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La conservation de la vie par le froid 

Par L. R. RF.v* 

Depuis fort Iongtemps, les physiologistes ont observd 
que, lors de Ia saison fro|de, certains animaux pou- 
vaient pr6senter une activit6 rdduite et demeurer pen- 
dant plusieurs mois en dtat de vie ralentie, c'est le phd- 
nom~ne d'hibernation naturelle. I1 s'agit 1~ d'aitleurs 
d 'une manifestation tr&s gdndrale du froid qui agit tou- 
iours sur les organismes vivants comme un dldment 
moddrateur;  ainsi, par exemple, la vitesse de circula- 
tion du sang, la croissance d'un vdgdtal, la marehe des 
fourmis, les mouvements des ailes d'un insecte, sont 
ralentis par le refroidissement (ROSTAND1). L'hiber- 
nation naturelle chez les animaux 5. sang chaud cons- 
titue une rdaction de ddfense de l'organisme contre la 
mauvaise saison. Placds dans un dtat de profonde 
torpeur, les hibernants ont une d@ense mdtabolique 
rdduite et leur tempdrature centrale s'abaisse jusqu'aux 
limites de la vie physiologique, + 15 ° 5. + 20°C, l'hypo- 
thermie devient donc une consdquence secondaire du 
sommeil hibernal. 

De tr~s nombreux travaux ont dtd consacrds 5. ce 
phfnom~ne que l 'on a tentd de reproduire au labora- 
to|re. De 15. est nde l 'hypothermie artificielle, devenue 
en clinique l 'hypothermie thdrapeutique. 

L'animal refroidi de plus de 20 degrds se prdsente 
apparemment  comme un hibernant en hiver. Cepen- 
dant, de nombreuses diffdrences les opposent et c'est 
pourquoi l 'on parle d'hypothermie art|fie|die et non 
d'hibernation artificielle. On pent, certes, obtenir l 'a- 
baissement de la tempdratnre centrale, mais l'animal 
hypothermique est en dtat de coma et seule une tech- 
nique de r6animation appropride lui permettra de re- 
prendre ses fonctions physiologiques normales. L'hiber- 
nant, au eontraire, n'est qu'endormi et peut 5. tous 
moments retrouver son act|vital. 

Toutefois, l 'hypothermie artificielle a rendu d'im- 
menses services en thdrapeutique humaine e t a  permis, 
en physiologic expdrimentale, de remarquables dtudes 
(AN1)JUS 2, GIAJAa). On a'eherchd, d'ailleurs, 5. dd- 
passer ce stade et 5. rdaliser une vdritable suspension 
de l 'activit~ vitale. Un refroidissement suppldmentaire 
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en-dessous de + 15°C conduit h l'm'r,3t rdversible des 
fonctions circulatoires et respiratoires. C'est l 'dtat de 
mort apparente, parfois appeld nmrt clinique (AND- 
JUS 4, NF.GOVSm s.~). Certains auteurs ont m6me rdnssi h 
congeler partietlement des hamsters san's perdre la 
possibilitd de les rdanimer (S.~II'I"It ~, LOVEI.OCI~: et 
SmTtlS). I1 semblerait ainsi title l'm-, ait rdussi 5. sus- 
pendre toute act|vital vitale et quc la vie lluisse dtre 
conservde inddfiniment at, x alentours de 0°C. I1 n'en 
est rich, car la mort clinique est un dtat instable qui 
ne peut se prolonger sans dangers. F.Ile ne constitue 
qll'un stade transitoire de quelques heures au plus, 
une raise en sommeil temporaire de I'organisme et non 
un blocage permanent de son act|vital physiologique. 

En effet, nil'|he h 0°C, le mdtabolisnle n'est pas 
arr6td et de tr6s llolnbreuses rdactions biochimiques 
se poursuivent activemcnt. II scmblc donc que settle 
une immobitisation totale de l'eau cellulaire puisse 
arr6ter les phdnombnes mdtaboliqnes. L'extraction di- 
recte de l'eau des tissus s'dtant avdrde impossible par 
suite des ddgradations irrdversibles qu'elle entraine, 
on a cherchd dans la congdlation de la mati6re viwmte 
une solution nouvelle. L'eau transhn'mde en glace est 
d6finitivement extraite de la mati6re vivante et toute 
possibilitd d'dvohttion ultdrieure semble supprimde. 
Cependaut, on peut se demander si les tissus suppor- 
tent la cristallisation de leur can de constitution et s'il 
est possible de conserver la vie par cette mdthode. 

Les divcrses phases du rdroidissement 

l)ans l'ensemblc et principalement pour les animaux 
vcrtdbrds a sang ehaud, on est forc6 de constater que, 
chaque lois qu'un tissu est congeld, conserv6 au froid 
puis ddgeld sans prdcantions spdciales, il est invariablc- 
mcnt tud. I1 n 'y  a que de trhs rares exceptio,ls, et en 
part|culler, certains tissus cancdreux, diverses souches 
leucdmiqucs rdsistent ~. la congdlation. Quelques cel- 
hfles, 1 ft 2% sont en effet capables tie reprendre vie 
apr6s exposition au fro|d, et surf|sent ,5. cngendrer ~t 
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nouveau la maladie dans des animaux de race sensible. 
Mais il s'agit 1~ de cas isol6s et l 'on peut dire que l 'im- 
mense majorit6 des tissus ne supporte pas le refroi- 
dissement ~t tr~s basse temp&ature.  

