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Summary. Trial of long-term gamete storage at low temperature without freezing.
In this study we attempted long-term storage of living cells (particularly gametes) at

a temperature lower than 0 OC. Contrary to other methods, avoiding cell disorganization
no anti-crystallization agent was used. Preservation was obtained by lowering the freezing
point of the cell medium by increasing the pressure. The cells thus treated emerged from
the tests apparently intact, but the spermatozoa were not motile.

Introduction.

Nous avons cherché à conserver des gamètes et de jeunes embryons, pendant
une longue période, en évitant les inconvénients inhérents à la congélation des cel-
lules vivantes : le bouleversement des structures cellulaires par les cristaux de glace
oblige à recourir à un cryoprotecteur qui peut modifier l’activité des cellules avant
et après congélation. Le principe de la méthode consiste à prévenir la cristallisation
de l’eau intracellulaire en combinant un abaissement de température sous zéro degré
à un accroissement de pression. En effet, de nombreux travaux (cf. bibliographie) ont
eu pour objet la résistance à de hautes pressions de bactéries, de virus ou encore
de constituants cellulaires et leurs résultats ont montré que ce materiel peut résister à
des pressions supérieures à la normale.

Matériel et méthodes.

a) Les cellules conservées.

Trois types de cellules ont été enfermées simultanément dans la chambre à

pression :
- du sperme préparé pour l’insémination ;
- des ovocytes prélevés dans leur fluide folliculaire et provenant aussi bien de

petits follicules que de follicules proches de l’ovulation ;
- du sang citraté.



Le sperme pur subit l’effet de son propre autoantibiotisme et l’acide lactique qu’il
produit entraîne rapidement un blocage du mouvement (Devuyst et Henriet, 1960). Le
temps requis pour la mise en condition de l’appareillage nous a donc obligé à em-
ployer du sperme préparé pour l’insémination artificielle.

Nous avons observé que l’ovocyte mûr résiste moins bien que l’ovocyte
immature au cours de manipulations in vitro et nous avons cherché à mettre en

évidence une différence éventuelle de comportement à l’égard des augmentations
de pression.

Quant aux cellules sanguines, elles ont été introduites dans nos essais d’abord à
titre de matériel de comparaison et en outre, en raison de l’intérêt que pourrait sus-
citer un tel moyen de conservation.

b) Les récipients de conservation.

Différents récipients à parois déformcibles ont été utilisés de manière à assurer la
transmission des pressions. Parmi les paillettes d’insémination de Cassou, les seringues
munies de leur piston, les poires en caoutchouc et les tubes métalliques à pommade,
ce sont ces derniers qui nous ont paru les plus maniables.

c) Les étapes de refroidissement et les variations de pression.

Les cellules doivent être mises sous pression avant de passer sous zéro degré et
l’appareillage doit être refroidi ensuite. Malheureusement, comme la chambre de

compression représente un gros volant calorique, nous avons dû procéder à un
premier refroidissement jusqu’à 1 degré, de manière à réduire rapidement les acti-
vités enzymatiques. La seconde étape de refroidissement se place immédiatement
après l’obtention de la pression nécessaire. Nous avons refroidi jusqu’à -15°C sous
pression de 1 600 kg/cm2. Ces limites ont été imposées par l’appareillage utilisé. Lors
de l’arrêt de conservation, il faut refaire le même chemin en sens inverse : la pression
doit être maintenue jusqu’au retour au-dessus de zéro degré. Le refroidissement

jusqu’à 1 degré exige 3 h pour le sperme, il en a été de même pour les ovocytes et le
sang. Les 800 kg sont atteints en 5 mn. La chambre de pression est introduite dans
l’armoire à -15 &dquo;C et les 1 600 kg sont atteints en 10 mn. Le réchauffage a été opéré
à température du laboratoire et la décompression a duré respectivement 5, 10 et
20 mn. Les temps de conservation ont été de 5, 6 et 10 jours.

Résultats.

Le résultat le plus encourageant est une restitution des cellules dans leur état
normal. Si on en juge d’après leur image sous le microscope à contraste de phase,
aucune altération ne s’est manifestée et les frottis de sang, colorés par les méthodes

usuelles, semblent normaux. Par contre, les spermatozoïdes sont ressortis immobiles
et incapables de décolorer une solution de bleu de méthylène. Leur survie n’a pas été
assurée et pour autant qu’elle puisse servir de témoin, elle nous fait douter de la sur-
vie des autres cellules.



Discussion.

La force de cohésion des atomes s’accroît fortement lorsque la température
s’abaisse. En effet, le diagramme qui lie les pressions et les températures de cristalli-
sation montre que pour chaque abaissement de 1 degré, sous le zéro de l’échelle

centigrade, on doit exercer une pression de 100 kg pour maintenir l’état liquide (fig.1).

On conclura facilement que pareille technique réclame des appareillages dont
la résistance augmente avec les pression recherchées. Nous disposions d’un appareil
permettant d’atteindre des pressions de 2 000 kg (fig. 2). La température de conserva-
tion ne pouvait donc pas descendre au-delà de 20 °C sous zéro et pour garder une
marge de sécurité, nous n’avons pas dépassé la zone des -15 °C. Toutefois, nous ne
pouvons pas certifier que cette température constitue une condition idéale de longue
conservation. En effet, lorsqu’on congèle, on place les organites et les molécules dans
l’impossibilité d’agir et en principe, dès qu’on passe au-dessous de zéro, la vie est

suspendue.

Lorsque le milieu reste fluide, rien n’est certain. Tout ce dont on peut présumer,
c’est que les enzymes sont inactives mais encore ne peut-on écarter l’hypothèse d’une
distorsion dans l’activité. 

’



Il y aurait donc intérêt à atteindre des températures plus basses mais cela ne se
peut qu’au prix de pressions énormes. Or, les 6 000 kg nécessaires pour descendre
jusqu’aux environs de 600, altèrent les globules rouges (Dow et Matthews, 1939). Il y
a donc une limite que nous nous occupons à définir.

Nous constatons que, pour le sperme, le milieu de conservation est convenable

tandis que nous devons envisager des supports d’énergie pour l’ovocyte qui doit sur-
vivre jusqu’à l’abaissement de température.

On peut aussi envisager de compléter le blocage enzymatique par une action
autoantibiotique ou par un changement de pH.





Conclusion.

Nous croyons que les résultats actuels, bien qu’ils soient négatifs pour le sperme,
nous incitent à poursuivre les essais. En effet, contrairement à ce qu’on aurait dû
attendre de pressions aussi élevées, les cellules sont restées intactes et nous croyons
qu’il existe une zone de pression qui n’entraîne pas de désordre dans les structures.
Si cette hypothèse est exacte, on pourrait définir un moyen de conserver le sperme,
éventuellement des embryons et toute autre cellule, sans recourir à des protecteurs
de congélation.
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