelles.
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Grand diamétre (um) O Cellule

—— Petit diameétre (um)

Figure 6. — Quantification des diamétres cellulaires. Cellule de morphologie circulaire (A).
Cellule de morphologie allongée (B).

Puis, un ratio de circularité a été établi pour chacune des cellules, en divisant les petits diamétres

sur les grands diametres :

Petit diamétre

Grand diamétre

Plus la valeur du ratio s'approche de 1, plus les deux diameétres sont similaires. Cela implique que
la cellule est circulaire (Figure 6A). Dans le cas contraire, une cellule de morphologie plus allongée
(Figure 6B) aura une valeur de ratio qui s'¢loigne de 1. Cette variable nous permet de comparer les
morphologies des cellules entre les solutions. Les ratios ont été calculés pour les diamétres mesurés

manuellement, puis pour les diameétres mesurés automatiquement.

3.3.5 Nombre de régions d'intérét
Nous avons décidé d'ajouter le nombre de ROIs analysées en tant que variable quantitative pour
les cerveaux humains, car c'est un indicateur de la proportion de surface occupée par les neurones
dans chaque ROI. Un spécimen dans lequel cinq ROIs ont été suffisantes pour appliquer les
analyses quantitatives comprend plus de cellules par ROI qu'un spécimen dans lequel des ROIs

supplémentaires ont été nécessaires.

3.4 Réseau neuronal convolutif

La méthode automatique utilisée pour segmenter les surfaces cellulaires totale et individuelle a été

¢laborée par nos collaborateurs du Centre de recherche Douglas. Elle est basée sur le réseau

79



neuronal convolutif ("convolutional neural network" ou CNN). C'est une forme d'apprentissage
profond ("deep learning") inspirée de la vision humaine et utilisée comme méthode de
reconnaissance d'objets et de classification d'images (Chen et al., 2025). Son organisation
hiérarchique complexe lui confére une grande efficacité de classification des CNNs. Elle se crée
en deux grandes étapes : 1) I'extraction de caractéristiques de I'image initiale et 2) la classification

de I'image.

La premiére étape comprend plusieurs cycles de convolution et de mise en commun ("pooling")
sur I'image initiale. La convolution référe a 1'étape durant laquelle les filtres sont appliqués sur
I'image. Ces filtres analysent des blocs de pixels pour reconnaitre des formes précises, par exemple
des lignes, des angles, des coins ou des formes abstraites (Chen et al., 2025). Pour chaque bloc de
pixels, un score numérique est établi en fonction de la similitude des formes qui y sont avec la
forme recherchée pour chaque filtre (IBM Technology, 2021). Les scores de tous les blocs de pixels
sont regroupés pour former des cartes de caractéristiques. Ensuite, les cartes de caractéristiques
sont soumises a la mise en commun, soit I'étape durant laquelle les dimensions spatiales des cartes
sont réduites (Unboxing Big Data, 2025). Cela permet au modele d'étre plus robuste face aux
variations subtiles de I'image initiale (distorsions des pixels) et de réduire les cofits du calcul. Ceci
est fait en glissant une fenétre de mise en commun sur les cartes de caractéristiques pour appliquer
des fonctions de mise en commun (Alma Better, 2024). Il existe plusieurs types de fonctions de
mise en commun (Figure 7), par exemple la mise en commun maximale ou la mise en commun
moyenne. Dans la mise en commun maximale, seul le score numérique le plus élevé dans chaque
bloc analysé par la fenétre de mise en commun est conservé (Figure 7A). Dans la mise en commun
moyenne, seule la moyenne de tous les scores dans chaque bloc analysé par la fenétre de mise en
commun est conservée (Figure 7B). Dans les deux cas, le résultat donne une carte de
caractéristiques réduite. Les étapes de convolution et de mise en commun sont répétées un nombre

k de fois a l'intérieur du CNN.
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Pooling

Fonction Fonction
maximale moyenne

Carte de caractéristiques

Figure 7.— Types de fonctions de mise en commun. Mise en commun maximale (A). Mise en
commun moyenne (B). Chaque bloc coloré représente un bloc analysé par une fenétre
de mise en commun sur la carte de caractéristiques initiale et le score mis en commun
sur la carte de caractéristiques réduite.

La deuxiéme étape se fait en connectant toutes les couches des différentes cartes de caractéristiques
extraites. En les analysant toutes ensemble, le CNN peut alors émettre des prédictions pour

reconnaitre 1'image initiale.

C'est l'ensemble de ces deux étapes qui permet aux CNNs de former des représentations
hiérarchiques complexes de chaque image (Hoffmann et al., 2024) et ainsi d'accomplir des taches

de reconnaissance. Toutes les étapes principales du CNN sont illustrées a la Figure 8.

v X
(1)
/ ]
. l:l A TR [] Arbre (0.07)
: O I [] Soleil (0.02)
[] _[1 Nature (0.01)
Image initiale Convolution 1 Pooling 1 Convolution & Pooling k  Couche connectée  Prédictions
L J L J
Extraction de caractéristiques dans plusieurs couches Classification

Figure 8. — Organisation hiérarchique d'un réseau neuronal convolutif. Figure inspirée de
Alma Better (2024).

\

La méthode des CNNs permet de répondre a certaines limitations associées avec les images
biomédicales, comme c'est le cas pour nos photomicrographies d'IHC. La production des coupes
histologiques peut étre soumise a des contraintes de main-d’ceuvre et de temps. Cela peut entrainer
une quantité¢ insuffisante d'images qui sont générées pour l'entralnement adéquat d'un logiciel
automatique a une tache de reconnaissance (Ronnerberger et al., 2015). Les CNNs ont été congus

pour contourner cet obstacle, en permettant des segmentations précises malgré une faible quantité
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d'images (Ronnerberger et al., 2015). Pour ce faire, des augmentations d'images sont appliquées,
c'est-a-dire que plusieurs images sont produites a partir de la premicre. Cela signifie que des
déformations d'images sont volontairement créées pour entrainer le logiciel a segmenter
correctement les neurones du tissu en dépit des possibles artéfacts histologiques et du petit nombre
d'images disponibles (Ronnerberger et al., 2015). Les déformations peuvent étre faites en créant
des changements de dimensions ou d'orientation de l'image originale, par exemple en coupant des
bouts d'image, en ajoutant des bouts d'images, en insérant des rotations ou en insérant des formes.
Les artéfacts peuvent inclure des contrastes faibles entre les objets a segmenter et l'arriére-plan,
des contours non linéaires et I'hétérogénéité de morphologie des objets (Hoffmann et al., 2024).
Les détails concernant I'entrainement de la méthode automatique utilisée dans le présent projet,

basée sur le principe des CNNs, sont donnés dans 1'article des souris au chapitre 3.

Pour ce projet, la segmentation automatique est pertinente pour évaluer les variables rapidement et
de facon plus objective que la méthode manuelle (voir section 3.3.1, chapitre 2). Cependant, la
qualité des segmentations obtenues est grandement dépendante de la qualité des images
histologiques. Si une solution de fixation entraine I'hétérogénéité de l'arriere-plan ou du marquage
cellulaire, le logiciel automatique pourrait moins bien performer dans ces images. En ce sens,
l'ajout du volet automatique a ce projet ajoute de la profondeur a l'interprétation des résultats et de

la qualité histologique produite par chacune des trois solutions étudiées.
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1. Abstract

Background: Brain banks usually provide neuroscientists small blocks of tissue fixed by
immersion in neutral-buffered formalin (NBF). While still underexploited for research, gross
anatomy laboratories could provide full brains fixed by perfusion with solutions usually better
adapted for gross anatomy dissection. However, the chemicals in these solutions might have a
different impact on histology protocols for cell quantification than in NBF-fixed brains. The main
goal of this study is to compare the effects on the number and size of neurons of brains fixed with
three different solutions: (1) NBF, typical of brain banks, (2) a saturated salt solution (SSS), and

(3) an alcohol-formaldehyde solution (AFS), both used in laboratories of human anatomy.

Methods: 27 C57BL/6J mouse brains were perfused with the NBF (N=9), SSS (N=9) or AFS
(N=9), then cut in 40-um slices and processed with an immunohistochemistry protocol targeting
neurons. Various quantitative variables were assessed manually and automatically on
photomicrographs of 3 regions of interest (ROIs) per specimen, namely the total and individual
neuronal surfaces, number and diameters. The effects of these three fixatives on these variables

were compared by using ANOVA or Kruskal-Wallis, depending on the distribution.

Results: There was no difference between the three fixatives for the total and individual cell
surfaces, and the total cell count. Automatic results generated similar statistical findings. However,
it was found that NBF-fixed cells had smaller large diameters than cells fixed with the gross
anatomy solutions. These results were not replicated by the automatic measures, which instead
showed that the small diameters were greater for the SSS-fixed neurons than those fixed with NBF

and AFS.

Conclusion: It was found that the SSS and AFS had similar impacts on the quantitative variables
in the tissue as the NBF. However, the difference in cell diameters observed in NBF-fixed neurons
might indicate a slight difference in cell morphology that requires further investigation before the

use of the SSS and the AFS can be considered for quantitative neuroscientific research.
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2. Introduction

In neuroscientific research, histology remains the gold standard to assess the cellular and molecular
changes caused by normal and pathological aging of the brain at the microstructural level (den
Bakker, 2017; Frigon et al., 2022b; Frigon et al., 2024; Hoffmann et al., 2011). Since biopsies are
an invasive and therefore rarely performed technique to acquire brain tissue for histology
processing, researchers tend to turn to ex vivo approaches, which allow them to gather information
concerning the cellular changes. Ex vivo specimens need to be fixed to prevent tissue
decomposition and to preserve the cellular architecture (Arnold et al., 1996; Brenner, 2014; Musiat
et al., 2016; Thavarajah et al., 2012). Fixation involves the use of chemical solutions that could
potentially modify the tissue's physicochemical characteristics (Holmes et al., 2017). The solutions
might in turn alter the distribution of fluids and the molecular conformation of proteins, which
translates into deformations and changes in cellular morphology (Alkemade et al., 2023; Haga et

al., 2019; Kotrotsou et al., 2014; Vasung et al., 2019).

Neutral-buffered formalin (NBF) remains the most wildly used chemical fixative in neuroscientific
and histopathological studies. It prevents the decay of tissues through protein cross-linking (Blum,
1896; de Paula et al., 2018; Grigorev & Korzhevskii, 2018; Helander, 1994; Hobro & Smith, 2017;
Hopwood, 1985; Ma et al., 2024; O'Rourke & Padula, 2016; Puchtler & Meloan, 1985; Wu et al.,
2022). Although formaldehyde has excellent tissue preservation properties that prevent
decomposition very effectively (Fox & Benton, 1987; O'Rourke & Padula, 2016), it also causes
tissue shrinkage and hardening (Balta et al., 2015; Barton et al., 2009; Birkl et al., 2016; Brenner,
2014; Eisma et al., 2013; Eisma et al., 2011; Frigon et al., 2022b; Hayashi et al., 2014; Hayashi et
al., 2016; Jaung et al., 2011; Mayer, 2006; Regelsberger et al., 2015; Richins et al., 1963; Tomalty
et al., 2019; Weisbecker, 2012). Furthermore, it is a toxic compound with carcinogenic potential
in high concentrations and with long-term exposure (Benet et al., 2014; Brenner, 2014; Coleman
& Kogan, 1998; de Paula et al., 2018; Fischer, 1905; Hayashi et al., 2016; Lombardero et al., 2017;
Moelans et al., 2011; Musiat et al., 2016; Otsuka et al., 2022). Consequently, specimens fixed with
NBF are not appropriate for gross anatomy laboratories. Alternative solutions have been developed
and optimized to better mitigate these challenges for dissection and anatomy teaching. These
solutions include a saturated salt solution (SSS) (Coleman & Kogan, 1998; Hayashi et al., 2014;
Hayashi et al., 2016) and an alcohol-formaldehyde solution (AFS) (Benet et al., 2014). Both
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solutions contain lower formaldehyde concentrations, combined with other chemicals (i.e., sodium
chloride and various types of alcohols) to allow for lengthy dissections and to decrease the toxicity

risk while maintaining an excellent tissue preservation.

Although the SSS and AFS are useful solutions for gross anatomy laboratories, their compatibility
with (immuno-) histochemical procedures have not been extensively tested. We have previously
shown that they appropriately preserved antigenicity of the four main brain cell populations (i.e.,
neurons, astrocytes, microglia, and myelin of oligodendrocytes) in mice (Frigon et al., 2022b) and
in humans (Frigon et al., 2024). Our results also showed satisfactory tissue quality of the samples
fixed with AFS, but lower tissue quality and ease of manipulation of the sections of tissue fixed
with SSS. However, since both studies focused on the qualitative assessment of histology quality,
whether these solutions impact quantitative studies of brain tissue has yet to be determined. Indeed,
it is widely known that neuronal loss is a hallmark of many neurodegenerative diseases and other
neurological pathologies (Agnello & Ciaccio, 2022; Vogels et al., 1990). Morphological alterations
are also common. For instance, neuronal shrinkage within the nucleus basalis of Meynert has been
detected in cases of Alzheimer's disease (Rinne et al., 1987; Vogels et al., 1990). It has also been
observed in the hippocampus, substantia nigra and locus coeruleus of brains of patients with
schizophrenia (Rajkowska et al., 1998). The number and size of pyramidal cells within the primary
cortex of people with amyotrophic lateral sclerosis are also known to be impaired (Hammer et al.,
1979; Mezzapesa et al., 2013). Consequently, it is important to explore the neuronal count, size
and surface in brains fixed with each fixative to know if solutions used in anatomy laboratories
affect the cell populations in the same way as the NBF used by brain banks. In doing so, we aim to
support the use of an alternative source of brain samples for research purposes, since brain banks
generally only provide small blocks of NBF-fixed tissue while gross anatomy laboratories could

offer full brains.