Pour quelles raisons les cellules sont-etles alt6r~es de 
fafon irr6versible par la cong61ation ? Quelles sont les 
causes de cette d6naturation profonde ? C'est ce que 
nous allons envisager maintenant.  I1 nous faudra, pour 
cela, suivre les diverses phases du refroidissement et 
essayer de comprendre, ~ travers le d~roulement des 
faits exp6rimentaux, comment se produit la rupture 
des dquilibres naturels de la mati~re vivante, /t quel 
stade du processus s ' introduit ce phdnom~ne de d~- 
gradation dont le r~suttat est la mort  cellulaire. 

Fig. 1. Cong4lat ion d ' u n  cceur d ' E m b r y o n  de Poulet  (6 jours  et  demi) 
darts l ' azote  l iquide.  L 'organe  e~t port~ sur  tm ruban d ' ah tmin ium 

L'appari t ion de glace cr6e des perturbations consi- 
d&ables, et, pour les analyser, nous prendrons un cas 
expdrimental particulier, la congdlation d 'un coeur 
d 'embryon dans l 'azote Iiquide, et nous supposerons 
que ta temp6rature s'abaisse de mani~re uniforme. 
Tout d'abord, par suite de l'existence de forces capri- 
laires considdrables ~ l'int6rieur du tissu, il se produit 
un certain retard dans la cong6lation de l 'eau et l 'on 
peut atteindre des temp6ratures de -15°C,  sans qu'il 
y ait durcissement de l'organe. Dans une deuxi~me 
phase, cet 6tat de surfusion, dminemment instable, ne 
tarde pas 5. cesser brutalement.  L'eau cristallise de 
pr6fdrence dans les espaees inter-cellulaires et p&i- 
cellulaires, puis ensuite 5. t'intdrieur m~me des cellules. 
Comme les fluides tissulaires et le protoplasme sont 
form,s en majeure partie de systfimes colloidaux 
faible concentration saline, la rupture d%quilibre con- 
duit 5̀  de la glace pure en tr&s petits cristaux qui enva- 
hissent la presque totalit6 du sp6eimen. Cependant, il 
demeure, entre ces cristaux, des espaces libres o/1 se 
rassemblent les autres phases du milieu cellulaire. Les 
sels min6raux, en particulier, s 'y  trouvent en totalit6 

et, de ce fait, la concentration de ce liquide interstitiel 
devient tr~s 61ev6e. Si l 'on poursuit alors le refroidisse- 
ment, les cristaux de glace continuent ~ se d~velopper 
et le r6seau lacunaire se r~duit encore tandis qu'aug- 
mente la tonicit6 du liquide qu'il contient (REYg). 

Au cours de cette deuxi~me p6riode de refroidisse- 
ment,  le protoplasme cellulaire se trouve donc soumis 

tout un ensemble de conditions nouvelles: d~shydra- 
ration progressive, pression mdeanique exercde par les 
cristaux de glace et augmentation de la concentration 
saline du milieu ambiant.  

I1 ressort des t ravaux de l 'Ecole Anglaise et surtout 
de ceux de LOVELOCK 1° et de POLGE n, que, parmi ces 
divers facteurs, l 'augmentation de la tonicit6 du milieu 
cellulaire joue le rSte primordial. Les cetlules seraient 
soumises, d 'une part  ~ un choc osmotique tr6s 61ev6, 
et d 'autre  part  les solutions hypertoniques pourraient 
avoir comme effet de dissoudre certaines protdines 
constitutives qui pr6cipiteraient au d6g 1 entralnant  
par  1X-m4me des alt6rations irr6versibles. Lorsque le 
tissu congel6 se trouve ~tre une suspension cellulaire 
comme c'est le cas du sang, du sperme, de la moelle 
osseuse, il convient de souligner que les cellules se 
trouvent rassembl6es darts les veines liquides qui en- 
tourent les cristaux de glace, et, que de ce fait l/t, elles 
sont imprdgndes directement par les solutions salines 
concentr6es. Dans un tissu compact,  le ph4nom4ne est 
16g6rement diffdrent, mais l 'on peut dire que dans le 
protoplasme cetlutaire, ta substance active se trouve 
pr6cis6ment baign6e par les liquides hypertoniques. 

Une tr6s j olie expdrience d6e 5~ SI.OVlTER 12, (SMITH la) 
le ddmontre ais4ment. On cong6le du sang vers - 20°C 
dans un tube ~ essai, en prdsence d'une solution pro- 
tectrice, afin d'6viter l 'hdmolyse et on le laisse 5. cette 
temp6rature pendant plusieurs semaines. Lorsqu'on 
examine le tube 5. la fin de cette p6riode, on constate 
qu'il existe, 5. sa partie infdrieure, un eulot de globules 
rouges s6diment6s. Ainsi, au travers d 'un milieu con- 
gel6 et en apparence rigide, les cellules ont-elles pu 
cheminer tout au long des veines liquides entre les 
cristaux de glace pour s 'accumuler au fond du tube. 
La solution n'dtait qu'une 6ponge de glace imbib6e de 
solutions salines concentrdes. 

