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INTRODUCTION

La premiere journée a theme de I’ AFH
s’est organisée sous forme de table ronde
pour des échanges sur la congélation des
tissus et des cryocoupes. Qui n’a pas déja
rencontré des difficultés a la coupe d’un
tissu congelé ? Problématiques dues a la
préparation des échantillons, a la congé-
lation ou a la coupe elle-méme, sans ou-
blier le stockage de la piece congelée ou
des coupes... La finalité recherchée pour
I’usage de ces coupes est généralement
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I’immunohistochimie, mais ces considé-
rations générales restent valables pour
la plupart des applications possibles des
coupes congelées. Voici quelques éléments
de réponse présentés lors de la réunion qui
s’est tenue a Paris le 17 octobre 2014.

PREPARATION DES TISSUS
DESTINES A ETRE CONGELES

Dans le cas d’une étude destinée a la
détection de macromolécules par immuno-
marquage, il est préférable de procéder a



une congélation des tissus en évitant toute
fixation par des agents chimiques ou phy-
siques. Cependant il est possible de pré-
fixer les tissus dans le cas de la détection
d’antigenes non modifié€s par la fixation et
d’épitopes non conformationnels.

But de la fixation

Le but de la fixation est de maintenir
les tissus ou les organes prélevés dans un
état le plus proche possible de 1’état ante
mortem en évitant les conséquences de
la privation en oxygene apres la mort et
le desséchement apres le prélevement. La
fixation empéche donc a la fois la dégra-
dation du tissu par les enzymes cellulaires
libérées au moment de la mort des cellules,
et sa putréfaction liée a la prolifération bac-
térienne. Elle consiste a immobiliser/sta-
biliser les tissus in-situ, en particulier les
antigenes, en préservant 1’aspect structural
du tissu. La fixation dépend de la nature
chimique des molécules a détecter (glu-
cides, lipides, protéines, acide nucléiques,

)

Elle peut étre physique, par le froid
(congélation), par une déshydratation ou
lyophilisation (chaleur-micro-onde) ou
chimique. Les fixateurs chimiques les plus
couramment utilisés sont les solutions coa-
gulantes ou précipitantes (alcools, cétones,
acide picrique, acide acétique...), ou les
agents pontants (formaldéhyde, glutaral-
déhyde).

Choix du fixateur chimique

Le choix du fixateur est orienté par le type
d’observation envisagée, la fixation doit
préserver des détails d’autant plus fins que
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le pouvoir de résolution du microscope
utilisé est élevé (structures a préserver,
molécules a immobiliser). En effet les glu-
cides, les lipides et les protéines ne vont
pas réagir de maniere identique vis-a-vis
d’un fixateur.

De maniere générale, le fixateur le plus
couramment utilisé est le formaldéhyde
préparé a partir d’'une poudre de parafor-
maldéhyde. Cette fixation permet la pré-
servation des structures les plus fines. La
solution de formol doit €tre tamponnée et
utilisée rapidement car le formol (métha-
nal) est facilement oxydé par le dioxygene
de I’air pour former de 1’acide formique.
C’est pourquoi il faut conserver le formol
dans des récipients bien étanches et 1’utili-
ser rapidement.

Durée de fixation, tampon, tempéra-
ture sont les parametres a optimiser pour
I’étude envisagée.

Si la fixation se fait par immersion : le
volume du liquide fixateur doit représen-
ter 20 fois celui de 1’échantillon, la durée
de fixation dépend de la consistance et de
I’épaisseur de 1’échantillon : 5Smn pour les
cellules isolées, 1 a 2 h pour des fragments
de 1 mm, sous agitation modérée et a 4°C
pour éviter le phénomene d’autolyse.

Si la fixation se fait par perfusion intra-
cardiaque : c’est la méthode la plus rapide
qui préserve au mieux les tissus car les or-
ganes a prélever sont immédiatement fixés
in situ. Le fixateur le plus utilisé est le pa-
raformaldéhyde (microscopie photonique)
ou le glutaraldéhyde (microscopie élec-



tronique). Cette méthode permet une tres
bonne pénétration du fixateur via les vais-
seaux et les capillaires. C’est une méthode
de choix pour la fixation du cerveau et de
la moelle épiniere chez les rongeurs. Elle
peut également €tre suivie par une fixation
par immersion a 4° C, sous agitation douce
(mais attention a la surfixation).

Contraintes de la fixation chimique

Il est indispensable de respecter
au mieux les caractéristiques physico-
chimiques des fluides cellulaires pour
éviter que les mouvements d’eau et d’ions
n’affectent les cellules avant la réticula-
tion.

Les caractéristiques physico-chimiques
prises en considération avant et pendant la
fixation sont I’osmolarité, la force ionique
et le pH.