Therefore, the present study aims to describe and compare the effects of two solutions used in gross
anatomy laboratories (i.e., the SSS and AFS) to those of the classic fixative used by brain banks
(i.e., the NBF) on the number and size of neurons in mice, using manual and automatic techniques.
We hypothesized that the cell number, surface and diameters may be different in mouse brains

fixed with AFS and SSS compared to NBF-fixed brains.
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3. Materials and Methods

3.1 Population
We used a sample of 27 adult C57BL/6J mice (male to female ratio of 14 to 13) (Table 1) that were
raised and kept in a controlled environment (45-60% humidity; 20-25°C temperature; 12-hour
daylight schedule). We followed the guidelines as described by the Canadian Council on Animal
Care. Our protocols were approved by the Ethics Committee of the University of Québec in Trois-
Rivieres.
By using mouse brains, we avoided the confounding variables associated with the use of human

samples, such as post-mortem delay, fixation delay, comorbidities, biological heterogeneity of

donors, etc.
Fixative Sex Age Post-fixation time
(days) (hours)

NBF F 182 1.5
182 1.0

182 1.0

200 1.0

187 1.0

M 220 1.5

182 1.0

214 1.0

214 1.0

SSS F 182 1.5
182 1.5

200 2.0

187 1.0

M 220 1.5

182 1.0

182 1.0

189 2.0
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215 1.0

AFS F 182 1.5
200 1.0

200 1.0

187 1.0

M 167 2.0

182 2.0

182 2.0

215 1.0

215 1.0

Table 1. — Mice data. NBF = neutral-buffered formalin; SSS = saturated salt solution; AFS =
alcohol-formaldehyde solution; F = female; M = male

3.2 Fixation procedure
Brains were fixed by transcardiac perfusion (Paul et al., 2008; Rana et al., 2022), using 0.1M
phosphate-buffered saline (PBS) (0.9% NacCl). This was followed by one of the three tested fixative
solutions tested in this study: 1) NBF, 2) SSS, and 3) AFS (see Table 2 for the chemical
composition of each fixative) for 5 minutes to standardise fixative exposure. Mice were randomly
assigned to fixative solution groups (NBF: N=9; SSS: N=9; AFS: N=9). Following the perfusion,
the brains were harvested and immersed in their respective fixative solution for a post-fixation time
before immunohistochemistry (IHC) processing. The length of the post-fixation was determined
by assessing the color of the tissue, which indicates the amount of remaining blood (Frigon et al.,
2022b): two hours for pink brains, one hour and a half for heterogeneous brains, and one hour for
beige brains. The post-fixation times (see Table 1) were not statistically different between the three

groups.
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NBF SSS AFS
(Benet et al., 2014)

4% formaldehyde 0.8% formaldehyde 2.3% formaldehyde
0.1IM PBS 36% NaCl 62.4% ethanol
0.72% phenol 10.2% phenol
2% glycerol 17% glycerol

16% isopropyl alcohol
2.5% Dettol

Table 2. — Chemical composition of the fixatives. NBF = neutral-buffered formalin; SSS =
saturated salt solution; AFS = alcohol-formaldehyde solution; PBS = phosphate-buffered saline;
NaCl = sodium chloride

3.3 Immunohistochemistry processing
After post-fixation, the brains were rinsed in 0.1M PBS and immersed in 30% sucrose for
cryoprotection. Brains were then frozen in dry ice and stored at -80°C until processed. They were
cut in 40-pum-thick coronal sections using a cryostat at -19°C (Leica CM1950). The sections were
rinsed three times in 5-minute intervals in 0.1M PBS before a 30-minute incubation in an aqueous
methanol solution (20% methanol, 0.5% H20., and 0.3% Triton X-100 in 0.1M PBS) to quench
endogenous peroxidase. The sections were rinsed three other times for 5 minutes in 0.1M PBS,
followed by a 2-hour incubation in a blocking solution comprising 3% normal donkey serum, 0.5%
bovine serum albumin, and 0.3% Triton X-100 in 0.1M PBS. The sections were then transferred
directly into the same blocking solution with the added primary antibodies (1:3000, rabbit anti-
Neuronal nuclei (NeuN), Abcam, Ab177487) for an overnight incubation at 4°C on a shaker. The
next day, the slices were rinsed three times at 5S-minute intervals in 0.1M PBS before an incubation
in the blocking solution with secondary antibodies (1:500, donkey anti-rabbit biotinylated,
NovusBio, NBP1-75274) for 2 hours at room temperature. The sections were then rinsed again in
0.1M PBS in three 5-minute baths before a 30-minute incubation in the dark in an avidin-biotin
complex kit (Vector Laboratories, Newar, CA USA, catalog #VECTPK6100). Following three 5-
minute rinses in 0.05M TRIS-buffered saline (TBS) (0.9% NaCl), sections were then incubated for
10 minutes in 0.07% diaminobenzidine (MilliporeSigma, Burlington, MA, USA catalog #D5905-
50TAB) with 0.024% H>0O; in 0.05M TBS. The sections were rinsed three times for 5 minutes in
0.IM phosphate buffer and mounted on 2% gelatin-subbed slides. Finally, the slides were
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dehydrated in graded alcohols (70% ethanol, 95% ethanol, 2 x 100% ethanol, and 2 x xylene) and

coverslipped with Eukitt quick-hardening mounting medium.

3.4 Microscopy
Photomicrographs were captured through a brightfield microscope (Olympus, Tokyo, Japan,
BX51WI1) controlled by Neurolucida (MBF Bioscience, Williston, VT, USA) with a 100X
objective (100X, UPlanSApo 100x/1.40 Oileo/0.17/FN26.5) and a high resolution DV-HR-CLR
Lumina camera with a 1"CCS sensor. The boundaries of the primary motor cortex were traced on
the Neurolucida software using a mouse brain atlas (Paxinos & Franklin, 2001). Using
cytoarchitectural landmarks, three regions of interest (ROIs) (125 x 100 microns) were selected in
layer 3 of the primary motor cortex. Three images were captured for each selected ROI across the
thickness of the tissue section, including one at the top, one in the middle and one at the bottom of

the slice (hereby referred to as top, middle, and bottom, respectively).

3.5 Image analyses
Quantification of the total neuronal surface, the surface of ten individual neurons, the total neuronal

count, and their diameters were considered for subsequent statistical analyses.

3.5.1 Total cell surface
The total neuronal surface is the sum of all the neuronal profile areas within the surface of each
photomicrograph. This variable is therefore a composite of the number of cells within a ROI and
their individual sizes. For example, if the fixation causes the tissue to expand, there would be fewer
neurons in each ROI, but they would be of a larger size. While the total cell surface might not
reveal any differences between the initial and the fixed tissue, the other quantitative variables
would be affected in the given example. Therefore, the total cell surface must be interpreted while

also considering the other variables we report here.

3.5.1.1 Manual segmentation
The total cell surface was segmented manually by the same rater (A.G.L.) in the middle image of
each ROI using the Display software (MINC Tool Kit, McConnell BIC). An intensity threshold
function allowed us to select the range of gray intensity of pixels that best revealed neuronal surface

on each image. All the pixels within the chosen range of intensities were selected by the software
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and then corrected manually to add false negative pixels and remove false positive pixels. These

segmentations were used as the gold standard for the remainder of the project.

3.5.1.2 Automatic segmentation
Using the same middle images, we also tested an automatic detection method that generated labels
of the total cell surface for every specimen. The method itself was based on an adapted in-house
deep learning network for medical image segmentation using a UNet architecture (Ronnerberger
et al., 2015). Raw MINC volumes were paired with their painted cell masks, and the masks were
binarized with a > 0.5 threshold. Out of the 79 available samples (pixel dimensions of 3 x 2 192 x
2 752), 67 were used for training the network using five-fold cross-validation, leaving the
remaining 12 reserved for the test subset. The images were fed into the network after linear min-
max normalization to [-1, 1]. Due to the relatively small number of training images, aggressive
augmentation techniques were applied to the input images during training: horizontal and vertical
flips, random 90-degree rotations, additive white Gaussian noise (¢ = 0.01), random gamma [0.8,
1.2], and CutMix (p = 0.5, minfac = 0.05, maxsac = 0.2). For the validation and test subsets, no
augmentations were used but they were processed with the same normalization to [-1, 1]. The
network was trained using a standard implementation of binary cross-entropy (BCELoss) for 200
epochs per fold using a batch size of 1, and the checkpoint with the best validation loss per fold

was used for downstream inference.

3.5.2 Individual cell surface
This variable allows for the evaluation of the effect of the fixative solution on the cell surfaces,
without the influence of cellular overlap or the confounding effects of the other variables. In
combination with the total cell surface and the number of neurons, this metric allows to test whether

the fixation has an influence on the neuropil or the cells, or on both.

3.5.2.1 Manual segmentation
Ten individual cells were randomly selected per ROI with a 10x10 grid and a two-column random
number generator (RANDOM.ORG, 2026). To be considered for inclusion in the sampling, cell
profiles were required to be isolated from others or their borders very distinct from a neighboring
cell. This ensured that it could be segmented without inadvertently including portions of the

neighboring cells. Then, every randomly selected cell was segmented manually (A.G.L.) using the
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same manual method as was used for the total cell surface quantification. The rater measured ten
cell surfaces per ROI and three ROIs per specimen, producing individual surfaces for 30 cells per

specimen.

3.5.2.2 Automatic segmentation
The automatic total cell surfaces were used as a basis to adapt the automatic segmentation for
individual cell surfaces. The cell clusters were isolated using a watershed algorithm using the
scipy.ndimage.watershed_ift Python package (distancemin = 90 px, distancesigma = 0 pX, areamin =
15 000 px, connectivity = 8). This permits the separation of overlapping objects that have
previously been segmented by another method (Kornilov et al., 2022). The automatic surface

measures of the same cells of interest were then obtained as they were with the manual method.

3.5.3 Cell counts
This variable allows us to assess whether the fixative solution impacts the number of labeled
neurons in a specific ROI. Either this variable can be affected by the changes in volume of the
tissue, or by the effect of the chemicals present in the fixative solutions on antigenicity

preservation.

The total number of labeled neurons per ROI was quantified with the Neurolucida software. Two
different markers were used: one for in-focus cells and one for out-of-focus cells. We defined in-
focus cells as cells with clear outlines in the middle layer and out-of-focus cells as cells with blurry
outlines in the middle layer and clear outlines either in the bottom or top layer. The purpose of the
in-focus and out-of-focus cells is to consider all cells present in the middle layer while still
differentiating their spatial characteristics, since they could be related to the neuronal size. Larger
neurons would more often appear in focus because they have a higher probability of being included
in the middle layer. Conversely, smaller neurons would be less likely to appear as often in the
middle layer, as they would be more dispersed in the thickness of the slice. Finally, we also added

up the number of in-focus and out-of-focus cells to obtain a total cell count.

3.5.4 Cell diameters
The large and small diameters are informative of the size of individual cells. It is also the standard

way in which biology literature has traditionally reported cell size (Paxinos & Mai, 2004).
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Furthermore, the diameters enable the assessment of cell morphology by calculating a circularity

ratio.

The large and small diameters of the same ten cells per ROI were manually measured using the
Neurolucida software. The large diameter was defined as the length between the two furthest
opposing points of the cell and the small diameter as the length between the two furthest opposing
points perpendicular to the large diameter. The diameters were also measured automatically based

on the automatic cell surfaces previously generated.

Using these cell diameters, a circularity ratio was measured by dividing the small diameters by the

large diameters:

Small diameter

Large diameter

A value closer to one would mean the cell has a circular morphology, wherein the large and small
diameters are similar in length. On the contrary, a value further from 1 would mean the cell had an
elongated morphology, wherein the large diameters had a distinctly longer length than the small
diameters. These ratios were measured for every cell and compared between solutions. They were

generated for both the manually- and automatically-measured cell diameters.

3.6 Statistical analyses

One-way ANOVAs were performed when the distribution of values met the normality requirement
according to the Kolmogorov-Smirnov test. In such scenarios, the mean and standard deviation
were reported. Since the comparisons were made between three groups of equal size, Fisher's Least
Significant Difference (LSD) was applied as a post hoc test. Kruskal-Wallis tests were performed
when the distribution of values did not respect the normality curve. In these cases, the median and

range were instead reported.

The validity and reproducibility of the ten-cell manual method was assessed by evaluating the
intraclass correlation coefficients (ICCs) for intra-rater (AGL-1 vs AGL-2) and inter-rater (AGL
vs other rater) variabilities. A two-way mixed ICC model for absolute agreement was selected to

evaluate the agreement across raters.
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The comparisons between manual and automatic segmentation methods were done with the Dice
coefficient. All comparisons between manual and automatic measures were also evaluated with
correlations. Both the Pearson and Spearman correlations were used, depending on the data

normality.

All statistical tests were performed using SPSS (version 29.0.1.1). Truncated violin plots were

generated with GraphPad Prism (version 10.4.1).

4. Results

To facilitate the comparison of results between the fixatives, all descriptive statistics, Dice
coefficients and correlations are summarized in Table 3 at the end of the Results section. The results

of ANOVAs or Kruskal-Wallis tests are detailed in their respective sections for each variable.

4.1 Total cell surface

Using the manual segmentation method, the mean total cell surface was 4 836 + 1 164 pm? in NBF-
fixed specimens, 5 268 + 910 um? in SSS-fixed specimens, and 5 033 + 706 pm? in AFS-fixed
specimens. An ANOV A showed that the manually-measured total cell surface was not significantly

different between the three fixative groups (F224 =0.471; p = 0.630; n= = 0.038) (Figure 1A).

Using the automatic segmentation method, the mean total cell surface was 5 240 + 607 um? in
NBF-fixed specimens, 5 506 + 658 um? in SSS-fixed specimens, and 5 216 + 574 pm? in AFS-
fixed specimens. An ANOVA showed that the automatically-measured total cell surface was not
significantly different between the three fixative groups (F2.24 = 0.618; p = 0.547; np = 0.049)
(Figure 1B).

Across all three fixatives, the Dice coefficient between the manual and automatic total cell surfaces
showed a pixel alignment of 0.92. The Dice coefficient was 0.89 for NBF-fixed specimens, 0.93
for SSS-fixed specimens, and 0.95 for AFS-fixed specimens. There was a significant Pearson
correlation between the manual and automatic total cell surfaces (r = 0.867; p < 0.001). Within
each fixative group, these correlations were significant for NBF-fixed specimens (r = 0.849; p =
0.004), SSS-fixed specimens (r = 0.904; p < 0.001), and AFS-fixed specimens (r = 0.911; p <
0.001).
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Figure 1. — Violin plots of the total cell surfaces in all three fixative solutions. Manually-
segmented total cell surfaces (A). Automatically-segmented total cell surfaces (B). pm = microns;
NBF = neutral-buffered formalin; SSS = saturated salt solution; AFS = alcohol-formaldehyde
solution; * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001

4.2 Individual cell surface
Using the manual segmentation, the median individual cell surface was 73.3 um? (range: 35.0-
158.0 um?) in NBF-fixed specimens, 78.2 um? (range: 27.0-189.0 um?) in SSS-fixed specimens,
and 74.8 um? (range: 26.0-164.0 um?) in AFS-fixed specimens. The manually-segmented

individual cell surface was not significantly different between the three fixative groups (Kruskal-

Wallis H(2) =4.510; p = 0.105) (Figure 2A).

When the manual segmentation was applied, it produced an intra-rater variability (AGL-1 vs AGL-
2; N=8) with an ICC value of 0.889 [0.772-0.936], which shows a good to excellent level of
reliability. The inter-rater variability (mean of AGL-1 and AGL-2 vs JM; N=8) produced an ICC
value of 0.686 [0.028-0.873], which shows an overall moderate reliability.

Using the automatic segmentation method, the median individual cell surface was 89.6 um? (range:
36.0-342.4 um?) in NBF-fixed specimens, 97.6 pum? (range: 34.0-756.9 pum?) in SSS-fixed
specimens, and 88.3 um? (range: 32.9-633.8 um?) in AFS-fixed specimens. The automatically-
segmented individual cell surface was not significantly different between the three fixative groups

(Kruskal-Wallis H(2) =4.957; p = 0.084) (Figure 2B).
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The mean Dice coefficient for all three groups showed a pixel alignment between the manual and
automatic individual cells of 0.81. Per solution, the mean Dice coefficients were 0.79 for NBF-
fixed specimens, 0.81 for SSS-fixed specimens, and 0.83 for AFS-fixed specimens. Moreover,
there was a significant Spearman correlation between the manual and automatic individual cell
surfaces (rs = 0.454; p < 0.001). The correlations were also significant within each fixative group
(rs = 0.363; p < 0.001 for NBF-fixed specimens, rs = 0.434; p < 0.001 for SSS-fixed specimens,
and r; = 0.550; p < 0.001 for AFS-fixed specimens).
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Figure 2. — Violin plots of the individual cell surfaces in all three fixative solutions. Manually-
segmented individual cell surfaces (A). Automatically-segmented individual cell surfaces (B). um
= microns; NBF = neutral-buffered formalin; SSS = saturated salt solution; AFS = alcohol-
formaldehyde solution; * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001

4.3 Cell counts

4.3.1 Total cell count
The mean total cell count per specimen was 87.56 £ 18.77 neurons in NBF-fixed specimens, 80.00
+ 13.39 neurons in SSS-fixed specimens, and 82.81 £+ 12.30 neurons in AFS-fixed specimens. The

total cell count was not significantly different between the three fixative groups (F2;24 = 131.269;

p = 0.569; 0, = 0.046) (Figure 3A).
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4.3.2 In-focus and out-of-focus cell counts

The mean number of in-focus cells per specimen was 23.81 = 7.25 neurons in NBF-fixed
specimens, 30.19 £+ 4.71 neurons in SSS-fixed specimens, and 33.07 + 5.87 neurons in AFS-fixed
specimens. An ANOVA showed that the number of in-focus cells significantly differed between
the three fixative groups (F2p4 = 5.549; p = 0.010; n% = 0.316) (Figure 3B). The NBF-fixed
specimens had a lower number of in-focus cells when compared with those fixed with the SSS (p
=0.035) and the AFS (p = 0.003). There was no difference between the number of in-focus cells
in SSS- and AFS-fixed specimens (p = 0.320).