Nous voyons 15. combien un examen superficiel des 
effets biologiques du froid peut 4tre trompeur. Bien 
loin d'etre bloqu6s par la congdlation, les milieux tis- 
sulaires environn6s de glace restent liquides et se con- 
centrent. L'immobilisation de l 'eau n'est pas encore 
atteinte et il faudra poursuivre le refroidissement. En 
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effet, ce n'est g6n6ralement que pour des temp6ratures 
beaucoup plus basses encore, de l'ordre de - 50°C 5- 
- 6 0 ° C ,  que l'on obtient la cristallisation totale du 
tissu, ce qui constitue la troisi~me 6tape du refroidisse- 
ment. LS-, ce sont les liquides hypertoniques eux- 
m6mes qui se solidifient en donnant des m61anges plus 
ou moins complexes de cristaux de glace, de cristaux 
d 'hydrates  divers et des innombrables substances con- 
tenues dans la cellule. Par analogie avec ce que Yon 
obtient darts la cong61ation de solutions salines simples, 
on appelle g6n6ralement ces mdlanges solides h6tdro- 
elites, des m61anges eutectiques. La cristallisation des 
phases liquides va  porter Ie coup de grace 5- nos celhfles 
d~j 5. bien dprouvdes par les assauts precedents. Lorsque 
ta cristaltisation des eutectiques se fail progressivement, 
le corps cetlulaire va ¢?tre disloqu~ par les efforts de 
pression pfiriph~riques. St, au contraire, la solidifica- 
tion est instantan~e, c'est ~t la s@aration hrutale des 
phases 5- l'int6rieur du cytoplasme et du noyau qu'il 
faut at tr ibuer les ph6nom+nes d'att6ration. 

La p6riode finale de refroidissement entre - 6 0 ° C  
et - 190°C n 'apporte pas, du moins en apparence, de 
fails nouveaux, h l'exception peut4tre de transfor- 
mations thermodynamiques plus ou moins complexes 
de certains syst~mes cristallins particuliers et lorsque 
l 'on atteint la temp6rature d'dquilibre de - 196°C te 
tissu est d6finitivement plong6 dans un 6tat d'inertie 
totate. 

La p~riode de rdchau//ement et le processus de ddgel 

Peut-on affirmer qu'il est d6jh mort, ou bien les altd- 
rations dont nous avons suivi le cours ne sont-elles que 
le prelude ~ des transformations ult6rieures condui- 
sant 5. la mort  ? I1 est difficile de le dire et le seut point 
qui paraisse certain est que la cellule a subi des modi- 
fications tr~s profondes, et dont certaines sont irrdver- 
sibles. De toutes mani~res, les risques de ddgradation 
ult~rieure ne sont pas d~finitivement dcartds. En effet, 
il faut encore, pour appr&ier le degrfi de survie dut i ,  su, 
le r&hauffer jusqu'5- sa temp6rature normale d'incu- 
bation, soit 37°C environ, et au tours de ce processus 
nous allons assister 5. une nouvelle ~volution du matd- 
riel congel& 

Dans les premiers stades du rdchauffement, il ne se 
produit pas de modifications visibles et jnsqu'a ta 
tempdrature de - 75°C il est n~cessaire de recourir 5. 
des techniques d'observation tr6s spdcialisdes pour 
mettre en 6vidence de faibles transformations thermo- 
dynamiques des syst+ines cristallins. Par contre, lors- 
que la temp6rature s'61+ve au-dessus de - 7 5 ° C  et 
surtout /~ partir de - 6 5 ° C ,  on observe un remanie- 
ment progressif des structures cristallines (ME~¢V- 
.MAN t4, REY~). Les petits cristaux de glace se fusion- 
nent en masses plus importantes tandis que, par en- 

14 H.T.  MERYMAN, Proc. Roy. Soc. B, 147, .152 (1957). 
a5 L. R. REV, Bull. Inst. Inter. Froid ;/4, 9:rl (1959). 

droits, d6bute la fusion partielle des m61anges eutec- 
tiques. Vers - 30°C, l'aspect externe du tissu n 'a  pas 
changd, mats son architecture interne est totalement 
boulevers6e. On trouve, dans la cellule, d'dnormes 
masses cristallines entour6es de lani6res de protoplasme 
d6shydratd baignant dans des solutions s dines con- 
centr6es. Les alt6rations qui se produisent alors sont 
beaucoup plus importantes que celles qui avaient ac- 
compagn6 la cong61ation, car la fusion est un processus 
tr6s lent. II y a contact probing6 avec les liquides 
hypertoniques, dont l'action nocive se poursuit jus- 
qu'5. la disparition totale de la glace vers O°C. La lib6- 
ration brutale de l'eau de ddgel qui en r6sulte pro- 
voque un brusque ~coup de pompe,  osmotique et ag- 
grave encore la d6gradation des &lifices colloktaux qui, 
It' plus souvent, pr6cipitent tit, manitXre irr6versible. 
L'dl6vation ultdrieure tit' la tempdrature jusqu'5- 37°C 
n'am6ne plus de changements structuraux importants, 
mats s'avtXre dgalement incapable de rdtablir l'organi- 
sation primitive. 