Le role de I’osmolarité : elle joue un
role tres important. La fixation doit &tre
effectuée en légere hyperosmolarité pour
compenser la dilution du fixateur par I’eau
libérée par les tissus. Chez les mammi-
feres (rongeurs) I’osmolarité de référence
est de 300 mosmol. Le tampon phosphate
(mono-diphosphate) a 0,1 M correspond
au milieu ionique circulant.

Le réajustement osmotique nécessaire
peut étre réalisé uniquement a 1’aide du
tampon. La correction peut alors €tre faite
par addition de sucre (glucose ou saccha-
rose).

Le pH a un rdle essentiel au niveau des
protéines : il agit sur la conformation, la
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polymérisation et la dissolution. Des mo-
difications structurales a tous les niveaux
de la cellule peuvent apparaitre en fonction
du pH. Le pH au voisinage de la neutralité
(7,2-7,4) doit €tre maintenu tout au long
de la fixation. Etant donné que la fixation
peut acidifier le milieu, il faut utiliser un
systeme tampon efficace pour I’absorption
des 1ons H+ libérés. En effet, la propriété
d’un tampon est la capacité a résister aux
changements de concentrations en ions H+
et de maintenir le milieu a un pH détermi-
né.

Pré-fixation chimique - avantages

Cette méthode permet de préserver
I’architecture de I’échantillon aussi proche
que possible de I’état natif, tout en rendant
les antigenes accessibles. Une fixation
chimique avant congélation permet éga-
lement de procéder aux dissections fines
sans engendrer d’autolyse des tissus. La
préservation de 1’architecture des tissus
est obtenue au cours de ces manipula-
tions. Les blocs de tissus sont conservés a
-80°C dans de bonnes conditions (peu de
formation de cristaux au cours du temps,
< 3 mois, si le prélevement est enrobé de
TissuTek). Une cryoprotection de I’échan-
tillon peut étre également réalisée avant
sa congélation (voir ci-dessous). Ce n’est
qu’en cas d’insucces que 1I’on choisira des
fixations plus douces, voir 1’absence de
fixation par agent chimique.

Pré-fixation chimique - inconvénients

La fixation chimique peut entrainer des
effets pervers sur I'étude histologique
comme 1) une modification chimique des
antigenes pouvant réduire la réaction anti-



gene-anticorps, 2) une modification des
charges du tissu et/ou de I’antigene avec
une répulsion des anticorps, 3) une réticu-
lation du tissu pouvant nuire a la diffusion
des réactifs, 4) la formation de molécules
auto-fluorescentes (certains neurotrans-
metteurs comme la sérotonine ou la nora-
drénaline).

Une sur-fixation stabilise les structures
tissulaires mais réduit la sensibilité des
détections possibles. Quoiqu’il en soit ce
probléme « insoluble » est a résoudre pour
chaque cas expérimental.

Si la fixation est nécessaire, celle-ci de-
vra €tre en adéquation pour ne pas réduire
les avantages apportés par la congélation
c’est-a-dire la sensibilité.

Cryoprotection

La formation des cristaux de glace
peut étre minimisée en imprégnant le tis-
su d’un liquide cryoprotecteur (toujours
sur tissu ayant subi une fixation chimique
préalable), en réalisant une congélation
ultra-rapide qui ne laisse pas le temps aux
cristaux de glace de se former et de gran-
dir, ou encore en congelant les tissus sous
tres forte pression (supérieure ou égale a 2
000 atmospheres). Notons cependant que
la formation de microcristaux peut avoir
un effet bénéfique sur I'immunoréaction
en facilitant la diffusion des réactifs dans
I’épaisseur des tissus et des coupes. Parmi
ces substances, on trouve le saccharose, le
dextran, le glycérol ou encore le DMSO.
L’utilisation de solutions hyperosmolaires
peut cependant provoquer, si les tissus
sont peu ou pas fixés, des perturbations
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osmotiques avec leur cortege d’artefacts
(condensation du cytoplasme, dilatation
des espaces extracellulaires).

La substance la plus utilisée est le
saccharose a des concentrations variant,
suivant les auteurs, de 0,4M (en tampon
phosphate, ce qui correspond a 1’osmola-
rité du tissu), jusqu’a 2,3 M, (concentration
de saturation, a déconseiller car s’accom-
pagne du phénomene d’hyperosmolarité).
Des bains dans un gradient progressif de
sucrose permettent une bonne imprégna-
tion du tissu pour des concentrations hype-
rosmolaires (30-50 %). La chute du tissu au
fond du contenant étant la confirmation de
I’imprégnation du prélevement (Figure 1).
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Figure 1: Principe de I’incubation d’un tissu dans
une solution d’agent cryoprotecteur. L’imprégnation
est totale lorsque le prélevement est tombé au fond du
contenant.