The mean number of out-of-focus cells per specimen was 63.74 £ 16.80 neurons in NBF-fixed
specimens, 49.81 £ 9.25 neurons in SSS-fixed specimens, and 49.74 + 8.95 neurons in AFS-fixed
specimens. An ANOVA showed that the out-of-focus cell numbers significantly differed between
the three fixative groups (F2p4 = 3.919; p = 0.034; n%, = 0.246) (Figure 3C). The NBF-fixed
specimens had a higher number of out-of-focus cells when compared with those fixed with the SSS
(p = 0.024) and the AFS (p = 0.023). Conversely, there was no significant difference between the
number of out-of-focus cells in SSS- and AFS-fixed specimens (p = 0.990).
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Figure 3. — Violin plots of the cell counts in all three fixative solutions. Total cell count (A). In-
focus cell count (B). Out-of-focus cell count (C). um = microns; NBF = neutral-buffered formalin;
SSS = saturated salt solution; AFS = alcohol-formaldehyde solution; * p < 0.05; ** p <0.01; ***
p <0.001
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4.4 Cell diameters

4.4.1 Large diameters

Using the manual method, the median large diameter was 11.56 um (range: 7.73-22.49 pum) in
NBF-fixed specimens, 11.97 um (range: 6.83-22.38 um) in SSS-fixed specimens, and 11.96 um
(range: 5.99-24.75 um) in AFS-fixed specimens. The manually-measured large diameters were
significantly different between the cells fixed by the three solutions (Kruskal-Wallis H(2) =9.165;
p=0.010) (Figure 4A). We found that the NBF-fixed cells had significantly smaller large diameters
than the SSS- (p = 0.004) and the AFS-fixed cells (p = 0.020). Furthermore, although both the SSS-
and the AFS-fixed specimens had cells with larger large diameters than the NBF-fixed specimens,
they were not significantly different from each other (p = 0.607).

Using the automatic method, the median large diameter was 13.42 um (range: 7.71-27.23 um) in
NBF-fixed specimens, 13.69 um (range: 7.24-41.65 pum) in SSS-fixed specimens, and 13.37 um
(range: 7.81-36.48 um) in AFS-fixed specimens. The automatically-measured large diameters were
not significantly different between the cells fixed by the three solutions (Kruskal-Wallis H(2) =
1.605; p = 0.448) (Figure 4D).

There was a significant Spearman correlation between the manually- and automatically-measured
large diameters (rs = 0.382; p < 0.001). The correlations were also significant within each fixative
group (rs = 0.302; p < 0.001 for NBF-fixed specimens, rs = 0.380; p < 0.001 for SSS-fixed
specimens, and rs = 0.455; p < 0.001 for AFS-fixed specimens).

4.4.2 Small diameters
Using the manual method, the median small diameters were 9.06 um (range: 4.74-14.58 pum) in
NBF-fixed specimens, 9.02 um (range: 4.54-15.96 um) in SSS-fixed specimens, and 9.06 um
(range: 5.05-14.95 um) in AFS-fixed specimens. The manually-measured small diameters were

not significantly different between the cells fixed by the three solutions (Kruskal-Wallis H(2) =
1.355; p = 0.508) (Figure 4B).

Using the automatic method, the median small diameters were 9.50 um (range: 5.36-18.72 um) in
NBF-fixed specimens, 9.95 um (range: 5.14-28.84 um) in SSS-fixed specimens, and 9.36 um

(range: 4.93-25.91 um) in AFS-fixed specimens. The automatically-measured small diameters
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were significantly different between the cells fixed by the three solutions (Kruskal-Wallis H(2) =
12.894; p = 0.002) (Figure 4E). The small diameters of cells fixed with the SSS were larger than
those fixed with the NBF (p = 0.007) and the AFS (p <0.001). There was no significant difference
between the NBF- and AFS-fixed specimens (p = 0.497).

There was a significant Spearman correlation between the small diameters measured manually and
automatically (rs = 0.438; p < 0.001). The correlations were also significant within each fixative
group (rs = 0.354; p < 0.001 for NBF-fixed specimens, rs = 0.433; p < 0.001 for SSS-fixed
specimens, and rs = 0.525; p < 0.001 for AFS-fixed specimens).

4.4.3 Cell circularity ratios
Using the manually-measured cell diameters, the median circularity ratio was 0.77 (range: 0.44-
1.00) in NBF-fixed specimens, 0.76 (range: 0.39-0.99) in SSS-fixed specimens, and 0.77 (range:
0.38-0.99) in AFS-fixed specimens. The ratios did not differ significantly between the three fixative
solutions (Kruskal-Wallis H(2) = 2.838; p = 0.242) (Figure 4C).

Using the automatically-measured cell diameters, the median circularity ratio was 0.72 (range:
0.38-0.99) in NBF-fixed specimens, 0.73 (range: 0.35-1.00) in SSS-fixed specimens, and 0.70
(range: 0.36-0.99) in AFS-fixed specimens. The ratios differed significantly between the three
fixative solutions (Kruskal-Wallis H(2) = 6.358; p = 0.042) (Figure 4F). The circularity ratios were
slightly higher for the cells in tissue fixed with the SSS than they were in tissue fixed with the AFS
(p = 0.014). This difference remained after a Bonferroni correction (p = 0.041). There were no

other differences between the fixatives.

Finally, there was a significant Spearman correlation between the circularity ratios measured from
the manual and automatic diameters (rs = 0.424; p < 0.001). The correlations were also significant
within each fixative group (rs = 0.311; p < 0.001 for NBF-fixed specimens, rs = 0.424; p < 0.001
for SSS-fixed specimens, and rs = 0.528; p < 0.001 in AFS-fixed specimens).
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Figure 4. — Violin plots of the cell diameters in all three fixative solutions. Manually-measured
large diameters (A). Manually-measured small diameters (B). Cell circularity ratios obtained from
the manual diameters (C). Automatically-measured large diameters (D). Automatically-measured
small diameters (E). Cell circularity ratios obtained from the automatic diameters (F). um =
microns; NBF = neutral-buffered formalin; SSS = saturated salt solution; AFS = alcohol-
formaldehyde solution; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001
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NBF SSS AFS
Manual Automatic Manual Automatic Manual Automatic
Mean 4 836 5240 5268 5506 5032 5216
SD 1164 607 910 658 706 574
Median 4991 5200 5263 5651 5093 5358
Total cell
. Range 2505-6526 4148 - 5945 3928 -6432 4442 -6 252 3881-5979 4176-6014
surface
5 Dice 0.89 0.93 0.95
(Hm”) :
coefficient 0.92
Pearson r=10.849; p=0.004 r=10.904; p <0.001 r=0.911; p<0.001
correlation r=0.867; p <0.001
Mean 77.2 108.0 81.0 122.3 79.7 113.4
SD 23.0 57.8 24.0 81.4 24.7 75.7
Individual | Median 73.3 89.6 78.2 97.6 74.8 88.3
cell Range 35.0-158.0 36.0-342.4 27.0 - 189.0 34.0 - 756.9 26.0 - 164.0 32.9-633.8
surface Dice 0.79 0.81 0.83
(um?) coefficient 0.81
Spearman s =0.363; p <0.001 rs =0.434; p <0.001 rs = 0.550; p <0.001
correlation s = 0.454; p <0.001
Mean 88 80 83
Total cell SD 19 13 12
NA NA NA
count Median 84 78 82
Range 58 - 128 57-102 60 - 101
Mean 24 30 33
In-focus SD 7 5 6
NA NA NA
cell count Median 25 30 35
Range 12 -35 24 - 37 21-40




Mean 64 50 50
Out-of-
SD 17 9 9
focus cell NA NA NA
Median 65 50 51
count
Range 29-93 33-65 39 -62
Mean 11.86 14.50 12.30 15.23 12.35 14.84
SD 2.20 4.21 2.21 5.14 2.62 4.80
Large
Median 11.56 13.42 11.97 13.69 11.96 13.37
diameters
(um) Range 7.73 - 22.49 7.71-27.23 6.83 -22.38 7.24 - 41.65 5.99 -24.75 7.81-36.48
um
Spearman rs = 0.302; p <0.001 s = 0.380; p <0.001 s = 0.455; p <0.001
correlation rs = 0.382; p <0.001
Mean 9.02 10.04 9.18 10.69 9.01 10.04
SD 1.59 2.62 1.80 3.08 1.68 3.11
Small
Median 9.06 9.50 9.02 9.95 9.06 9.36
diameters
(um) Range 4.74 - 14.58 5.36-18.72 4.54 - 15.96 5.14 - 28.84 5.05-14.95 4.93-25091
um
Spearman rs = 0.354; p <0.001 rs =0.433; p <0.001 rs =0.525; p <0.001
correlation s = 0.438; p <0.001
Mean 0.77 0.71 0.76 0.73 0.75 0.70
SD 0.13 0.12 0.14 0.13 0.14 0.14
Circularity | Median 0.77 0.72 0.75 0.73 0.77 0.70
ratios Range 0.44 - 1.00 0.38 -0.99 0.39-0.99 0.35-1.00 0.38-0.99 0.36 - 0.99
Spearman rs=0.311; p<0.001 s = 0.424; p <0.001 s =0.528; p <0.001
correlation s = 0.424; p < 0.001

Table 3. — Summary of the descriptive statistics for each fixative. Surfaces are reported in square microns. Diameters are reported in microns. NBF
= neutral-buffered formalin; SSS = saturated salt solution; AFS = alcohol-formaldehyde solution; SD = standard deviation; r = Pearson correlation

coefficient; rs= Spearman correlation coefficient; NA = not applicable




5. Discussion

In this study, we evaluated the impact of three different fixative solutions on the quantitative
analysis of neurons in the primary motor cortex of mice. Our goal was to determine whether the
solutions used in human gross anatomy laboratories (i.e., the SSS and AFS) impacted the nervous
tissue in a similar or idiosyncratic manner when compared to the NBF solution commonly used in

brain banks.
5.1 Quantitative variables

5.1.1 Cell surfaces and total cell count
We first quantified the total cell surface, by segmenting all the cells in every ROI. This showed us
the overall proportion of surface occupied by neurons in the same geometrical area. This variable
is important to assess whether the fixation of the brain tissue and the following histology treatment
had a similar or idiosyncratic impact on the tissue shrinkage or expansion in brains fixed by all
three solutions. However, individually, this variable is not sufficient to conclude on the impact of
the solutions on the volume of cells. The total volume could be affected by the individual volume
of cells and their total number, which is why these variables were interpreted along with the total

cell surface.

Initially, the hypothesis was that NBF-fixed specimens would have a lower cell surface because of
the high concentration of formaldehyde in its composition, which is known to cause brain shrinkage
(Mouritzen Dam, 1979). We also expected the AFS-fixed specimens to render larger cell surfaces
than the other two solutions, since it was observed in a previous experiment that mounted sections
of AFS-fixed mouse brains were larger than those of NBF- and SSS-fixed brains (Figure 5) (Frigon
et al., 2022a)

In reality, the results showed that the total cell surface per ROI as well as the individual cell surface
were not different between the three fixative solutions, thereby invalidating the initial hypotheses.
We instead surmise that the high concentration of alcohol in the compositions of the SSS and AFS
might shrink the tissue and its cells in a similar manner as the NBF. Indeed, ethanol is also known
to dehydrate tissues and diminish the volume of many organs, including the brain (Boon & Kok,

2008; Fox et al., 1985).



Concerning the second hypothesis mentioned, the results seem to indicate that the larger section
surface of AFS-fixed brains is not related to the size of cortical neurons. Since the total and
individual cell surfaces were not different between the three fixative solutions, we surmised that
there might be a difference in the surface of the neuropil. If it were affected independently from
the cells, its volume could increase or decrease following fixation, impacting the number of neurons
per ROIL. However, our results suggest that it is not the case, seeing as the total number of labeled
neurons was also not different between the solutions. The observation concerning the larger surface
of AFS-fixed brain sections might then not be related to the impact of the fixation on the size of
cortical structures, as was studied here. Instead, it might be related to the surface occupied by
subcortical structures and/or deep white matter, which might expand after fixation with AFS and
explain the larger surfaces of sections. This hypothesis would be consistent with the previous
evidence that fixation causes more shrinkage and deformation in white matter as compared to gray
matter (Gros et al., 2023). This was not tested within the confines of this study since all ROIs are

exclusively cortical.

Figure 5. - Mounted sections of fixed mouse brains. A) AFS-fixed section. B) NBF-fixed section.
Scalebar = 500 pum.

5.1.2 In-focus and out-of-focus cell counts
The purpose of distinguishing between in-focus and out-of-focus cells was to consider the three-
dimensionality of the cells and the penetration of antibodies. This allowed us to indirectly assess
the size of the cells. Indeed, our hypothesis is that larger cells would generate a higher in-focus cell

count, whereas smaller cells would instead generate a lower in-focus cell count.

We initially expected AFS-fixed specimens to show more in-focus cells and less out-of-focus cells
due to the observation concerning the larger surface of mounted AFS-fixed sections. Since there
was no difference in cellular surface or in the total neuronal count in spite of the larger size of AFS-

fixed brains, this hypothesis was invalidated. In reality, our findings showed that the number of in-
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focus cells was significantly lower in NBF-fixed specimens as compared to both SSS- and AFS-
fixed specimens. This difference was not present between the SSS- and AFS-fixed specimens.
Conversely, the number of out-of-focus cells was significantly higher in NBF-fixed specimens as
compared to both SSS- and AFS-fixed specimens, but there was no difference between the SSS-
and AFS-fixed specimens. These results might be explained by two hypotheses that will be

discussed in the following paragraphs: 1) the size of the cells, or 2) the penetration of antibodies.