Aussi, lorsque le tissu a atteint son optimum ther- 
mique, il ne reprd.sente lflUS de la matibre vivante, mats 
la silhouette disloqude d'un agrdgat tit, cadavres cellu- 
laires. I)ans It, protoplasme d6mantel6, l 'agitation 
brownienne ties granules protdiques s'est substitu6e 
aux phdnom6nes tic cyclose, l'dvolution anarchique de 
syst6mes enzymatiques en vole tit, d6gdndrescence a 
r e m p l a c 6  le dc~roulement  l l a l ' l non ieux  des  p r o c e s s u s  

m6taboliques. L'activitd rdgulit~re tit, llt celhfle a fait 
place aux spastnes d6sordonn6s d'une mati&e agoni- 
sante dont la vie s'effrite tandis que l'agitation ther- 
mique ties d6bris organiques envahit progressivement 
les 6difices colltiidaux. II y a rupture irr6mbdialfle des 
liens organiques tie la suhstance viwmte, perte ddfini- 
tiw' tic l'unitd cohdrente de st, s 616ments, h" charme est 
rompu, llt celhtle est morte. 

Comment &,iter la ~tort par lc [roid: 
Dcux solutions au probl?me de la consc~,ation de la vie 

1)evant la pmfondeur et l'6tendue des ddgradations 
provoqu6es par ie fi'oid, on peut st, demander s'il est 
possible d'('viter ces alt('rations et de sauvegarder la 
vie au milieu des dislocations du refroidissement, l)e 
nomhreuses solutions ont dtd propos6es, Ina i s  rares sont 
celles qui ont pu donner slttisfaction. Cependant, au 
cours des dernicXres ann&,s, des progrbs sensibles ont 
dtd rdalis6s dans ce domaine et je voudrais exposer 
deux mdthodes fort diffdrentes mats qui ont donnd lieu 
/t de trt~s remarquables expdriences. 

Vitrification d vitro/usion 

A l'origine de la premi6re d'entre elles, se trouve le 
grand savant am6ricain Basile LvVV.T dont les travaux 
dans le domaine de la biologie du froid font autorit6 
depuis de nombreuses annOes. Pour 6viter h's altdra- 
tions provoqudes par la lente ddnaturation des cellules 

*29 



452 L.R.  REY: La conservation de la vie par le froid [EXPERIENTIA VOL. XV'/I~] 

au cours de l'exposition au froid, le Professeur LUYET 16 
propose de refroidir le tissu ~ une vitesse telle que le 
protoplasme soit saisi brutalement,  vitrifid en une 
fraction de seconde et sans laisser ainsi le temps ~t la 
cristallisation de se produire. De la sorte, la cellule se 
trouve transport4e sans changement ~t sa tempdrature 
de conservation et l'eau, immobilis6e sur place dans 
les syst&mes protoplasmiques, n 'a  pas le temps d'etre 
extraite sous forme de glace. Cette s@aration de l 'eau 
des collo~des cellulaires, cette cryosyn~r~se d~crite il y a 
d6j~ plus de 50 ans par  MOLISH 17, ~{ATRUCHOT et 
MOLLIARD IS, ne peut donc avoir lieu, le tissu est vitrifi6 
sans avoir pu se transformer. Inversement,  le d6gel 
doit s 'accomplir dans les m~mes conditions et une 
<~vitrofusion ~> doit suivre la vitrification initiale. 

De tr~s nombreuses recherches ont permis d '6tayer 
cette th6orie par  des faits exp6rimentaux prdcis et le 
Professeur LUYET 19 a pu r6animer de la sorte, du 
moins de fa~on temporaire, des anguillules du vinaigre, 
des tubes cardiaques embryonnaires et m~me des sper- 
matozoides apr~s cong6lation dans l 'azote liquide h 
- 1 9 6  ° C .  

Certes, l'idde est s6duisante, mais combien plus dif- 
ficile e n e s t  la r6alisation pratique. Pour obtenir l ' im- 
mobilisation de l 'eau dans ses localisations initiales et 
pr6venir toute cristallisation, il faut op6rer la cong6- 
lation & des vitesses incroyablement 61ev6es, et la tem- 
p6rature doit s 'abaisser de + 37°C ~ --196°C, en 
quelques milliemes de seconde. De mSme, si l 'on veut 
emp~cher des mouvements  internes de recristallisation 
de l 'eau ~ basse temp6rature ~t part ir  de - 65°C, ainsi 
que nous l 'avons vu plus haut,  il faut 6galement pro- 
c6der ~ un d6gel instantan6. I1 est facile de eomprendre 
que la rdalisation de gradients thcrmiques de plusieurs 
dizaines de milliers de degr6s par  seconde entraine des 
difficult6s quasi insurmontables et certains auteurs ont 
envisag6, sans le moindre humour, d 'a t tacher  leurs 
tissus ~ une ballc de fusil pour les tirer dans le bain 
r6frig6rant. 

