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P R O  L A B O R A T O R I O  

Dispositif  p o u r  l ' e x a m e n  microscopique 
aux basses  t e m p e r a t u r e s  

Depuis RI~AUMUR qui, en 1736, a v a i t  6tudi6 la cong6- 
ht ion d ' insec tes  divers ,  les biologis tes  se son t  tou jours  
int~ressfis aux  diff6rents  probl~mes lids 5  ̀ Fac t ion  du 
froid sur les o rganismes  v ivan t s .  Depuis  peu,  ces 6tudes  
ont pris un tr~s g rand  int6r~t  d ' o rd re  p r a t i q u e  puis- 
qu'elles p e r m e t t e n t  d ' env i sage r  l '~ tab l i s sement  de 
,banques de t issus conserv6s,,  u t i l isables  en chirurgie.  
Les tissus ainsi  congel~s o n t  leur  ac t iv i t6  phys io log ique  
suspendue e t  p e u v e n t  conse rve r  leur  viabi l i t~ p e n d a n t  
de tr~s longues p6riodes. Les t r a v a u x  de BECQUEREL 1 
ont montr6  ce t t e  suspension de ia vie  aux  confins  du 
z6ro absolu darts le cas d 'o rgan i smes  trbs s imples  c o m m e  
des bact6ries, des spores p r6a l ab l emen t  dess6ch6es. Le 
problbme est plus d61icat pour  les t issus de mammif~res .  
Supportant  en effet  tr~s real la dessiccat ion,  leur  r6sis- 
tance au froid est  faible et, pour  6v i te r  de t rop fortes 
alt6rations, il a fallu chercher  soit  dans  la vi tesse de 
cong61at ion  (LUYET ~-) soit  dans  les mi l i eux  de cong61a- 
t ion (PARKES, SMITH, LOVELOCK, POLGE ~) d e s  t e c h n i q u e s  
permet tant  la survie  des t issus congel6s. L ' u n  des 
principaux probl6mes  consis te  alors 5  ̀ conna i t re  si les 
att~rations se p rodu i sen t  au cours  de la cong61ation 
proprement di te ,  p e n d a n t  le s6jour  aux  basses ternp6ra- 
tures, ou bien lors du d6gel e t  du re tour  aux  t empera -  
tures normales.  

Seul l ' e x a m e n  mic roscop ique  des t issus au cours du 
processus de cong61ation et de d6gel peu t  pe rme t t r e  de 
suivre les processus d ' a l t 6 ra t ion  dans  leur int6grit6 et 
aucune m6thode  ind i rec te  ne peu t  appo r t e r  une s6curit6 
d ' interpr6tat ion suff isante.  

Divers apparei ls  on t  6t6 r~alis6s dans  ce but ,  mais  au- 
cun ne pe rme t  de d~passer  -- 120°C et  tous  n ' a ssuren t  
qu'un re f ro id issement  tr~s len t  (20 rain 5  ̀ t h) et  diffi- 
cilement r~glable (CHAMBERS et  HALE4: microscope en 
chambre froide;  HOCART et  MONIERS: disposit if  m~- 
tallique refroidi  p a r  un  c o u r a n t  d ' a i r  f roid;  SMITH et  
SMILESS: microscope avec  p la t ine  sp6ciale de HARMER ~ 
refroidie par  conduc t ion  m6tal l ique) .  C 'es t  pourquoi ,  afin 
de r~aliser des recherches  tr~s vari6es dans  le domaine  de 
la consolat ion,  nous avons  cons t ru i t  un disposi t i f  
special, voisin d 'a i l leurs  c o m m e  concept ion  du micro- 
scope utilis6 par  le Dr  CECIL TAYLOR s du Rockefel ler  
Institute de New-York .  No t r e  appare i l  pe rme t  en effet  
de refroidir l e n t e m e n t  ou b r u t a l e m e n t  les p repara t ions  
examinees, de les observer ,  une lois congel*es, par  tous  
les proc6d6s op t iques  classiques t o u t  en  m a i n t e n a n t  la 
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basse t emp6ra tu re  cons tan te ,  et d 'op6re r  ensui te  le d6gel 
5  ̀la vi tesse d6sir6e (Fig. 2). 