Concerning the first hypothesis, the lower number of in-focus cells and the higher number of out-
of-focus cells that were found in NBF-fixed brains might indicate smaller cells. Indeed, a smaller
cell would be more likely to be excluded in the level of thickness in which the photomicrographs
were taken. The presence of higher levels of formaldehyde in the NBF solution would explain this
finding, given that formaldehyde is known to decrease the volume and increase the rigidity of the
cadaver as a whole (Balta et al., 2015; Barton et al., 2009; Brenner, 2014; Eisma et al., 2013; Eisma
et al., 2011; Frigon et al., 2022b; Hayashi et al., 2014; Hayashi et al., 2016; Jaung et al., 2011;
Mayer, 2006; Regelsberger et al., 2015; Richins et al., 1963; Tomalty et al., 2019; Weisbecker,
2012). Inversely, we expected larger cells in the SSS- and AFS-fixed brains owing to their lower
formaldehyde content (Benet et al., 2014; Coleman & Kogan, 1998), thus limiting the usual
shrinkage. However, the results from the cell surfaces showed that the resulting shrinkage was

comparable between the three fixative solutions, therefore overturning this first hypothesis.

Concerning the second hypothesis, an incomplete penetration of antibodies throughout the full
thickness of the sections would result in blurry labeling of cells visualized in the middle image and
in a lower number of in-focus cell profiles therein. This would coincide with the results from a past
study of our group, reporting an incomplete penetration of NeuN antibodies in some NBF-fixed
specimens (Frigon et al., 2022b). There is a higher concentration of formaldehyde in the NBF
solution as compared with the two solutions from gross anatomy laboratories. Consequently, the
greater cross-linking of proteins might mask the NeuN epitopes and hinder their detection.
Furthermore, the SSS and AFS solutions contain high levels of alcohol. Since methanol is known
to permeabilize membranes and therefore facilitate the passage of antibodies through the cell
membrane (Yuan et al., 2017), a similar process might also be true for the isopropyl alcohol and
ethanol present in the SSS and AFS (Frigon et al., 2022b). The permeabilization would then be

more advanced in the specimens fixed by these solutions as compared to those fixed by the NBF,
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which would explain the poorer penetration of antibodies and the blurry contours of the neurons in

the middle images of NBF-fixed specimens.

5.1.3 Cell diameters and circularity ratios
Finally, we measured the cell diameters of ten randomly-selected neurons per ROI, differentiating
between the large diameters and the small diameters. This can be coupled with the individual cell
surface to assess the impact of the fixative on the cell size. Based on these diameters, we also

calculated circularity ratios to find out more about the neuronal morphology.

Although we initially expected a smaller cell size in NBF-fixed brains due to the high formaldehyde
content, the results did not support this. The small diameters were not significantly different
between the three solutions. However, the NBF-fixed neurons had significantly smaller large
diameters than the tissue fixed by the two gross anatomy solutions. If the large diameters are
smaller, then the cell possesses a rounder shape when compared to the more elongated form of
SSS- and AFS-fixed neurons. This would point to a difference in cell morphology. This might,
once again, be explained by the higher levels of formaldehyde in the NBF solution, as it would
shrink the brain equally in all three planes (X, y, and z axes).

However, the difference between the large diameters were less than a half-micron (11.56 vs 11.97
vs 11.96 um). While this might be statistically significant according to the Kruskal-Wallis test, the
significance on a biological level represents only 3 to 4% of the cell diameter. Moreover, there was
no difference between the individual surfaces of cells between the three solutions. If the large
diameter was indeed smaller, the cell size would also be smaller. The same goes for the circularity

ratios, which were not different between the solutions.

Taking all this into account, the difference detected in the large neuronal diameters is not overly

concerning for the use of the brains fixed by the gross anatomy solutions.

5.2 Automatic software

5.2.1 Total cell surface
The comparison between the manual and automatic segmentation procedures showed a strong Dice
coefficient (0.92) and a moderate correlation coefficient (0.532). This indicates an overall good
agreement between the methods. In most cases (20 out of 27), the automatic segmentation

generated higher surface area values than the manual segmentation. This implies an
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oversegmentation of the automatic detection method. This is largely due to darker backgrounds, as
shown in the upper half of Figure 6. However, the oversegmentations in most cases are more subtle
than the ones shown in the Figure, usually coming from a falsely-segmented, darker circle around
the cells. This indicates a difference in the way to deal with the partial volume present at the borders
between the cell profiles and the background. Although the automatic detection software segments
a little more around the cells, the results are still similar enough to give good agreement between
the manual and automatic methods and to detect the same differences between the three fixative
groups. Furthermore, of the 7 cases in which the automatic segmentation generated lower values,
3 were NBF-fixed specimens, 2 were SSS-fixed specimens and 2 were AFS-fixed specimens.
Observations of these specimens highlighted the undersegmentation of the automatic method when
the cells were very pale compared to the rest of the cells (lower half of Figure 6). However, even
with these segmentation issues in a few specimens, the automatic method was once again able to
detect the same differences, or the lack thereof, between the three groups. Therefore, the automatic
method is sufficiently accurate to be used on its own to segment the total cell surface of fixed

mouse specimens.
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Figure 6. - Segmentation errors of the automatic method for the total cell surface. White
arrowheads point to the regions affected by the segmentation errors in the root images and manual
masks. Green and blue arrowheads respectively point to the oversegmentation and
undersegmentation errors on the automatic masks. All specimens shown here are NBF-fixed.
Scalebar = 10 pm.

5.2.2 Individual cell surface

As for the automatic method for the individual cell surfaces, it was found to be less accurate than
the automatic segmentation of the total cell surface. The Dice coefficient (0.81) and the Spearman
correlation coefficient (0.454) applied to compare the manual and automatic results in individual
cells were lower than the Dice and correlation coefficients calculated for the total cell surface.

Nonetheless, a Dice coefficient over 0.8 is generally considered to reflect a high accuracy in pixel
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alignment. Moreover, the correlation coefficient is over 0.4, which reflects a strong relationship
between the manual and automatic results. By examining the coefficients in each solution
separately, we found that the NBF-fixed specimens showed a lower correlation coefficient than the

other two solutions.

This is in line with the observations made for the total cell surface segmentation, where it was
observed that the biggest segmentation errors of the automatic method had been made in NBF-
fixed specimens. The biggest oversegmentations of the total cell surface happened in two NBF-
fixed specimens with heterogeneous and dark backgrounds. Inversely, the few cases of
undersegmentation of the automatic method also happened mostly in NBF-fixed specimens

because of the presence of faintly-labeled cells.

As for the automatic segmentation of the individual cell surface, the observations showed a similar
result. Individual cells with a weaker labeling and/or heterogeneous backgrounds generated
segmentation errors in the automatic method. Overall, these segmentation errors made by the
automatic method did not influence the results disproportionately, apart from a few cells. Both the
manual and automatic methods were able to reach the same conclusion with regards to the dearth
of difference between fixative solutions. Moreover, automatic segmentations can be easily
corrected by a manual rater in cases with bigger false negatives or positives. This would still ensure

a quicker processing than with a completely manual method.

5.2.3 Cell diameters
Whereas the manually-measured large diameters were different across the three groups, the
automatically-measured large diameters showed no such difference. The Spearman correlation
coefficient was below 0.4, which denotes a moderate relationship between the two methods. It was
mentioned earlier that the automatic method oversegmented in cases with darker background spots
and undersegmented in certain cases where the cells exhibited pale or weak labeling. This was
mostly observed in NBF-fixed specimens. When considering the correlations for each solution
separately, the coefficient was also lower in NBF-fixed specimens. Taking this into account, we
believe the automatic measures of diameters are deeply affected by the heterogeneity of labeling
intensity. Thus, the automatic method might still be lacking in precision for measuring cell

diameters, especially in specimens with heterogeneous labeling.
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Moreover, the automatically-measured small diameters were greater in neurons fixed with the SSS
than with the other two solutions. This difference was not detected in the manually-measured small
diameters. Here, the global Spearman correlation coefficient was higher than 0.4, but it was still
lower in NBF-fixed specimens when considering the solutions separately. Results from a past study
of our group showed that SSS-fixed specimens had darker backgrounds (Frigon et al., 2022b),
which might have confounded the automatic detection of neuronal profiles. A darker background
increases the risks of false positives when classifying between background and cells. The diameters
would then be falsely larger when measured via the automatic method. However, this hypothesis
would be more likely if both the large and small diameters of SSS-fixed specimens had been
similarly affected. Upon visual observations of the segmented images, the length of large diameters
is often increased by the automatic segmentation of the axon hillock and the proximal portion of
the axon. The NeuN antibody can stain some proximal processes (Wolf et al., 1996), but we have
noticed that this is very variable from one neuron to another. The presence of labeled axon hillocks
and proximal portions of the axon was more often seen in SSS-fixed specimens compared to the
other specimens, which might explain why the automatic large diameters were larger. Since their
presence would only impact the length of the cell measured for the large diameters, it would also

explain why the small diameters don't seem to be affected in SSS-fixed specimens.

5.2.4 Circularity ratios
Finally, the ratios calculated with the manual diameters were not different between the three
solutions. The automatic detection of diameters produced higher ratios for the SSS-fixed specimens
than the AFS-fixed specimens. This would indicate a more circular morphology for the SSS-fixed
cells, although it is unnoticeable upon visual observation. The slight difference in microns between
the specimens is too small for the human eye to notice without the help of statistics. The Spearman
correlation between both methods generated a coefficient higher than 0.4, denoting a strong
relationship. Considering the aforementioned imprecisions of the automatic methods when dealing
with histology artefacts or heterogeneous labeling, the manual results are more robust, especially

in the case of cell diameters.

5.3 Study limits

Given the small sample size in this study (9 mice per fixative solution), the statistical power is not

sufficient, therefore impeding the detection of significant differences between the three fixative
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solutions. However, the magnitude of difference across mean values was overall small, so detecting
a difference of a few microns might not be relevant for research projects looking for clear changes
in cell numbers or size. A power analysis also showed that the total number of specimens needed
to ensure the detection of a significant difference with a medium effect size was 269, which is

simply unattainable.

Moreover, we could have assessed more quantitative variables or other antigens to compare the
three fixatives. Instead, we chose to focus on the neuronal count and dimensions (surface and
diameters) since neuronal loss and atrophy are closely related to the pathogenesis of
neurodegenerative disorders (Agnello & Ciaccio, 2022; Hammer et al., 1979; Mezzapesa et al.,

2013).

Furthermore, although digital stereology could have been used to compare the quantitative
variables between fixative solutions (Kristiansen & Nyengaard, 2012; Mehrabi et al., 2018),
applying these methods would have required more numerous and equidistant sections of the
primary motor cortex. However, it is not applicable in SSS-fixed specimens in which many sections
are lost due to their difficulty of manipulation (Frigon et al., 2022b). We therefore opted for a
practical and less time-consuming option that would still allow for a comparison between the three
groups. The ROI method allowed us to fulfill the goals of this study while still staying true to the
basic sampling theory by using the different levels of thickness per slice, the multiple ROIs per

specimen and the random method to select the cells to segment.

The ROIs were also analyzed only in one region (i.e., the primary motor cortex). Consequently,
the effects on each variable might differ in other regions. However, this study design was chosen
explicitly to reduce the number of variables and thus ensure comparability between the three

groups.

Finally, there is a concern about the relevance of these results for a human application, which is
the ultimate purpose of our research. Using mouse brains to test the properties of the fixative
solutions before replicating the study on human brains might seem redundant or not transferable.
However, it allows us to see how the brain tissue reacts to the solutions in optimal conditions
without all the unavoidable confounding variables associated with human brains, such as the longer
postmortem delay, fixation delay, comorbidities, and biological heterogeneity of donors, among

others (Alkemade et al., 2023; Frigon et al., 2022b; Frigon et al., 2024). While the comparability
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of mice and humans is not the same, the study design with a single independent variable (type of

fixative solution) would not be possible in humans.

6. Conclusion

We compared the effects of fixative solutions from gross anatomy laboratories on various
quantitative variables on neurons in delimited regions of interest. We assessed the cell surface, the
total number of neurons, and the cell diameters. Most variables showed no difference between the
three fixatives tested, which supports the use of brains fixed with gross anatomy solutions in
research. However, we found that the large diameters of cells fixed with the saturated salt solution
and the alcohol-formaldehyde solution were significantly larger than in cells fixed with the classic
neutral-buffered formalin. This might indicate a small difference in cell morphology that needs to
be addressed before we can recommend the use of these solutions for quantitative research. On the
other hand, they could presently be used as long as the fixative remains the same throughout the

whole project.
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Chapitre 4 — Résultats supplémentaires

Ce chapitre contient les résultats obtenus avec la méthode manuelle sur les coupes de tissu humain
pour toutes les variables a l'étude. Cependant, la méthode automatique est encore en phase
d'optimisation du CNN pour les images histologiques de tissu humain, alors les résultats
automatiques pour les variables a I'étude ne sont pas disponibles pour le moment. Comme les
résultats actuels concernant le tissu humain sont pertinents dans le but du présent projet, mais qu'ils
sont actuellement incomplets, nous avons choisi de les rapporter quand méme sous forme de
résultats supplémentaires plutdt que sous forme d’article. Cela permettra I'inclusion de ces résultats

dans la discussion générale du mémoire.

Afin de faciliter les comparaisons entre les solutions de fixation, un tableau récapitulatif (Tableau

4) des statistiques descriptives est donné en fin de section.
1. Matériel et méthodes

1.1 Population
Les cerveaux humains utilisés dans le présent projet proviennent du programme de don de corps
mis en place au laboratoire d'anatomie de 1'UQTR. De leur vivant, les donneurs ont fourni leur
consentement pour autoriser l'acceés a leur dossier médical et 1'usage de leur corps dans le cadre
d'activités de recherche et d'enseignement. Le protocole de cette étude a été approuvé par le sous-
comité d'éthique du laboratoire d'enseignement et de recherche en anatomie (SCELERA). Un
¢chantillon de convenance de 18 cerveaux a été utilisé lors de cette étude. Les informations

concernant les spécimens utilisés sont rapportées au Tableau 3.



Fixateur ID Age Sexe Cause du décés IPM
(heures)
SFA 1 61 M Néoplasie pulmonaire 24.0
métastatique
2 53 M Alzheimer 24.0
3 85 M (Edéme pulmonaire 12.0
4 84 F Septicémie sur 2.0
pyélonéphrite aigue
5 74 M Néoplasie pulmonaire 3.0
6 89 F Pneumonie 23.0
SSS 7 59 M Dénutrition sévere 24.0
8 83 M Insuffisance cardiaque 20.0
9 84 F Infarctus du myocarde 60.0
10 85 M Néoplasie pulmonaire 16.5
11 81 M Cancer du colon 26.0
sigmoide métastatique et
occlusion
12 78 M Cholangiocarcinome 39.0
SA 13 64 F Pneumonie et démence 15.5
14 91 M Insuffisance respiratoire, 20.0
MPOC terminale et
pneumonie d'aspiration
15 80 F Carcinomatose 23.0
péritonéale
16 80 M Infarctus probable et 30.0
sténose aortique sévere
17 93 F Cancer du colon 6.0
métastatique
18 83 F Cancer du pancréas 18.0

Tableau 3. — Données relatives aux spécimens humains. ID = identification du spécimen; IPM
= intervalle post-mortem; SFA = solution de formaldéhyde; SSS = solution saturée de
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sel; SA = solution d'alcools; M = homme; F = femme; MPOC = maladie pulmonaire
obstructive chronique

1.2 Fixation des corps
Tous les spécimens ont été fixés avec une des trois solutions a 1'étude. Pour les cas fixés avec la
SFA, les cerveaux ont été extraits frais et fixés par immersion dans quatre litres de solution. Ce
protocole sert a imiter les procédures réalisées par les banques de cerveaux. Les cerveaux sont alors

conservés dans la solution jusqu'a leur utilisation.