C'est assez dire que la m6thode de cong61ation ultra- 
rapide n'est pas d 'un emploi commode et que ses appli- 
cations demeurent restreintes ~ quelques cas parti- 
culiers favorables: un film capillaire de sang port6 par 
une boucle m6tallique, une infime goutelette de sperme 
ou quelques animalcules minuscules. I1 ne saurait 8tre 
question et il ne peut ~tre question de l 'appliquer 
des fragments tissulaires plus volumineux et dfis que 
la taille du sp~cimen exc~de 1/4 de millim~tre, le pour- 
centage de survie devient insignifiant. De plus, il 
semble que pour certains tissus un refroidissement trop 

16 t3. J. LUYET, darts Freezing and Drying (R. J. C. Harris, Ed., 
the Inst i tute of Biology, Londres 1951), p. 77. 

~7 H. MOLISCH, A. U. SMITH, et A. S. PARKES, Flora 97, 1~1 
(1907). 

a~ L. M~rnvmmr et M. MO~L~AnD, C. R. Acad. Sci. 13~, 495 (1901). 
a~ ]3. J. LV~ET et P. M. G~HnNm, Biodynamica (Ed. Normandy, 

Miss. 1940). 

rapide ne soit pas compatible avec le maintien de la 
viabilitd. Ce phdnom~ne, connu sous le nom de <~choc 
thermique ~ n ' a  pas reCu encore d'explication valable. 

L'addition de substances protectrices: la glycdrine 

C'est pourquoi les auteurs, pour la plupart,  se sont 
tourn6s vers la recherche de substances additionnelles, 
dites protectrices, dont l ' introduction dans le milieu 
cellulaire pourrait  permettre  ~ un tissu de supporter 
sans dommages la congdlation et le ddgel. 

Par  analogie avec ce qui avait  6t6 obtenu pour les 
bact6ries, on a tout d 'abord essay6 divers sucres et 
surtout le glucose, mais les rdsultats n 'ont  g6ndrale- 
ment  pas 6td satisfaisants. Cependant, LUYET 16' 20 et al. 
ont r6ussi ~ congeler sans dommages des spermato- 
zoides de grenouille, ~ --196°C, apr~s les avoir au 
pr6alable plasmolys6s par immersion dans une solu- 
tion coneentr6e de sucrose. Dans ce cas particulicr, 
une d6shydratation partiellc ajoutait  ses effets pro- 
tecteurs ~ ceux du sucrose proprement dit. C'est pour- 
quoi, certains chercheurs ont pens6 que l 'on pourrait  
ddcouvrir des substances protectrices en recherchant 
les corps susceptibles de provoquer une ddshydratation 
m~nag~e de la cellule sans risques d'alt~ration. Parmi 
les divers composds organiques qui furent essay6s, c'est 
le glycol-6thylfinique qui a donn6 les meilleurs rdsultats. 
Diff6rents tissus dont la peau purent ainsi supporter 
une cong6lation rapide dans l 'azote liquide apr~s un 
bref s~jour - de 10 ~ 20 see - dans l'~thyl~ne-glycol. 
Toutefois, il est difficile d 'extrapoler cette technique 
/t d 'autres types de tissus. En effet, d 'une part  il est 
difficile de prdvoir et d 'ajuster  le degr6 de d6shydrata- 
tion ~ atteindre et d 'autre  part  l'6thyl~ne-glycol pos- 
s~de une action toxique que l 'on ne peut n6gliger et 
qui restreint consid6rablement le champ de ses appli- 
cations. Enfin, les tissus traitds par cette technique 
doivent ~tre congelds tr~s rapidement ce qui, nous le 
savons, impose une limite suppl6mentaire. 

La solution du probl6me restait done introuvable et 
l 'on cominenCait ~ d6sespdrer de l 'entrevoir un jour, 
lorsqu'en 1946, le grand biologiste fran~ais JEAN 
ROSTAND eI signalait dans une note ~ l'Acad6mie des 
Sciences, que l 'addition d'une faible quantit6 de glycd- 
rine (5 ~. 10%) ~ du sperme de grenouille, lui permettai t  
de supporter une cong6lation ~ - 6 ° C  pendant une 
vingtaine de jours. Lorsqu'~ la fin de cette p6riode le 
sperme 6tait d6gel6, les spermatozoides retrouvaient 
leur motilit6 initiale. I1 est inutile d'insister sur l'intd- 
r~t et la port6e consid6rables de eette observation qui 
constitue le point de d@art  des recherches nouvelles 
et qui a transform6 la biologie des basses temperatures. 

Des expdriences similaires ne tardfirent pas ~ ~tre 
r~alis6es, et en 1949, l'6quipe de chercheurs britanni- 

20 ]3. J. LUYET et F. GONZALEZ, Biodynamica 7, 61 (19M). 
21 j .  ROSTAND, C. R. Acad. Sci. 234, 5310 (1946). 
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ques plac6e sous la houlette du Professeur PARKES 22 
montrait  que la glyc6rine pouvait prot6ger des sper- 
matozoides d'oiseau eontre les effets d'un refroidisse- 
ment h -790C dans la neige carbonique. Ce rut la 
deuxi~me d6eouverte du pouvoir protecteur de la gly- 
c6fine, puisque, de mani~re assez paradoxale, les sa- 
vants anglais ignoraient les travaux publi6s par Mon- 
sieur JEAN ROSTAND. Peu aprSs, la m~me 6quipe 6ten- 
dait ses r6sultats ~ d'autres tissus plus complexes, 
comme l'ovaire, le testieule, l'hypophyse, et abordait 
des temp6ratures plus basses, en particulier celle de 
l'azote liquide, -- 196°C. Depuis tars, un tr~s grand 
nombre de travaux sont consacrds chaque ann6e 
ce probl~me et dans les laboratoires de cryobiologie du 
monde entier, le flacon de glyc6rine est devenu l'ins- 
trument indispensable pour l'dtude de la survie des 
tissus aux basses temp6ratures. 