L ' ob j e t  b, examine r  est  port6 par  la glace sup6r ieure  G 1 
d 'une  ceIlule d ' e x a m e n  m6ta l l ique  (Cell)  ferm6e 5  ̀la par-  
t ie inf6rieure par  une deux i~me glace op t i que  en q u a r t z  
(Fig. 2). Deux  encein tes  6 tanches  D 1 et  D 2  c o n t e n a n t  
du dess6chant  emp~chen t  t o u t  g ivrage  au cours  de 
l 'observa t ion .  T o u t  l ' ensemble  de l ' appare i l l age  est  
so igneusement  calorifug6 par  un coffrage en Klegece l l  
(R6sine syn th~ t ique  de Kleber-Colombes ,  France) .  P o u r  
l ' ob ten t ion  des t emp6ra tu re s  ex t remes ,  le refroidisse-  
m e n t  est  assur6 par  une  c i rcula t ion  de p ropane  t iquide  
{L) con tenu  dans  deux  cuves  ident iques .  Le  p ropane  
refroidi  par  un bain  p~riph6rique (BR)  d ' azo t e  l iqu ide  
circule sous pression d 'hydrog6ne  a l t e r n a t i v e m e n t  d ' u n e  
c u r e  5  ̀t ' au t re  de fa~on a u t o m a t i q u e ,  par  un ensemble  de  
canal isa t ions  T I, T 2 .  Pour  ob ten i r  une conso la t ion  tr~s 
brutale ,  l ' ensemble  des condui tes  est d ' a b o r d  refroidi  en 
o u v r a n t  les robine ts  R 1, R 2, e t  R 7, e t  en  f e r m a n t  R 5  
et  R 6 .  Une spirale  chau f f an t e  Ch emp~che que,  p e n d a n t  
ce temps-15`, la cellule d ' e x a m e n  ne se refroidisse pa r  
s imple conduc t ion  t h e r m i q u e  le long des condui tes .  
Quand  la t e m p e r a t u r e  T h 2  est  devenue  s tab le  (envi ron  
- 160°C), on ferme R 7  et  on ouvre  R 5  et  R 6  en c o u p a n t  
le chauffage  Ch. Le l iquide passe b r u t a l e m e n t  dans  la 
cellule d ' e x a m e n  oll le re f ro id i ssement  est  ins tan tan6 .  
On peu t  a t t e ind re  - t 4 0 ° C  en moins  d ' u n e  seconde,  en 
Th 1. Le faible v o l u m e  de la cellule (2 cm 3) et  la forte  
quan t i t6  de p ropane  qui  circule pa r  m i n u t e  (800 cm a) 
assurent  une par fa i te  s tabi l i t6  de la t e m p 6 r a t u r e  en Y h  t 
pendan t  de tr~s longues p6riodes d ' o b s e r v a t i o n .  Le r6- 
chau f f emen t  peu t  ~tre effectu~ 5  ̀vo lont6  en  f e r m a n t  les 
robinets  R t e t  R 2  e t  en e n v o y a n t  de  l ' i sopen tane  5  ̀ la 
t e m p 6 r a t u r e  vou lue  par  les rob ine t s  R 3  e t  R 4 .  Si l 'on  
d6sire a t t e ind re  des t emp6ra tu re s  moins  basses, on peu t  
ob ten i r  tous  les types  de r e f ro id i s semen t  en fa isant  
va r l e t  le l iquide  c i rcu lan t  ( i sopentane ,  essence, alcool, 
acetone) et la t e m p e r a t u r e  du ba in  r~frig~rant  (m~lange 