Pour les cas fixés avec la SSS ou la SA, une dissection de la région cervicale a été réalisée pour
injecter en moyenne 25 litres de la solution de fixation dans l'artére carotide commune avec une
pompe de 41 pKa (Duotronic III, Hygeco International Products). Ce protocole est celui
couramment utilis¢ par les laboratoires d'anatomie (Maranzano et al., 2020). Apres le délai de
fixation du corps complet, les tétes ont pu étre prélevées en réalisant une laminectomie au niveau
des vertebres C6/C7. Les tétes ont ensuite été¢ scannées par résonance magnétique dans le cadre
d'autres projets de notre groupe de recherche. Puis, les cerveaux ont été extraits pour procéder aux
analyses supplémentaires ex sifu par IRM et aux analyses histologiques du présent mémoire. Les
cerveaux fixés avec la SSS ont été conservés en immersion dans leur solution jusqu'a leur
utilisation. Les cerveaux fixés avec la SA ont plutot été conservés dans 1'éthanol 10% afin d'imiter

les procédures mises en place par les laboratoires d'anatomie.

Tous les blocs de tissu (environ 1 cm?®) ont été prélevés dans la portion supérieure du gyrus
précentral. Ils ont ensuite été coupés en tranches de 40 um au cryostat avant leur traitement

histologique.

1.3 Récupération des antigénes
Les coupes humaines ont ét¢ traitées avec un protocole de récupération des antigénes par la chaleur
(section 2.2, chapitre 2). Le traitement consiste a incuber les coupes dans du tampon citrate 0.01M
a pH 6 bouillant pendant 20 minutes, suivi d'un bain d'eau déminéralisée froide d'une durée de 10
minutes. Cette procédure est réalisée avant le protocole d'THC pour libérer les épitopes cachés par

la fixation avant I'exposition aux anticorps.
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1.4 Immunohistochimie

Apres leur traitement de récupération des antigénes, les coupes sont soumises a un protocole
d'immunohistochimie ciblant la population générale des neurones avec l'anticorps NeuN (section
2.5, chapitre 2). Le protocole exact est décrit a la section 3.3 du chapitre 3, mais il est réalisé ici
sur lame plutot que par coupes flottantes. Les raisons de ce choix sont expliquées a la section 2.3

du chapitre 2.

1.5 Variables d'intéreét

Les variables analysées sont les mémes que celles décrites précédemment chez la souris : 1) surface
cellulaire totale, 2) surface cellulaire individuelle de 30 neurones, 3) nombre de neurones (total, au
focus et hors-focus) et 4) diameétres cellulaires (larges, petits et ratios de circularité). Il s'en ajoute
une derniere pour le tissu humain seulement : 5) nombre de ROIs acquises pour atteindre un nombre

de 30 neurones par spécimen.

1.6 Analyse statistique

Pour les variables dont la distribution respectait la condition de normalité selon le test de
Kolmogorov-Smirnov, les groupes ont ét¢ comparés avec une ANOVA a un facteur. Comme
I'étude ne comprend que trois groupes de taille égale, le test post hoc de la plus petite différence
significative de Fisher (LSD) a été¢ employ¢ pour interpréter les comparaisons multiples. Ce test a
une meilleure puissance que les autres, ce qui diminue la fréquence des erreurs de type II (faux
négatifs). Dans les cas ou la distribution des valeurs n'était pas normale, les trois groupes ont été
comparés a l'aide d'un test de Kruskal-Wallis. Toutes les analyses statistiques ont été accomplies
sur le logiciel SPSS (version 29.0.1.1). Les graphiques ont été générés sur GraphPad Prism (version

10.4.1).

2. Résultats

Pour chacune des variables quantifiées, toutes les statistiques descriptives (moyenne, écart-type,

médiane et étendue) ont été rapportées au Tableau 4.

116



SFA SSS SA
Moyenne 5176 1434 3775
Surface cellulaire _
Ecart-type 2416 511 2240
totale
) M¢diane 4 843 1461 3282
(nm?) .
Etendue 2218-9620 770 -2 158 1580-6972
Moyenne 256.7 232.7 235.0
Surface cellulaire _
Ecart-type 159.3 123.8 144.6
individuelle
() Médiane 218.2 209.3 203.2
pm ;
Etendue 56.4-1079.8 65.2 - 833.5 38.7-907.4
Moyenne 17 6 18
Compte cellulaire | FEcart-type 4 2 8
total M¢diane 16 5 17
Etendue 11-23 3-10 9-28
Moyenne 6 2 7
Ecart-type 2 1 4
Compte des cellules
M¢diane 6 2 6
au focus .
Etendue 4-11 1-3 2-13
Ratio F/T 0.37 0.37 0.35
Moyenne 11 4 11
Ecart-type 3 2 4
Compte des cellules
M¢diane 11 3 12
hors-focus i}
Etendue 6-14 2-7 7-15
Ratio H-F/T 0.63 0.63 0.65
Moyenne 21.23 20.16 20.45
Grands diamétres | FEcart-type 6.69 5.75 6.77
(um) M¢diane 19.95 19.10 18.93
Etendue 10.20 - 52.13 10.66 - 46.99 8.02 - 42.69
Moyenne 13.47 12.17 12.36
Petits diamétres ;
Ecart-type 4.15 3.20 3.64
(nm) —
M¢diane 13.15 12.00 12.08
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Etendue 5.52 -28.09 6.05 -20.73 4.97 -27.67
Moyenne 0.65 0.63 0.63
Ecart-type 0.15 0.16 0.15
Ratio de circularité

Médiane 0.64 0.62 0.62

Etendue 0.30-0.99 0.25-0.99 0.32-0.99
Moyenne 5 7 5
Ecart-type 0 2 0

Nombre de ROIs

Médiane 5 7 5
Etendue 5-5 5-9 5-5

Tableau 4. — Comparaison des statistiques descriptives obtenues pour chaque variable
quantitative entre les trois solutions de fixation. SFA = solution de formaldéhyde;
SSS = solution saturée de sel; SA = solution d'alcools; Ratio F/T = ratio cellules au
focus/cellules totales; Ratio H-F/T = ratio cellules hors-focus/cellules totales; ROI =
région d'intérét

2.1 Quantification de la surface cellulaire totale
Il y avait une différence significative entre les trois solutions de fixation (Kruskal-Wallis H(2) =
9.485; p = 0.009) (Figure 9). La surface cellulaire totale des spécimens fixés par la SSS était
significativement inférieure a celle des spécimens fixés par la SFA (p =0.002) et la SA (p = 0.045).

En revanche, il n'y avait aucune différence significative entre la surface cellulaire totale des

spécimens fixés par la SFA et la SA (p =0.304).
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Figure 9. — Représentation graphique de la surface cellulaire totale pour les trois solutions
de fixation. pm = microns; SFA = solution de formaldéhyde; SSS = solution saturée de
sel; SA = solution d'alcools; * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001

2.2 Quantification de la surface cellulaire individuelle

La surface cellulaire individuelle n'était pas significativement différente entre les trois solutions de

fixation (Kruskal-Wallis H(2) = 2.137; p = 0.343) (Figure 10).
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Figure 10. — Représentation graphique de la surface cellulaire individuelle de 30 neurones
par spécimen pour les trois solutions de fixation. pm = microns; SFA = solution de
formaldéhyde; SSS = solution saturée de sel; SA = solution d'alcools; * p < 0.05; ** p
<0.01; *** p <0.001

2.3 Quantification du nombre de neurones marqués
Il y avait une différence significative dans le nombre total de neurones marqués entre les trois
solutions de fixation (ANOVA Fz;15=9.322; p=0.002; n°p = 0.554) (Figure 11A). Il y avait moins
de neurones marqués dans les spécimens fixés avec la SSS que dans ceux fixés par la SFA (p =

0.003) et la SA (p = 0.001). Il n'y avait toutefois aucune différence significative entre le nombre

total de neurones dans les spécimens fixés avec la SFA et la SA (p = 0.746).

Le nombre de cellules au focus par ROI était significativement différent entre les trois solutions de
fixation (ANOVA F2;15 =4.904; p = 0.023; n°p = 0.395) (Figure 11B). Il y avait significativement

moins de cellules au focus dans les spécimens fixés avec la SSS que dans les spécimens fixés avec
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la SFA (p = 0.021) et la SA (p = 0.013). Cette différence dans le nombre de cellules au focus

n'apparaissait pas en comparant les spécimens fixés avec la SFA et la SA (p = 0.816).

Le nombre moyen de cellules hors-focus par ROI était significativement différent entre les trois
solutions de fixation (ANOVA F»,15=11.567; p <0.001; n*% = 0.607) (Figure 11C). Les spécimens
fixés avec la SSS avaient significativement moins de cellules hors-focus que ceux fixés avec la
SFA (p =0.001) et la SA (p < 0.001). Il n'y avait aucune différence significative entre le nombre
de cellules hors-focus des spécimens fixés par la SFA et la SA (p=0.717).
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Figure 11. — Représentation graphique du nombre de cellules marquées par ROI pour les
trois solutions de fixation. Nombre total de neurones par ROI (A). Nombre de
neurones au focus par ROI (B). Nombre de neurones hors-focus par ROI (C). ROI =
région d'intérét; SFA = solution de formaldéhyde; SSS = solution saturée de sel; SA =
solution d'alcools; * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001

Il faut noter que le nombre total de neurones était significativement inférieur dans les spécimens
fixés avec la SSS. Ceci entraine inévitablement un nombre inférieur de neurones au focus et hors-
focus lorsqu'ils sont comparés avec les spécimens fixés par les deux autres solutions. Pour
comparer ces variables dans les trois groupes malgré le nombre total différent de neurones, nous

avons calculé des ratios.

En calculant le nombre de cellules au focus sur le nombre total de cellules par solution, le ratio est
de 0.37 £ 0.09 pour les spécimens fixés avec la SFA, 0.37 £ 0.11 pour ceux fixés avec la SSS et
0.35 £ 0.09 pour ceux fixés avec la SA. Ces ratios n'étaient pas significativement différents entre

les trois solutions de fixation (ANOVA F2;15 = 0.149; p = 0.863; n°, = 0.020) (Figure 12A).
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En calculant le nombre de cellules hors-focus sur le nombre total de cellules par solution, le ratio
est de 0.63 = 0.09 pour les spécimens fixés avec la SFA, 0.63 £ 0.11 pour ceux fixés avec la SSS

et 0.65 £ 0.09 pour ceux fixés avec la SA. Ces ratios n'étaient pas significativement différents entre

les trois solutions de fixation (ANOVA F2;15 = 0.149; p = 0.863; n°, = 0.020) (Figure 12B).
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Figure 12. — Représentation graphique des ratios de cellules au focus et hors-focus pour les
trois solutions de fixation. Ratio du nombre de cellules au focus sur le nombre total de
cellules (A). Ratio du nombre de cellules hors-focus sur le nombre total de cellules (B).
pm = microns; SFA = solution de formaldéhyde; SSS = solution saturée de sel; SA =
solution d'alcools; * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001

2.4 Quantification des diamétres cellulaires
Les grands diamétres neuronaux de 30 cellules par spécimen n'étaient pas significativement
différents entre les trois solutions de fixation (Kruskal-Wallis H(2) = 2.481; p = 0.289) (Figure
13A).

Les petits diamétres de 30 cellules par spécimen étaient significativement différents entre les trois
solutions de fixation (Kruskal-Wallis H(2) = 9.612; p = 0.008) (Figure 13B). Les petits diamétres
¢taient significativement plus grands chez les neurones des spécimens fixés avec la SFA que chez
ceux fixés avec la SSS (p = 0.005) et la SA (p = 0.011). Cependant, il n'y avait aucune différence
significative entre les petits diametres des neurones des spécimens fixés avec la SSS et la SA (p =

0.777).
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Il n'y avait pas de différence significative entre les ratios de circularité des trois groupes de fixateurs

(H(2) =2.349; p = 0.309) (Figure 13C).
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Figure 13. — Représentation graphique des diamétres cellulaires et des ratios de circularité
de 30 neurones par spécimen pour les trois solutions de fixation. pm = microns;
SFA = solution de formaldéhyde; SSS = solution saturée de sel; SA = solution d'alcools;
*p <0.05; ** p<0.01; *** p<0.001

2.5 Nombre de régions d'intérét

Le nombre de ROIs acquises était significativement différent entre les trois solutions de fixation
(ANOVA F2;15 = 7.857; p = 0.005; n“p = 0.512). Une quantité significativement plus grande de
ROIs était requise pour atteindre le seuil de 30 cellules dans les spécimens fixés avec la SSS par
rapport a ceux fixés avec la SFA (p = 0.004) et la SA (p = 0.004). Il n'y avait aucune différence

entre le nombre de ROI nécessaire pour les spécimens fixés avec la SFA et la SA (p = 1.000).
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Figure 14. — Représentation graphique du nombre de régions d'intérét acquises pour les
trois solutions de fixation. ROI = région d'intérét; SFA = solution de formaldéhyde;
SSS = solution saturée de sel; SA = solution d'alcools; * p < 0.05; ** p <0.01; *** p <
0.001

En résumé, les spécimens humains fixés avec la SSS ont une moins grande surface cellulaire totale
en raison de leur nombre inférieur de neurones marqués par ROI par rapport aux spécimens des
deux autres solutions. La surface cellulaire individuelle ne montrait cependant pas de différence,
ce qui veut dire que le probléme vient surtout de la qualité du marquage histologique. Ainsi, les
résultats soulignent que les spécimens humains fixés avec la SSS sont moins bien adaptés pour la
recherche quantitative sur du tissu traité de fagon immunohistochimique avec le protocole actuel.
Une optimisation des protocoles devra étre envisagée afin d'améliorer la qualit¢ du marquage
histologique. De plus, a l'exception d'une différence dans les petits diametres qui devra étre
examinée davantage, tout semble indiquer que les spécimens humains fixés avec la SA sont bien
adaptés pour la recherche quantitative. Ceci est un résultat prometteur pour répondre a notre

objectif principal et pour les futures études de notre groupe de recherche.
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Chapitre 5 — Discussion globale

Dans le cadre de ce projet, nous avons évalué les effets de trois solutions de fixation sur plusieurs
variables quantitatives des neurones dans le cortex moteur primaire. Le but de I'é¢tude était de
comparer les effets sur le tissu nerveux de deux solutions utilisées dans les laboratoires d'anatomie
humaine avec la solution standard utilisée en recherche et dans les banques de cerveaux. Pour ce
faire, nous avons divisé 1'étude en deux volets : un volet sur les cerveaux de souris et un volet sur
les cerveaux humains. En comparant les effets des solutions de fixation sur le tissu nerveux, il sera
possible de déterminer si les cerveaux des laboratoires d'anatomie peuvent devenir une source
alternative de tissu ex vivo pour la recherche neuroscientifique utilisant 1'histologie des neurones

de facon quantitative.

1. Solutions utilisées

La SFA a été désignée comme solution controle, car c'est la principale solution utilisée en recherche
animale et humaine (Balta et al., 2015; Brenner, 2014; de Paula et al., 2018; Frigon et al., 2022b;
Frigon et al., 2024; Hayashi et al., 2014; Hayashi et al., 2016; Lombardero et al., 2017; Martins-
Costaetal., 2022; Moelans et al., 2011) ainsi que dans les banques de cerveaux (Carlos et al., 2019;
Dadar et al., 2024; Hulette, 2003; McFadden et al., 2019; Sheedy et al., 2008; Vonsattel et al.,
2008). Les effets de la SFA sur le tissu nerveux sont bien documentés, en particulier les effets de
cette solution sur le volume du cerveau (Quester & Schrdoder, 1997) et I'histologie (Fox et al., 1985;

Hade et al., 2024; Ma et al., 2024).