Dans l'6tat actuel de nos connaissances, il semble qua 
le glyc6rol puisse apporter une protection efficaee ~k 
une grande vari6t6 de tissus provenant d'animaux /t 
sang chaud, adultes ou ~ l'~tat d'embryons. Toutefois, 
la technique d'impr6gnation, de cong61ation, de conser- 
vation et de d6gel, n'est pas uniforme et varie d'un 
organe ~ rautre. Aussi est-il toujours ndeessaire dc 
procdder h une 6tude prdcise des conditions de eongd- 
Iation pour s'assurer qua ]a m6thode employ6e est 
parfaitement adaptde au mat6riel qua l'on utilise, et 
cela entralne souvent des recherches longues et mini- 
tieuses. 

Cependant, malgr~ l'apparente diversit~ de ces md- 
rhodes de congElation, il existe un certain nombre de 
donndes fondamentales dont il faut tenir compte pour 
assurer la survie des tissus congel6s. En effet, quel qua 
soit le tissu que l'on envisage, le m6canisme de la pro- 
tection apportge par la glycgrine restele mfme et les 
variations qui s'inscrivent sur la technique gdnErale ne 
font que traduire l'individualitd physiologique des 
diff6rents tissus. La sensibilit~ des cellules h l'6gard du 
refroidissement d6pend de leur nature propre, mais le 
processus r6actionnel du tissu constitue l'une des don- 
n6es fondamentales de la mati~re vivante. 

R61e protecteur de la glyc&ine. Comment s'exerec la 
protection dfie ~, la glycerine ? Quels sont les m6ea- 
nismes qui compensent ou suppriment les effets des- 
tructeurs des tr~s grands froids ? C'est ee qua je vou- 
drais 6voquer maintenant, en prenant comma example 
la cong6lation du cceur d'embryon de poulet dans 
l'azote liquide. Les exp6riences rdalis6es darts man 
laboratoire depuis plusieurs anndes, nous ant conduits 

analyser les diverses 6tapes du s6jour de l'organe 
basse temp6rature, et cela, A la lois par des moyens 
physiologiques et par des techniques strietement phy- 
siques ( R E Y  23' ~4), 

22 C. POLGE, A. U. SMITtI: et A. S, PArtKES, Nature 164, (366 (19|9). 
23 L. 1~.. REY, Proc. Roy. Sac. B. 1.t7, 460 (1957). 
e4 L. R. REY, J. Embryol. exp. Morph, 6, 171 (1958}. 

L'influence de la glycdrine sur les processus de cristalli- 
sation. II existe tout d'abord, pour le cceur d'embryon 
de poulet, une concentration optima en glycdrine du 
liquide d'impr6gnation qui se situe aux environs de 
30%. Quant h la dur6e de la p6riode d'imprdguatio,l 
elle-mt3me, elle n'exccXde pas 30 rain. 
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Lorsque l'organe est parfaitemeut pfnftr6 par la 
glycdrine, il peut 6tre congel6 salt directement, salt ~\ 
l'intdrieur d'un tube en verre plongd dans l'azote li- 
quide. Au cours de la prcnfi6re p6riode du refroidisse- 
mcnt, on constatc clue la glycfrine facilite l'dtat de sur- 
fusion et retarde le d6but dc la cristallisation qui ne 
commence gu~re clue vers - 25°C A - 30°C environ. 
Malgr6 leur apparition brutale, les cristaux de glace 
se ddveloppent tr6s lcntement et donncnt uric texture 
feutrde de cristallites p6ricellulaires. Les liquides inter- 
stiticls sout aiusi tr6s finement divis6s et leur concen- 
tration saline reste faible. Eta effet, au fur et h mcsure 
qua l'eau tissulaire se s6pare sous farina de glace, la 
quantit6 de glycfrol libra augmcnte et cntralne une 
dihltion continue des sohltions salines hypertoniques. 
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En outre, la p6nftration du glyc6rol dans la cellule 
elle-mfime contribue ~ 6viter ou du moins ~t r6duire 
fortement Ie choc osmotique. 