202 Brbves communications - Brevi comunicazioni [EXPI~RIENTIA VoL. XIII[5] 

/ 

_ 

R* 

De,$. / 

Fig. 2. Priucipe de fonctionnement et dessin sch6matique du dispositif utilis6 pour la cong61ation rapide: L liquide de circulation - 
B R  bain r6frigdrant C r~servoir de compensation - T robinet d'arriv6e de gaz et de raise en d6compression sur l 'atmosph~re - Tt, 
T2 tubulures de circulation du liquide r6frig6rant T3, T4 tubulurcs d'arriv6e de gaz R1, R2 robinets de commando du liquide r6fri- 
g~rant - R3, R4 robinets de commande dn liquide de r6chauffcmcnt - R8, R6 robinets de commande de la celhfle d 'examen - R7 robinet de 
commande du court-circuit - Thl  thermocouple de la cellule d 'examen - Tk2 thermocouple contr6Iant l 'ensemble des eonduites - Cell 
cellule d 'examen - Ch spiralc ehauffante - D1, D2 eneeintes 6ranches de dcssiccation {Dess. dess6chant) - G1, G2, G3 glaces optiques en 

quartz mince - Co couvereles maintenant  les glaces ell place - O objet A examiner. 

a l c o o l - g t a c e  c a r b o n i q u e ) .  O n  p e u t  e n f i n  o p 6 r e r  u n e  %-  
f r i g 6 r a t i o n  l e n t e  e n  f a i s a n t  c i r c u l e r  de  l ' h y d r o g ~ n e  re -  
f ro id i  p a r  p a s s a g e  d a n s  l ' a z o t e  l i q u i d e .  U n  c o n t r 6 1 e  
t h e r m o s t a t i q u e  e n  T h  I r6g le  a l o r s  le d 6 b i t  d ' h y d r o g b n e  
e n  f o n c t i o n  d e  la t e m p 6 r a t u r e  ~ a t t e i n d r e  e t  d u  t e m p s  
d6s i r6  p o u r  y p a r v e n i r .  E n  d e s s o u s  de  - - 1 0 0 ° C  il e s t  
n 6 c e s s a i r e  de  p o u r s u i v r e  la  r 6 f r i g 6 r a t i o n  p a r  u n e  c i r c u l a -  
t i o n  de  p r o p a n e  t i q u i d e .  I1 e s t  a l o r s  p o s s i b l e  d ' a t t e i n d r e  
-- 180~C e n  T h  1. 

D e  n o m b r e u x  t r a v a u x  s o n t  a c t u e l l e m e n t  e n  c o u r s  
a v e c  ce t  a p p a r e i l l a g e  e t  n o u s  p e n s o n s  p o u v o i r  d o n n e r  
p r o c h a i n e m e n t  u n e  p r e m i e r e  s6r ie  de  r 6 s u l t a t s  s u r  les 
d i v e r s  p h ~ n o m ~ n e s  se  p r o d u i s a n t  l o r s  d e  ta  c o n g 6 t a t i o n  
de  t i s s u s  a n i m a u x  m a i n t e n u s  e n  c u l t u r e .  

L .  R .  R E y  

Ecole N o r m a l e  S u p d r i e u r e ,  L a b o r a t o i r e  de Zoologic ,  
Un ive r s i t d  de P a r i s ,  le 19 ddcembre t 9 5 6 .  

S u m m a r y  

I n  o r d e r  t o  i m p r o v e  t h e  s t u d i e s  of  t h e  d i f f e r e n t  
p h e n o m e n a  o c c u r r i n g  d u r i n g  t h e  d e e p - f r e e z i n g  o f  l i v i n g  

a n i m a l  t i s s u e s ,  t h e  a u t h o r  h a s  b u i l t  a m i c r o s c o p i c  device 
w i t h  w h i c h  i t  is p o s s i b l e  t o  e x a m i n e  f r a g m e n t s  of  t issues 
d u r i n g  f r e e z i n g  a n d  t h a w i n g .  T h i s  a p p a r a t u s  g i v e s  diffe- 
r e n t  r a t e s  o f  c o o l i n g  a n d  r e - w a r m i n g ,  f a s t  a n d  s low,  both 
c o n t r o l l e d  w i t h  a c c u r a c y .  T e m p e r a t u r e s  as  low as 

1 8 0 ° C  a r e  e a s i l y  r e a c h e d .  
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