La SSS et la SA ont été incluses dans ce projet, puisqu’elles sont couramment utilisées au
laboratoire d'anatomie humaine de I'UQTR pour produire un embaumement adapté aux activités
d'enseignement et de dissection. Plusieurs cerveaux complets seraient ainsi disponibles pour la
recherche. De plus, les cerveaux fixés par ces deux solutions sont d'une bonne qualité
macroscopique. Ils peuvent étre manipulés sans se détériorer, en plus de conserver une texture et
une couleur appropriées pour les activités du laboratoire d'anatomie (Benet et al., 2014; Hayashi et
al., 2014). Ils peuvent donc étre coupés en blocs pour un traitement histologique, comme les études
précédentes de notre groupe de recherche 1’ont montré (Frigon et al., 2022b; Frigon et al., 2024;

Frigon et al., 2026).



D'autres solutions de fixation sont employées au laboratoire d'anatomie de I'UQTR. Par exemple,
la solution de Thiel (Balta et al., 2015; Hammer, 2022) produit une fixation souple et est
grandement utilisée pour différentes simulations chirurgicales (Venne et al., 2020). Cependant, les
cerveaux des corps fixés avec cette solution sont friables et inutilisables a la fois pour les études
macroscopiques et microscopiques. D'ailleurs, le laboratoire d'anatomie de I'UQTR a pris
I'habitude de prélever les cerveaux de ces corps avant leur embaumement pour les fixer en
immersion dans la SFA afin de les préserver. Ces cerveaux sont ainsi traités de la méme fagon que

ceux des banques de cerveaux.

2. Variables d'intérét

2.1 Quantification de la surface cellulaire totale

2.1.1 Volet souris
La surface totale des neurones du tissu de souris n'était pas différente entre les trois solutions de
fixation testées. Cela est cohérent avec les résultats précédents de notre groupe de recherche, qui
montrent que l'antigénicité du tissu de souris et 'homogénéité de la distribution des antigénes
étaient conservées de fagon comparable entre les trois groupes (Frigon et al., 2022b). Ainsi,
contrairement a notre hypothese initiale, la grande concentration de formaldéhyde dans la SFA ne
semble pas avoir un effet plus prononcé sur la diminution de la surface cellulaire que dans les
spécimens fixés avec la SSS et la SA. Cela pourrait s'expliquer par la présence d'alcools dans les
deux autres solutions. Bien qu'elles aient une plus faible concentration en formaldéhyde, leur forte
concentration en alcool pourrait faire diminuer la surface des cellules du tissu de fagon semblable
au formaldéhyde de la SFA. Effectivement, 1'éthanol est connu pour déshydrater le tissu et ainsi
faire diminuer le volume de certains organes, incluant le cerveau (Boon & Kok, 2008; Fox et al.,

1985).

Les résultats de la segmentation automatique des neurones ont également montré qu'il n'y avait pas
de différence entre les trois solutions de fixation. Notre hypothése de départ était que les spécimens
fixés par la SSS donneraient des résultats de segmentation automatique plus variables, car ces
images ont un contraste diminué entre les cellules et l'arriére-plan (Frigon et al., 2022b). Ce n'était

pas le cas pour les cerveaux de souris. Cependant, quelques spécimens avaient des arriére-plans
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plus foncés, particulierement autour des cellules ou des agglomérations de cellules. Dans ces cas,
le logiciel automatique a généré de faux positifs, en segmentant faussement des pixels appartenant
a l'arriere-plan comme des profils neuronaux. Le logiciel automatique a ainsi généré des résultats
de segmentation plus élevés que ceux de I'évaluateur avec la méthode manuelle. Cependant, cette
sursegmentation de la méthode automatique par rapport a la méthode manuelle n'a pas changé les
résultats finaux. Les deux méthodes ont montré un fort alignement des pixels et une bonne
corrélation entre les résultats de segmentation des neurones. De plus, aucune des deux méthodes
n'a détecté de différence entre les trois groupes comparés, c'est-a-dire que leur performance est
similaire, voire équivalente. Ainsi, la méthode automatique serait assez précise pour &tre utilisée
pour segmenter la surface cellulaire totale dans les trois solutions utilisées. Nous recommandons
cependant un contrdle de qualité sur toutes les ROIs afin de s'assurer que les hétérogénéités de
l'arriere-plan ne causent pas de faux positifs. Au besoin, un ajustement manuel des segmentations

automatiques devrait étre réalisé.

2.1.2 Volet humain
La surface totale des neurones était différente entre les trois solutions de fixation sur le tissu
humain. La surface cellulaire du tissu fixé par la SSS était beaucoup plus petite que celle des deux
autres groupes. En comparant les photomicrographies de tous les spécimens (Figure 15), cela
s'explique par la qualité du marquage immunohistologique. Le marquage des spécimens fixés par
la SSS était de moins bonne qualité dans cing cas sur six, qui présentaient peu de neurones marqués
ou un marquage généralement trés pale. Ce résultat est en partie supporté par une étude précédente
de notre laboratoire, dans laquelle il a été observé que le tissu humain fixé par la SSS produisait un
marquage hétérogeéne (Frigon et al., 2024). Cependant, cette étude a aussi rapporté qu'un protocole
de récupération des antigeénes réussissait a corriger ce marquage de moins bonne qualité (Frigon et
al., 2024). Dans le présent projet, le marquage faible et hétérogéne des spécimens fixés par la SSS
a subsisté malgré I'application de la chaleur pour récupérer les antigénes. Comme les deux études
ont utilisé des cerveaux provenant du laboratoire d'anatomie de I'UQTR et que certains spécimens
¢taient parfois identiques, nous ne pensons pas que ces résultats soient attribuables a la présence
de variables confondantes chez I'humain. Par exemple, l'intervalle post-mortem ou le délai entre la
fixation et les traitements histologiques auraient pu influencer négativement la qualité¢ du marquage
histologique. Cependant, les cerveaux des deux autres groupes de fixateurs étaient soumis aux

mémes variables et ont généré un marquage adéquat. Nous pensons plutdt que les résultats observés
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dans les spécimens de la SSS s’expliquent par une ou plusieurs des hypothéses suivantes, qui seront
expliquées dans les paragraphes suivants : 1) la longue période d'entreposage des cerveaux dans la
SSS entraine des modifications qui diminuent la qualité histologique au fil du temps, 2) la SSS
engendre une fixation de qualité inférieure a celle obtenue avec les deux autres solutions, et 3) les
effets combinés de la fixation de moindre qualité et de la longue période d'entreposage nuisent a la

pénétration de l'anticorps utilisé.

Aprées leur extraction, les cerveaux du laboratoire d'anatomie sont conservés dans leur solution
respective jusqu'a leur utilisation, ce qui peut parfois s'étendre sur une longue période. Il est a noter
que les cerveaux fixés par la SA sont entreposés dans I'éthanol 10% plutot que dans la SA, puisque
c'est la procédure standard des laboratoires d'anatomie pour les cerveaux dédiés a I'enseignement.
Il est possible que les produits chimiques présents dans les trois solutions de fixation continuent
d'affecter l'antigénicité du cerveau au fil du temps. D'ailleurs, ce phénomene a été étudié¢ pour la
SFA. Une étude a montré la variation de 'antigénicité de NeuN des cerveaux fixés par immersion
avec la SFA et conservés depuis 1, 5, 10, 15 et 20 années (Ma et al., 2024). Les effets du temps de
post-fixation n’ont cependant pas été étudiés sur les cerveaux fixés par la SSS et la SA. En
revanche, une étude précédente de notre groupe de recherche (Frigon et al., 2024) a utilisé des
cerveaux fixés par la SSS et la SA qui étaient conservés au laboratoire d'anatomie depuis plusieurs
années. Les cerveaux ont baigné dans la SSS d'une a trois années avant d'étre traités
histologiquement. Pourtant, ces cerveaux ont révélé de l'antigénicité, avant et apres le traitement
de récupération des antigeénes. En revanche, cette étude a fait une analyse qualitative seulement,
c'est-a-dire que l'antigénicité et la distribution des antigénes marqués ont été évalués sans tenir
compte de l'intensité du marquage. Or, l'intensité du marquage affecte grandement la capacité de
recueillir des résultats quantitatifs, comme cela a été fait dans ce mémoire. De plus, la présente
¢tude a eu lieu environ deux ans apres 1'étude de Frigon et al. (2024), ce qui signifie que les
cerveaux utilisés ont baigné dans la SSS de trois a cinq ans avant leur traitement histologique. Bien
que 1'é¢tude de Ma et al. (2024) ait ét¢ menée sur des spécimens fixés avec la SFA, les résultats ont
révélé une diminution de I'antigénicité de NeuN en immunohistochimie avec le temps de post-
fixation. Nous pensons que cet effet s'applique aussi sur les cerveaux fixés avec la SSS, c'est-a-dire
qu'il faudrait traiter ces spécimens le plus tét possible aprés leur extraction. Une étude
supplémentaire devrait éventuellement é&tre réalisée afin d'étudier longitudinalement Ia

préservation de l'antigénicité de différents antigénes dans les cerveaux fixés avec la SSS et la SA.
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Ensuite, comme la SSS contient une plus faible concentration de formaldéhyde (0.8% vs 4% et
1.42%), il se pourrait que la qualité de la fixation du tissu ne soit pas aussi bonne qu'avec les deux
autres solutions. D'ailleurs, cela expliquerait pourquoi les corps fixés par cette solution se
préservent moins longtemps (Balta et al., 2015). Ceci causerait des cellules moins bien conservées,
surtout si un long temps de post-fixation s'écoule avant les traitements histologiques. La fixation
par la SSS se fait principalement par la coagulation induite par I'alcool isopropylique, alors que la
SA contient de 1'éthanol. L'alcool remplace l'eau du tissu, ce qui entraine une inversion des
molécules exposées a l'environnement externe et interne des protéines du tissu (section 2.2.2.1,
chapitre 1). L'alcool isopropylique (C3H70H) est une molécule plus volumineuse que I'éthanol
(C2H50H). Elle pourrait ainsi avoir plus de difficulté a traverser les tissus et remplacer I'eau de
'environnement, causant un effet de coagulation et de fixation des tissus moins puissant que celui
induit par 1'éthanol présent dans la SA. La qualité de la fixation serait donc moins bonne que celle
observée pour les autres solutions étudiées, ce qui donnerait des cellules moins bien préservées
produisant des résultats histologiques de qualité inférieure. De plus, la SSS ne contient que 16%
d'alcool isopropylique, en comparaison avec la SA qui contient 69% d'éthanol. Pour un effet
antiseptique optimal, la concentration en alcool devrait étre entre 60 et 90% (Yetman, 2021).
Considérant les faibles concentrations de formaldéhyde (0.8%), de phénol (0.72%) et d'alcool
isopropylique (16%), la SSS ne semble également pas avoir un pouvoir antiseptique aussi puissant
que les deux autres solutions. Il pourrait alors rester des microorganismes pour accélérer la
décomposition des tissus et des cellules, ce qui nuirait a I'antigénicité des spécimens au fil du temps.
Cet effet ne serait qu'exacerbé avec un long temps de post-fixation dans la SSS. Il serait alors
envisageable, et méme profitable, de conserver les cerveaux fixés dans la SSS dans une autre

solution, par exemple en post-fixant les spécimens dans la SFA.

Contrairement aux deux autres solutions de fixation, la SSS contient une grande quantité¢ de
chlorure de sodium (36%). Lorsque la solution est injectée, ceci crée un environnement
hypertonique qui incite l'eau a sortir des cellules, ce qui entraine des cellules avec une apparence
de "raisins secs" en histologie. Ce phénomene a été rapporté par une étude antérieure de notre
groupe (Frigon et al., 2024). En absence d'eau, le cytoplasme devient plus dense (Khan Academy,
2026b). Or, cela pourrait nuire au déplacement d'un anticorps ciblant des antigeénes intracellulaires.
Dans la présente étude, l'anticorps utilisé (NeuN) a un poids moléculaire assez ¢élevé (46-48 kDa)

(Abcam, 2026). La protéine qu'il cible est exprimée dans le noyau des neurones, ce qui signifie que
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l'anticorps doit étre en mesure de traverser les membranes cellulaire et nucléaire. Ainsi, la
composition riche en sel de la SSS crée un environnement nuisible a 'anticorps utilisé dans ce
projet. Cet environnement salin n'est pas observé dans les deux autres solutions de fixation, car

elles ne contiennent pas de chlorure de sodium.

En résumé, la cellule est moins bien préservée parce que la SSS a un moins bon pouvoir de fixation
et de désinfection que les deux autres solutions. La cellule est encore plus dégradée parce qu'elle a
passé plusieurs années en post-fixation dans la SSS avant les traitements histologiques. La cellule
est aussi rabougrie et son cytoplasme plus dense en raison de l'environnement hypertonique
instauré par la haute concentration en sel de la SSS, ce qui nuit a la pénétration dans la cellule de
l'anticorps utilisé. De plus, si I'anticorps arrive a se rendre a son antigéne cible, ce dernier est déja
abimé par tous les processus expliqués plus haut. Alors, malgré les traitements de récupération des
antigénes appliqués au tissu, nous pensons que toutes ces raisons expliquent que 1'antigénicité soit

altérée dans les cerveaux fixés par la SSS, en produisant une coloration moins contrastée.
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Figure 15. — Photomicrographies (60X) des régions d'intérét dans les cerveaux humains
fixés par les trois solutions de fixation. Barre d'échelle = 25 microns; SFA = solution

de formaldéhyde; SSS = solution saturée de sel; SA = solution d'alcools
2.2 Quantification de la surface cellulaire individuelle

2.2.1 Volet souris
La méthode de segmentation manuelle des cellules individuelles a été validée par le calcul de la
variabilité intra- et inter-évaluateurs. Puisque la résolution des images histologiques est et sera
toujours limitée, un pixel peut contenir a la fois une partie de cellule et une partie du neuropile. La
décision de segmenter ou non ce pixel peut entrainer une sous- ou surestimation de la surface
cellulaire. C'est ce que 1'on appelle I'effet du volume partiel (Despotovi¢ et al., 2015; Gérin-Lajoie
et al., 2026). La décision de I'évaluateur d'inclure ou d'exclure les pixels affectés par I'effet du
volume partiel peut aussi différer d'une fois a l'autre ou d'un évaluateur a l'autre (Dadar &
Duchesne, 2020; Despotovi¢ et al., 2015; Maleki et al., 2024), et ce, malgré 1'établissement
préalable de régles d'inclusion ou d'exclusion. Di a la nature des images a segmenter, qui ont des
intensités de marquage des cellules et de l'arriere-plan différentes ainsi que des artéfacts
histologiques, la détermination des contours exacts des cellules est difficile. Donc, les régles
d'inclusion sont difficiles a déterminer de fagon objective et stable pour tous les spécimens. En
dépit de cela, il est possible et préférable d'établir des lignes générales avant la segmentation par
tous les évaluateurs, par exemple en choisissant d'étre plus ou moins conservateur dans le choix
d'inclusion des pixels de volume partiel. De plus, la décision est généralement biaisée pour chaque
évaluateur, c'est-a-dire qu'un méme évaluateur a tendance a toujours gérer le volume partiel de la
méme fagon, que ce soit en segmentant plus ou moins de pixels. C'est d'ailleurs ce qui a été observé

dans nos résultats de segmentation manuelle.