Au fur et -X mesure que la temp6rature s'abaisse, 
l 'eau libre ach6ve sa cristallisation de mani6re tr6s 
progressive. I1 y a done adaptation lente des colloides 
cellulaires an changement de milieu, et cela se poursuit 
jusque vers - 5 0 ° C .  Lorsque l 'on descend en-dessous 
de cette tempfrature ,  les solutions interstitielles tr6s 
riches en glyc4rine deviennent de plus en plus 6paisses 
et leur viscosit6 augmente considdrablement. Une partie 
cristallise lentement tandis que les liquides rfsiduels, 
devenus rigides, donnent des structures vitreuses. A 
I ' intfrieur du protoplasme cellulaire les ph6nom~nes 
sont identiques mais, par  suite de la prfsence de sub- 
stances macro-mol6culaires, les formations vitreuses 
sont pr6dominantes. Vers - 100°C cette transforma- 
tion est compl6te et le coeur devenu absolument solide 
se refroidit jusqu'/t - 196°C oh il pourra se maintenir 
de fa~on indffinie. 

Ainsi, la pr6sence de la glye6rine transforme totale- 
ment le processus de cong61ation et le r6gularise. La 
cristatlisation est lente et se f a r  en tr6s petits cristaux 
qui ne provoquent pas de d6tdrioration m6canique des 
structures cellulaires. Au fur et ~t mesure de l 'appari-  
tion de la glace, la concentration saline augmente gra- 
duellement et, par suite de la diffusion du glycdrol ~t Fin- 
t6rieur des cellules, le choe osmotique est en pattie 
6vitd. Enfin, il n ' y  a plus formation de m61anges eutec- 
tiques ~ cristallisation brutale, mais 6tablissement pro- 
gressif de structures vitreuses qui n'6voluent plus ~t 
basse tempdrature. 

La vitesse de congdlation ne joue plus alors un r61e 
/ondamental,  reals, cependant, ii est souhaitable que 
Ia zone des temp6ratures dites dangereuses, entre 0°C 
et - 4 0 ° C ,  soit franchie assez rapidement. En effet, 
c'est dans cet intervalle de temp6ratures que les m6- 
langes salins, m~me dilu6s par le glycfrol, ont leur 
concentration la plus 41evde, tout en gardant  une assez 
grande fluidit6. I1 persiste done un risque d'altdration 
possible et un sfjour trop prolong6 vers - 30°C, par 
exemple, entralne en moins d 'une heure, la perte 
presque totale du pouvoir de survie. Par  contre, Iorsque 
la temp6rature atteint -- 60°C, la haute viscosit6 des 
solutions salines emp~che une dfgradation rapide et 
la vitesse de refroidissement peut 4tre tr6s lente. 
Ndanmoins, le passage de 0°C ~t - 40 °C, s'il doit ~tre 
rapide, ne peut 6tre compar4 h la congdlation instan- 
tanfe pr6eonis6e par  LUYET, et une dur6e de refroi- 
dissement de quelques minutes donne d'excellents 
r6sultats. 

Tempdratures de conservation et vitesses de ddgel. Si 
l 'on envisage maintenant  la phase de rfchauffement et 
de dfgeI, on assiste ~ une 6volution invers6e de tous 
les ph6nom6nes. Les structures vitreuses deviennent 
progressivement fluides tandis que la glace se r6sorbe 
lentement au profit des veines liquides qui ne tardent 

pas ~ se rejoindre pour 6tablir un r6seau continu 
travers le sp6cimen. Si le r6chauffement est tr6s lent, 
on peut 6galement assister ~t une 6volution des cristaux 
de glaee tr6s semblable ~ celle que nous avions d6j~ 
observ6e. Les petits cristaux se rassemblent et se fu- 
sionnent pour donner des masses plus volumineuses 
qui grossissent jusque vers - 10°C ot~ d6bute la phase 
de fusion terminale. La disparition finale de la glace 
rev4t ici un caract6re graduel et l 'on n'assiste pas dans 
les tissus ~ cette d6bacle instantanfe que nous avions 
constatfie en l 'absence de glyc6rine. 

De l '6tude du processus de d6gel ~ l'int6rieur des 
tissus, on peut tirer deux conclusions importantes.  
Tout d 'abord,  la temp6rature de conservation d 'un 
tissu doit se situer dans la zone oh les structures vi- 
treuses persistent ~ t '6tat  permanent.  En effet, iI faut 
d'une part  6viter tout risque d'alt6ration par les solu- 
tions salines, et d 'autre  part  pr6venir les mouvements  
de recristallisation de la glace et la formation des 
grosses masses cristallines qui en rdsultent. Les 6tudes 
th6oriques montrent  qu'il faut, pour cela, conserver 
les cceurs ~t une temp6rature inf6rieure /t -- 120°C et, 
par exemple, le maintien des tissus dans un bain 
d'azote liquide & - 196°C offre toutes les conditions 
de s6curit6. Dans la pratique il faut tenir compte de 
Ia forte viscosit6 des solutions interstitielles et de la 
lenteur du processus de recristallisation ~ des temp6ra- 
tures beaucoup plus 61ev6es. La vitesse d'~volution du 
syst6me congel6 n'est plus n6gligeable mais reste tr6s 
faible jusque vers - 6 0 ° C .  Cependant, si la dur6e de 
conservation doit atteindre plusieurs mois, voire m4me 
une ann6e, il ne faudra pas s'dlever au-dessus de 
- 75°C. Une simple eneeinte isotherme garnie de neige 
carbonique constitue alors un moyen commode de 
maintenir cette temp6rature. 