C'est pour cette raison que nous avons voulu quantifier la variabilité de la méthode utilisée dans le
présent projet. Les segmentations ont d'abord été répétées par le méme évaluateur, ce qui a permis
de déterminer la variabilité interne. La valeur du coefficient de corrélation intra-classe (ICC) était
de 0.889, ce qui révele une bonne fiabilité selon 1'échelle d'interprétation proposée par Koo and Li
(2016). Ce résultat n'est pas surprenant, car un méme évaluateur a tendance a prendre des décisions

similaires par rapport a l'inclusion ou l'exclusion de certains pixels. Cependant, deux évaluateurs
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différents ont plus de chances de gérer ce choix de fagon différente, d'ou la raison pour laquelle
nous avons aussi calculé la variabilité inter-évaluateurs. Dans ce cas, la valeur de I'lCC était de
0.686, ce qui révele une fiabilité modérée. C'est un moins bon résultat que la variabilité intra-
¢valuateur, ce qui est tout a fait normal, puisque les segmentations sont subjectives d'une personne
a l'autre. Néanmoins, dans la majorité des cas, les évaluateurs sous- ou sur-segmentaient de fagon
constante dans tous les spécimens. Si les segmentations d'un évaluateur sous-estimaient le volume
partiel, cet effet était observé pour la plupart des cas, et vice-versa. De plus, la différence moyenne
entre les deux évaluateurs était de 15.29 pm?, ce qui équivaut approximativement a une erreur
d'estimation de 18%. Dans le cadre des résultats de ce mémoire, 'objectif était de comparer les
mesures quantitatives entre les trois groupes de fixation. Ces comparaisons ont été effectuées avec
les données provenant du méme évaluateur (A.G.L.), donc l'erreur d'estimation est plus basse et
reste la méme pour tous les groupes. En effet, la différence moyenne entre les deux temps
d'évaluation était de 7.65 pm?, ce qui équivaut approximativement a une erreur d'estimation de 9%,
soit la moiti¢ de celle calculée pour la variabilité inter-évaluateurs. Dans le cadre d'autres études
dans lesquelles une vérité biologique devrait étre trouvée, 1'établissement d'un étalon-argent serait
plus approprié¢ pour réduire l'erreur d'estimation entre des évaluateurs différents. Plusieurs
évaluateurs produiraient alors des segmentations pour produire une moyenne constituant la

meilleure approximation de la vérité biologique (Francis, 2004).

En utilisant la méthode de segmentation manuelle, la surface cellulaire individuelle de dix neurones
par ROI pour les cerveaux de souris n'était pas différente entre les trois groupes de fixateurs. Ces
résultats, comme ceux obtenus pour la surface cellulaire totale, montrent que les trois solutions
n’ont pas d’impact différent sur le volume des cellules du tissu fixé. La réduction de la taille
cellulaire induite par la concentration élevée en formaldéhyde de la SFA serait comparable a celle
induite par la concentration €levée en alcool des deux autres solutions, malgré leur plus faible

concentration en formaldéhyde.

La segmentation automatique produit des résultats similaires pour les estimations de la surface
cellulaire individuelle. Nous avions initialement émis I'hypothése que la segmentation automatique
de la surface cellulaire individuelle serait plus variable que celle de la surface cellulaire totale, car
elle est plus influencée par la présence de l'effet du volume partiel. Comme certaines cellules se

superposent dans la surface cellulaire totale, il y a moins de fronticres entre les contours cellulaires
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et le neuropile, ce qui signifie qu'il y a moins de pixels contenant une partie de corps cellulaire et
une autre partie de neuropile. Le volume partiel serait ainsi diminué par rapport a celui retrouvé
dans les surfaces cellulaires individuelles, dans lesquelles il y a plus de fronticres entre les profils
neuronaux et le neuropile. Cette hypothése a été confirmée, puisque les coefficients de Dice et les
coefficients de corrélation entre les méthodes manuelle et automatique pour la surface cellulaire
individuelle (respectivement 0.81 et rs = 0.454; p < 0.001) étaient plus bas que ceux de la surface
cellulaire totale (respectivement 0.92 et r = 0.867; p <0.001). Cependant, ces coefficients montrent

tout de méme une bonne concordance entre les méthodes manuelle et automatique.

Il est intéressant de noter que les coefficients de Dice étaient plus bas dans les spécimens fixés avec
la SFA. Plusieurs observations déja mentionnées ont révélé que ces spécimens entrainaient plus
d'erreurs de segmentation automatique en raison de marquage pale ou hétérogeéne de certaines
cellules ou de l'arriere-plan. 11 semble donc que la segmentation automatique soit moins précise

dans ces spécimens par rapport aux spécimens fixés avec la SSS et la SA.

2.2.2 Volet humain
Pour les cerveaux humains, la surface cellulaire individuelle des neurones n'était pas différente
entre les trois solutions de fixation. Cela vient soutenir le résultat obtenu pour la surface cellulaire
totale des spécimens fixés par la SSS, qui était inférieure a celle des spécimens fixés avec les deux
autres solutions. Plutdt que d'avoir des cellules plus petites pour expliquer cette diminution dans la
surface cellulaire totale, la SSS semble affecter le nombre de cellules marquées par ROI. Cela
signifie que la SSS affecterait la qualité du marquage immunohistochimique. Nous en déduisons
que la quantification du nombre de neurones marqués par ROI permettra de valider cette hypothese,
auquel cas une optimisation des protocoles histologiques pour les spécimens fixés par la SSS serait

envisageable.
2.3 Quantification du nombre de neurones marqués

2.3.1 Nombre total de neurones marqués

2.3.1.1 Volet souris
Chez les spécimens de souris, le nombre de neurones marqués par ROI n'était pas différent entre

les trois groupes de fixateurs. L’ensemble des résultats des variables analysées nous indique donc
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que les trois solutions de fixation ont un effet assez similaire sur le volume du neuropile et des

cellules du tissu de souris, sans affecter le nombre de cellules marquées.

2.3.1.2 Volet humain
Chez les spécimens humains, il y avait moins de neurones marqués dans les spécimens fixés par la
SSS que dans les spécimens fixés par les deux autres solutions. Cela appuie les résultats sur la
quantification de la surface cellulaire totale. Sachant que la surface cellulaire individuelle ne
montrait pas de différence entre les trois solutions, il est possible d'avancer que la SSS n'affecte
pas le volume des cellules elles-mémes, mais leur détection immunohistologique. Nous pensons
que la qualité histologique inférieure observée dans notre étude serait entre autres due a la plus
longue période d'entreposage dans la SSS avant les traitements histologiques (section 2.1.2,
chapitre 5). D'un autre c6té, ces résultats pourraient aussi s'expliquer par un effet différent de la
solution sur le neuropile et les cellules. L'environnement hypertonique créé par la concentration
¢levée en chlorure de sodium de la SSS engendre le mouvement de I'eau hors des cellules (Khan
Academy, 2026b). Cela augmenterait donc le volume du neuropile. En référence aux situations
décrites au chapitre 2, il y aurait alors une surface cellulaire totale et un nombre de cellules
marquées plus petit dans chaque région d'intérét, mais la surface cellulaire individuelle ne serait
pas différente de celle observée dans le tissu fixé par les autres solutions. Ce sont les mémes
modulations de variables quantitatives qui ont été observées dans ce cas-ci. Par conséquent, les
résultats de la SSS pourraient s'expliquer de deux maniéres : (1) le marquage immunohistologique
est de moins bonne qualité, ou (2) le volume du neuropile augmente indépendamment de celui des

cellules, ce qui nécessiterait une étude plus approfondie.
2.3.2 Nombre de neurones au focus et hors-focus

2.3.2.1 Volet souris
Chez les souris, le tissu fixé avec la SFA avait moins de cellules au focus et plus de cellules hors-
focus que le tissu fixé avec la SSS et la SA. En prenant ces résultats indépendamment des résultats
des autres variables, on pourrait penser que cela sous-tend des cellules plus petites dans les tissus
fixés avec la SFA. Si elles sont plus petites, elles ont moins de chances d'apparaitre pleinement
dans le niveau de focus de la photomicrographie. Cependant, aucune des autres variables étudiées
ne supporte cette conclusion. La surface cellulaire totale et individuelle ainsi que le nombre total

de neurones marqués dans les cerveaux de souris ne montrent pas de différence avec les deux autres
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solutions de fixation. Il est possible que notre hypothése concernant l'effet de la grosseur des
cellules sur le nombre de cellules au focus et hors-focus soit erronée. Peut-étre que le nombre de
cellules au focus et hors-focus n'est pas déterminé par la grosseur des cellules, mais bien par la

qualité de pénétration des anticorps.

Par exemple, la qualité de pénétration des anticorps pourrait étre moins bonne dans les cerveaux
fixés avec la SFA, ce qui expliquerait qu'il y ait moins de cellules aux contours nets dans le milieu
de I'épaisseur de la coupe histologique. La pénétration est reliée a la perméabilisation des tissus.
C'est un processus pouvant étre modifié selon la composition de la solution et le traitement
chimique des coupes histologiques (Frigon et al., 2022b; Yuan et al., 2017). La perméabilisation
des cellules est particulierement importante pour les antigénes qui se retrouvent a l'intérieur du
cytoplasme ou du noyau cellulaire (Cheng et al., 2019), comme c'est le cas pour 'antigéne NeuN
ciblé dans le présent projet. Pendant le protocole d'immunohistochimie, les coupes sont exposées
a des solutions contenant du méthanol et du Triton X-100, qui augmentent la perméabilité des tissus
et facilitent le passage des anticorps a travers la membrane cellulaire (Cheng et al., 2019; Yuan et
al., 2017). De plus, les tissus sont fixés dans des solutions pouvant contenir des produits qui
amorcent cette perméabilisation, par exemple les alcools présents dans la SSS et la SA. Or,
contrairement aux solutions des laboratoires d'anatomie, la composition chimique de la SFA ne
comporte pas d'éthanol ou d'alcool isopropylique. La perméabilité finale des cellules du tissu fixé
avec la SFA pourrait alors étre moindre que celle des cellules du tissu fixé avec la SSS et la SFA,
ce qui entrainerait une moins bonne pénétration de l'anticorps anti-NeuN. Ce phénomeéne est
appuy¢ par une étude précédente, qui a rapporté que trois spécimens de souris fixés avec la SFA
sur neuf montraient une pénétration incomplete des anticorps anti-NeuN (Frigon et al., 2022b). En
comparaison, seulement un spécimen de souris sur neuf fixé avec la SSS et aucun des spécimens

fixés avec la SA ne montrait une pénétration incompléte du méme anticorps (Frigon et al., 2022b).

2.3.2.2 Volet humain
Les cerveaux humains fixés avec la SSS avaient moins de cellules au focus et moins de cellules
hors-focus que les cerveaux fixés avec la SFA et la SA. Ceci n'est pas surprenant, puisque le
nombre total de neurones marqués était inférieur dans les cerveaux fixés avec la SSS
comparativement a celui obtenu pour les deux autres solutions. Il est alors normal que le nombre

des neurones soit ¢galement plus bas dans les deux catégories évaluées ici. C'est pourquoi nous

136



avons aussi calculé des ratios du nombre de cellules au focus ou hors-focus sur le nombre total de
cellules pour chacune des solutions. Ces ratios étaient similaires entre les trois solutions pour les
neurones au focus et hors-focus. Ainsi, contrairement aux résultats observés chez la souris, il ne

semble pas y avoir de différence réelle entre les trois groupes de fixateurs pour ces deux variables.

Bien que l'objectif principal de I'étude ne soit pas de comparer les deux espéces utilisées dans le
présent projet, il est tout de méme intéressant de constater que les différences dans le nombre de
cellules au focus et hors-focus n'étaient pas les mémes chez la souris et chez 'humain. Chez la
souris, nous pensons que la pénétration des anticorps a travers l'épaisseur du tissu était incomplete,
mais cela ne semble pas avoir été le cas chez I'humain. Une possible explication repose dans l'action
des variables confondantes de I'humain. Comme il y a un intervalle post-mortem reli¢ a la perfusion
de cadavres, certains processus de dégradation s'entament dans le tissu humain avant la fixation
complete du corps. Il est connu que les membranes cellulaires deviennent perméables apres la mort
(Krassner et al., 2023), un processus qui serait plus exacerbé chez les humains en raison du long
intervalle post-mortem. Sachant que la perméabilisation est un aspect important qui influence la
pénétration des anticorps, cela pourrait possiblement expliquer que cette derniére se soit mieux

faite dans le tissu humain que dans le tissu murin.
2.4 Quantification des diamétres cellulaires

2.4.1 Petits et grands diametres

2.4.1.1 Volet souris
Les petits diameétres des cellules n'étaient pas différents dans les tissus fixés avec les trois solutions.
Cependant, les grands diametres des cellules du tissu fixé avec la SFA étaient inférieurs a ceux
observés dans les spécimens fixés avec la SSS et la SA. En interprétant les résultats des diameétres
neuronaux indépendamment des autres variables, on pourrait avancer que le tissu fixé avec la SFA
a des cellules plus rondes, alors que les tissus fixés avec la SSS et la SA ont des cellules plus
allongées. Cela a été analysé davantage en calculant des ratios de circularité, dont les résultats
seront adressés a la section suivante. Cependant, la différence retrouvée entre les moyennes des
grands diamétres est de moins d'un demi-micron. Bien que ce soit une différence statistiquement
significative, la différence a I'échelle biologique ne représente que de 3 a 4% du diamétre de la

cellule. De plus, si seul le grand diametre est plus petit, mais que le petit diamétre ne change pas
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d'un groupe a l'autre, la cellule au complet devrait aussi étre plus petite. Or, les cellules des
spécimens fixés par les trois solutions ne montraient pas de différence de surface, ce qui laisse
supposer que leur taille n'était pas différente non plus. Si les cellules étaient bel et bien plus petites,
comme le laisse présager la différence dans les grands diamétres, une différence aurait da étre
détectée dans les autres variables. Il est possible que la petite taille de notre échantillon soit en
cause ici. Avec un échantillon de petite taille, la probabilité d'occurrence d'une erreur de type II
(faux négatif) est plus haute, car les tests statistiques sont moins puissants. Cela signifie qu'il y a
peut-&tre une différence de surface cellulaire qui n'a tout simplement pas été détectée. Toutefois,
une analyse rapide sur G*Power (version 3.1.9.6) a montré que l'atteinte d'une taille d'échantillon
suffisamment grande pour obtenir une bonne puissance statistique aurait été infaisable avec les
souris (section 5.7, chapitre 3). En revanche, la détection d'une différence ne changerait quand

méme pas sa faible portée a 1'échelle biologique.