I1 est une deuxi6me conclusion que l 'on peut tirer de 
l '6tude de la p6riode de r6chauffement, c'est la vitesse 
minimum de chauffage qui est nfcessaire pour 6viter 
les alt6rations dries aux solutions salines interstitielles. 
A priori, il peut sembler que ce probl6me soit l 'inverse 
de celui du refroidissement. I1 n 'en est rien et c'est au 
physicien am6ricain MERYMAN 14 que l'on doit l 'expli- 
cation de cette anomalie. Elle tient principalement au 
fait que la glace est un meilleur conducteur de la cha- 
leur que l 'eau et que sa chaleur sp6cifique est inf6rieure 
de moiti4 ~ celle de l'eau. Ainsi, au cours du r6chauffe- 
ment,  la temp6rature s'41~ve-t-elle trhs rapidement /~ 
l 'int4rieur du tissu et stagne-t-elle ensuite pendant  
longtemps dans cette zone de temp6ratures dange- 
reuses, entre 0°C et - 30°C, oil l 'on risque toujours 
que de graves alt6rations se produisent. Au contraire, 
lors du refroidissement, la temp6rature s'abaisse tr6s 
vite dans la masse congelfe et la durfe de s6jour dans 
la <~zone interdite~> est relativement beaucoup plus 
courte. De la sorte, se trouve expliqu6 ce fait paradoxal:  
si le temps ndcessaire au refroidissement d 'un organe 
est 6gal au temps n6cessaire pour son d6gel, la temp6- 
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rature s'abaisse beaucoup plus vite de 0°C ~ t  - 30°C 
qu'elle ne s'416ve de - 30°C ~t 0 ° C, 
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Fig. 8. Variation de l 'activit6 physiologique du cmur d'l'2mbryon de 
Poulet congel6 darts l 'azote liquide (-- 19f]°C), ell fonction de la 
vitcsse de d6gcl et de la concentration en gIyc6rol du liquide d'im- 

pr6gnation 

Fig. 4. Co~ur d ' E m b r y o n  de Pouter apr6s cong61ation et d6gel, et 
avant  la raise en culture 

I1 sera done toujours nfcessaire, pour prdserver la 
structure des tissus, de les r6chauffer et d'en effectuer 
le d6gel dans le minimum de temps possible. C'est 
pourquoi les tissus congel6s sont immerg6s directement 
dans un bain liquide ti6de maintenu ~ 37°C, d~s leur 
sortie de l 'appareil  conservateur. Le d6gel s'effectue 
en quelques secondes et le tissu peut alors ~3tre utilisd 
pour l '&ude de la survie. 

Dans ces conditions, un coeur d'embryon se remet 
~t bat t re  r6guli~rement et des spermatozoides peuvent 

retrouver leur motilit6 initiale ainsi que leur pouvoir 
f6condant, m6me apr~s des anndcs de conservation. 
Pour le cveur d 'Embryon de Poulct, nous avons cons- 
tatd r6cemment (RF.,z et SiMATOS 26) que la reprise 
d'activitd 61ectrique 6tait tr0s rapide. Au bout de six 
heures l'61ectrogramme cst normal et il est possible 
de l'6tudier pendant plusieurs jours. 

Fig. 5. lHeetrogramnle d 'un  cmllr d'F.nibryon de Poulet (6 jours et 
denli) nits eli culture apr6s cong61ation ;~ -- 106°C dans l'azote 
liquide. - l.a c(lurbe uscillographique est nlarqu6e en t/l ~ de seconde 

par  modulation basse frtiqnence 

Gr,~tce 5. l'emploi mesur6 du froid en bioiogie, ce n'est 
donc plus poursuivrc une chimc~rc que de ctlercher "5. 
conserver la vie, et cette m6thode connalt d6jA de mul- 
tiples applications. 

Au laboratoire, ellc permet la conservation des clones 
cellulaires et des tumeurs souches. En 6conomie rurale 
elle est 5. l'origine des banques de sperme pcrmettant  
la fdeondation artificiclle de troupeaux cntiers 5. l'aide 
de semence sdlectionn6e. Enfin, en m6decine et chirur- 
gie, elle ouvre des horizons immenses (RF.Y=6). En effet, 
la conservation de longuc durde de tissus endocriniens 
fonctionnels, pcrmettra, peut-,3tre un jour, lorsque les 
barri6res antig6niques pourront ¢'tre vaincues, de pal- 
lier des d6ficienccs organiques naturelles ou acciden- 
tetlcs. 

Summary 

It has been found that, by addition of a certain amount 
of glycerol, it is possible to store living animal tissues in 
the frozen state over very hmg periods of time. The cool- 
ing velocity, the temperature of storage and the rate of 
thawing are important factors. Under the optimal con- 
ditions, experiments done on the heart of the chick embryo 
have shown that complete recovery of the normal physio- 
logical activities can be achieved after freezing in liquid 
nitrogen. 

a~ J.. R. l~.l~'," ct D. Sl~l^a'os, C. R. Acad. Sci., Rio-de-Janeiro, 
so.us pl'e~se (195,i). 

211 L, I'L RI,:v, Roy. Qtu'~i. Sci. Fr. 11, BI I  (1957). 