Les grands diametres obtenus avec la segmentation automatique des cellules individuelles n'étaient
pas différents entre les spécimens fixés avec les trois solutions de fixation. Les petits diamétres, en
revanche, étaient plus grands dans les spécimens fixés avec la SSS que dans les spécimens fixés
avec la SFA et la SA. Ces résultats ne sont pas cohérents avec les autres, car ils ne détectent pas
les mémes différences. Plutdt que d'obtenir des grands diamétres plus petits dans les cerveaux fixés
avec la SFA comme avec la méthode manuelle, le logiciel automatique obtient des petits diamétres
plus grands dans les cerveaux fixés avec la SSS. Cependant, comme mentionné au chapitre 3, nous
pensons que la méthode automatique a été plus affectée dans la quantification des diametres et que
ces résultats sont plus variables. Les hétérogénéités de marquage des cellules et de l'intensité de
l'arriére-plan auraient induit des erreurs de segmentation du logiciel automatique (section 5,
chapitre 3). Comme les diameétres automatiques ont ét¢ mesurés a partir de ces segmentations
parfois erronées, ils ne sont pas toujours aussi précis que les diametres manuels. Nous jugeons donc
que les différences entre les groupes détectées pour les diamétres automatiques ne sont pas
suffisamment fiables. De surcroit, la différence entre les moyennes mesurées par les méthodes
manuelle et automatique s'éléve autour de 6%, ce qui suffit a expliquer les différences de fraction

de microns trouvées ici.
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2.4.1.2 Volet humain
Chez les spécimens humains, les grands diametres n'étaient pas différents dans les cellules du tissu
fixé avec les trois solutions. En revanche, les petits diamétres étaient plus grands dans les
spécimens fixés avec la SFA que dans les spécimens fixés avec la SSS et la SA. Bien que le résultat
soit inversé entre les spécimens de souris et humains, les deux cas reflétent une potentielle forme
circulaire des cellules fixées avec la SFA par rapport aux deux autres solutions. Encore une fois,
cependant, les différences statistiques ne se transposent pas nécessairement en différence
biologique significative. De plus, les résultats n'indiquaient pas de différence de surface cellulaire
individuelle entre les tissus fixés par les trois solutions, ce qui vient appuyer le fait que la différence
est si petite qu'elle n'a pas d'impact sur la taille de la cellule. Cela pourrait provenir de la petite
taille d'échantillon imposée par les limites de disponibilité du tissu ex vivo humain pour la

recherche. La justification est la méme que pour les cerveaux de souris.
2.4.2 Ratios de circularité

2.4.2.1 Volet souris
Les indices de circularité basés sur les ratios des diameétres mesurés manuellement n'étaient pas
différents entre le tissu fixé avec les trois solutions de fixation. Il est tout de méme intéressant de
noter que les ratios des cellules fixées avec la SFA, malgré une absence de différence
statistiquement significative, étaient plus proches de 1 que les ratios des cellules fixées avec la SSS
et la SA. En parall¢le avec les résultats précédents sur les grands diamétres, les spécimens fixés
avec la SFA semblent ainsi avoir des cellules davantage circulaires. Toutefois, si cette différence

existe bel et bien, elle est si petite qu'on ne peut pas I'observer a I'ceil nu.

En revanche, les indices de circularité basés sur les ratios des diamétres mesurés automatiquement
¢étaient différents entre les groupes. Les spécimens fixés par la SSS avaient des ratios plus grands
que ceux des spécimens fixés par la SA. Bien que la différence n'était pas statistiquement
significative, les ratios des spécimens fixés par la SSS étaient aussi supérieurs a ceux des spécimens
fixés par la SFA. Comme il a été mentionné précédemment, nous pensons que la segmentation
automatique a partir de laquelle ces indices ont été calculés n'est pas suffisamment précise. En
effet, les hétérogénéités du marquage histologique auraient biaisé les résultats des diamétres
automatiques, ce qui aurait a son tour biaisé les résultats des ratios mesurés. Les différences entre

les groupes ne sont donc pas une préoccupation. De plus, les différences ne sont que d'une fraction
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de microns, ce qui ne représente pas une différence suffisante a 1'échelle biologique pour justifier

un impact de la solution sur la forme cellulaire.

2.4.2.2 Volet humain
Pour le tissu humain, les ratios de circularité des cellules n'étaient pas différents entre les solutions.
Or, malgré le fait que cette différence ne soit pas statistiquement significative, il convient de
souligner que les spécimens fixés avec la SFA avaient des ratios un peu plus proches de 1. Ceci
dénote la présence potentielle de cellules un peu plus circulaires dans le tissu fixé avec la SFA par
rapport aux deux autres solutions, méme si cette différence n'était pas détectable statistiquement.
Cette différence pourrait éventuellement devenir significative en augmentant la taille de
I'échantillon. En revanche, la différence a l'échelle biologique ne serait pas trés importante, d'autant
plus qu'une observation visuelle de la forme des cellules dans les trois solutions de fixation n'est

pas suffisante a détecter une différence (Figure 15, section 2.1.2, chapitre 5).

2.5 Nombre de régions d'intérét

Le nombre de ROIs a acquérir pour atteindre 30 cellules a segmenter par spécimen humain était
plus grand dans les cerveaux fixés par la SSS. Cela appuie les résultats obtenus dans les spécimens
fixés par la SSS pour la surface cellulaire totale et le nombre total de neurones marqués par ROI.
Comme il y avait moins de cellules marquées par RO, il fallait prendre plus de photomicrographies
pour obtenir le méme nombre de cellules a segmenter dans les spécimens fixés par la SSS. La SSS
produirait donc un marquage immunohistochimique de moins bonne qualité. Cela s'expliquerait

par les mémes hypothéses qui ont ét¢ mentionnées plus tot.

3. Limites de 1'étude

La limite principale de 1'étude est la petite taille des échantillons chez la souris et chez I'humain,
qui pourrait potentiellement avoir influencé la puissance statistique. Comme nous travaillons avec
des échantillons de convenance, cette limite ne peut pas étre contournée en ajoutant des spécimens,
car nous sommes limités par la disponibilité du matériel. Cependant, les résultats obtenus n'en sont
pas moins valides. Les différences de moyennes entre les groupes ne sont pas grandes. Ainsi, les
cerveaux fixés avec les solutions des laboratoires d'anatomie pourraient étre utilisés sans probléme
dans des études cherchant a mesurer une différence claire (c.-a-d. une taille d'effet plus importante)

dans le nombre ou la taille des cellules.
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De plus, il aurait été possible d'évaluer davantage de variables quantitatives ou de tester divers
antigeénes ou colorations histologiques entre les trois fixateurs. Cependant, nous avons choisi de
nous concentrer sur les variables associées au nombre et a la taille des neurones, car la perte de
neurones et l'atrophie sont impliquées dans les maladies neurodégénératives (Agnello & Ciaccio,

2022). Nous pourrons éventuellement explorer d'autres avenues dans de futurs projets.

4. Directions futures

Les différences qualitatives entre les trois groupes de fixateurs ont été rapportées dans des études
précédentes de notre groupe de recherche, qui se sont concentrées sur I'immunohistochimie et
I'histologie de plusieurs types de cellules (Frigon et al., 2022b; Frigon et al., 2024). Le présent
projet a permis d'é¢lucider les différences quantitatives entre ces trois mémes solutions de fixation,
en poussant davantage sur I'immunohistochimie des neurones. A la lumiére des découvertes faites
jusqu'a maintenant, nous avancgons que les cerveaux fixés avec la SSS et la SA seraient utilisables

en recherche.

4.1 Solution saturée de sel

La SSS est une solution dont les effets macroscopiques sont idéaux pour la dissection et les
simulations neurochirurgicales en laboratoire d'anatomie humaine. Notre groupe de recherche a
prouvé que l'utilisation des cerveaux fixés par cette solution était possible dans les études utilisant
I'THC (Frigon et al., 2022b; Frigon et al., 2024). Cependant, la qualité histologique des cerveaux
humains fixés par cette solution est généralement moins bonne. Le présent projet a aussi montré
que la qualité du marquage des neurones dans le cortex moteur primaire humain était inférieure a
celle observée sur les tissus fixés avec les deux autres solutions. Le marquage était plus pale et
moins homogene, entrainant une moins grande surface cellulaire totale et un plus petit nombre de
neurones marqués par ROI. Toutefois, comme le but du projet était de comparer les trois solutions,
les protocoles utilisés étaient les mémes pour tous les groupes. Nous présumons que des
ajustements de protocole histologique seraient bénéfiques pour maximiser les résultats de I'THC sur
du tissu fixé avec la SSS. Ainsi, des études supplémentaires seraient nécessaires pour optimiser les
protocoles avant de pouvoir offrir ce tissu pour la recherche. 1l serait également pertinent d'utiliser
d'autres marqueurs neuronaux et gliaux afin de savoir si les résultats obtenus ici sont attribuables

aux neurones ou a l'anticorps choisi. De plus, il est possible que la qualité inférieure des résultats
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histologiques soit dépendante de la région choisie. Ainsi, I'étude d'autres régions est importante

pour la suite des choses.

4.2 Solution d'alcools

La SA est une solution grandement utilisée dans les laboratoires d'anatomie humaine pour fixer les
cadavres utilisés pour la dissection et I’enseignement. Des études précédentes de notre laboratoire
ont montré que l'utilisation des cerveaux fixés par cette solution n'était non seulement possible,
mais donnait parfois des résultats histologiques supérieurs a ceux observés dans le tissu fixé avec
la SFA (Frigon et al., 2022b; Frigon et al., 2024). Le présent projet n'a fait que renforcer ces
résultats. Toutefois, nous avons remarqué une certaine variabilité dans l'intensité du marquage des
spécimens humains fixés avec la SA. Les variables récoltées dans le présent projet ne considéraient
pas ce facteur, donc ceci n'a pas ét¢ mentionné dans l'interprétation des résultats. Ceci pourrait étre
abordé dans les prochaines études, en intégrant une analyse semi-quantitative de l'intensité¢ du
marquage. Cela dit, les résultats générés jusqu'a maintenant par notre groupe de recherche appuient
l'utilisation des cerveaux fixés par cette solution en recherche. Comme pour la SSS, il serait
intéressant d'optimiser les protocoles pour qu'ils soient encore mieux adaptés au tissu fixé avec la

SA et d'agrandir les marqueurs et régions étudiés.

Somme toute, les résultats présentés dans ce mémoire sont prometteurs pour l'utilisation en
recherche des spécimens fixés avec les solutions des laboratoires d'anatomie humaine. Afin de
pouvoir recommander leur usage, il faudra toutefois explorer d'autres aspects de la recherche dans
lesquels ces cerveaux pourraient étre utilisés. Par exemple, leur usage pourrait étre bénéfique en
imagerie médicale ou en recalage entre les images de résonance magnétique et d'histologie. Ce
travail de grande envergure a été entamé par notre laboratoire et évolue constamment (Frigon et
al., 2026; Gérin-Lajoie et al., 2026). La prochaine étape majeure sera d'évaluer leur usage pour la
recherche histopathologique dans d'autres régions que les hémispheéres cérébraux, en évaluant entre
autres les différences qualitatives et quantitatives du tronc cérébral dans le cadre d'un projet de

doctorat.
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Conclusion

L'objectif général de notre étude était de comparer les effets sur le cerveau de trois solutions de
fixation : (1) la solution de formaldéhyde utilisée par les banques de cerveaux et en recherche, (2)
la solution saturée de sel et (3) la solution d'alcools, toutes deux employées par les laboratoires
d'anatomie. Nous avons évalué les effets quantitatifs de ces fixateurs sur la surface cellulaire et le
nombre de neurones marqués dans une région d'intérét ainsi que sur les diameétres cellulaires de

neurones choisis aléatoirement.

Notre premier objectif consistait a analyser ces variables quantitatives sur les cerveaux de souris,
car ces derniers permettent d'isoler la variable indépendante (c.-a-d., la solution utilisée) tout en
¢vitant les variables confondantes associées aux humains. L'hypothése prévalente était que les
cerveaux fixés avec la SFA auraient des surfaces cellulaires plus petites en raison de leur forte
concentration en formaldéhyde. En réalité, les résultats ont montré que les surfaces cellulaires
totale et individuelle, le nombre total de neurones et les petits diamétres des neurones étaient
similaires entre les spécimens fixés avec les trois solutions. Certaines différences ont été détectées
au niveau du nombre de cellules au focus et hors-focus, ainsi que dans les grands diameétres
neuronaux. Les spécimens fixés avec la SFA avaient moins de cellules au focus et plus de cellules
hors-focus que les spécimens fixés avec les deux solutions anatomiques. Nous pensons que cela
est dli & une moins bonne pénétration des anticorps dans I'épaisseur de la coupe du tissu fixé avec
la SFA, causant des cellules plus floues dans 1'épaisseur a laquelle les photomicrographies ont été
prises. De plus, les grands diamétres des neurones fixés avec la SFA étaient plus petits que ceux
des spécimens fixés avec la SSS et la SA. Cela refléte potentiellement une différence de
morphologie, c'est-a-dire que les cellules fixées avec la SFA seraient de forme davantage circulaire.
Ce résultat n'est pas supporté par les ratios de circularité calculés, qui ne manifestent pas de

différence entre les trois solutions de fixation.

Notre second objectif consistait a répéter I'é¢tude sur les cerveaux humains. L'hypothése initiale
était la méme que pour les souris. En pratique, les résultats ont révélé que les spécimens fixés avec
la SSS étaient de moins bonne qualité histologique, ce qui a entrainé une moins grande surface

cellulaire totale et un moins grand nombre de neurones marqués par région d'intérét. Malgré cela,



ces spécimens avaient des cellules de surface similaire aux spécimens fixés avec les deux autres
solutions, ce qui signifie que la SSS ne diminue pas le volume du tissu de fagon différente. Les
grands diamétres neuronaux n'étaient pas différents entre les spécimens fixés par les trois solutions,
mais les neurones fixés par la SFA avaient de plus grands petits diametres. Cela semble encore une
fois indiquer que ces cellules ont une morphologie un peu plus circulaire que celles fixées par la
SSS et la SA. Ce résultat n'était pas supporté par le calcul des ratios de circularité, qui ne détectaient
aucune différence entre les trois groupes. Ainsi, I'étude a démontré que les cerveaux humains fixés

par la SSS étaient de qualité inférieure pour les études histologiques.

Notre troisieéme objectif consistait a développer une méthode automatique précise pour segmenter
les neurones de fagon équivalente a la méthode manuelle, qui est considérée comme la méthode de
référence. L'hypothése était que la méthode automatique serait moins précise dans les cerveaux
fixés avec la SSS, car ils contiennent davantage d'artéfacts histologiques que les cerveaux fixés
avec les deux autres solutions. En fait, la méthode automatique s'est révélée suffisamment précise
pour détecter les surfaces cellulaires totale et individuelle de fagon similaire a la méthode manuelle
dans les trois solutions. Nous recommandons tout de méme qu'un contrdle de qualité des images

soit appliqué a la suite de la segmentation automatique.

En conclusion, nos résultats démontrent que les cerveaux humains fixés avec la SSS sont moins
intéressants pour les études neuroscientifiques utilisant I'immunohistochimie pour marquer les
neurones. Cependant, les cerveaux humains fixés avec la SA ont subi des effets microscopiques
similaires a ceux fixés avec la SFA. Ceci est prometteur pour leur utilisation future dans les études
histologiques quantitatives, dans la mesure ou cela valorise 1'exploitabilité des cerveaux provenant
des laboratoires d'anatomie. D'autres études devront cependant étre réalisées afin d'examiner en
profondeur les effets de cette solution pour d'autres utilisations ou dans d'autres régions du cerveau.
Nous souhaitons entre autres élargir la portée de 1'étude en étudiant les effets des solutions sur les
autres populations cellulaires ainsi que sur certains biomarqueurs fréquemment étudiés en
neuropathologie (p. ex., la protéine tau dans la maladie d'Alzheimer). De plus, les solutions
pourraient avoir des effets différents sur différentes régions, y compris le tronc cérébral, qui sera

¢tudié sous peu dans le cadre d'un projet de doctorat.
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