Un exemple : ’embryon est constitué
de plus de 90 % d’eau. Pour éviter la for-
mation de cristaux de glace qui par aug-
mentation de volume déchireraient les
membranes cellulaires lors de la congéla-
tion, il est nécessaire d’incuber le préleve-
ment dans des concentrations de sucrose
pouvant atteindre 50 %. L’eau est rempla-



cée par le cryoprotecteur, véritable «anti-
gel» cellulaire. L’embryon est plongé dans
des bains successifs contenant le cryopro-
tecteur a des concentrations croissantes.
Le sucrose rend le milieu hypertonique par
rapport a I’embryon, ce qui entraine la sor-
tie de I’eau et la rentrée du cryoprotecteur.

Meéthodes de congélation possibles

Le tissu a congeler, imprégné de milieu
cryoprotecteur, est d’abord refroidi a une
température proche du point de congéla-
tion (température de surfusion) : c’est le
palier de congélation. Cette température est
environ de -4° C pour du saccharose 0,4 M
en tampon phosphate 100 mM pH 7,4. Puis
la température est abaissée brutalement,
de facon a obtenir une congélation sans
cristaux de glace, comme par exemple en
isopenthane refroidi sur vapeurs d’azote.
Le passage de I’état liquide a I’état solide
se fait donc plus rapidement que dans le
cas précédent puisque avant d’étre congelé
le tissu est a une température juste au-des-
sus du point de congélation. Il est a noter
que I'immersion directe en azote liquide
peut générer des artéfacts comme des
bulles d’air ou un bloc fragmenté.

Une autre méthode possible consiste
a orienter le tissu cryoprotégé dans un
moule, a I’enrober d’OCT Tissue-Tek®
O.C.T™ Compound (milieu d’enrobage
qui polymérise a froid) et a le plonger im-
médiatement dans de I’isopentane refroidi
sur vapeurs d’azote pour €tre congelé.
L’enrobage peut se faire également avec de
la gélatine ou de 1’agarose pour les petites
picces. Le rouge neutre peut étre utilisé
pour colorer les petites pieces difficiles a
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visualiser lors de la coupe.

Fixateurs physiques

Dans I’objectif d’une détection de mo-
lécule avec une sensibilité optimale (i.e.
un antigene, un acide nucléique faiblement
exprimé). Il est possible d’utiliser un tissu
congelé, mais la congélation est délicate
avec perte d’information morphologique.

La congélation évite 1’inclusion dans

un milieu hydrophobe préservant au mieux
I’antigénicité et les acides nucléiques.
La congélation, par abaissement brutal de
la température en azote liquide, empéche
I’autolyse et, le prélevement durci peut
étre coupé directement au cryostat.

Congélation rapide par immersion directe
dans un liquide refroidi

La congélation directe dans [’azote
liquide est déconseillée a cause du phé-
nomene de caléfaction. En effet, 1’azote
liquide étant a sa température d’ébullition
(-196°C), il se forme instantanément au
contact du tissu des bulles d’azote gazeux
qui ralentissent considérablement le trans-
fert du froid et ainsi la congélation. Il est
préférable d’utiliser un milieu cryogénique
intermédiaire (éthane, propane, isopentane,
Fréon 2299, etc.) qui sera refroidi dans
I’azote liquide a - 80 ° C (pour I’isopentane
en phase liquide). Il existe aujourd’hui des
appareils munis d’un groupe froid -80°C
(SNAPFROST®) permettant d’éviter 1’uti-
lisation de I’azote liquide et de travailler
dans des conditions de sécurité plus favo-
rables pour le manipulateur.

N

En passant a 1‘¢tat de glace, I'eau



s’organise en cristaux d’autant plus gros
que le refroidissement est lent. Ces cris-
taux endommagent la structure des tis-
sus. Si le refroidissement de 1’échantillon
est suffisamment rapide, les cristaux de
glace n’ont pas le temps de croitre : leur
taille reste en dessous du pouvoir sépara-
teur du microscope. On estime que pour
une bonne préservation ultrastructurale la
vitesse de refroidissement doit atteindre
100000 ° C/seconde.

L’ avantage de cette technique : Elle est
rapide. Si nécessaire des résultats peuvent
étre fournis moins d’une heure apres le pré-
levement. De plus, sans fixation, ni milieu
d’inclusion, il n’y a pas de perturbation de
la reconnaissance antigene-anticorps par
I’€lution éventuelle des antigenes lors des
nombreuses étapes comme 1’hydratation/
déshydratation du tissu, les traitements
chimiques, les solvants (absence de molé-
cules chimiquement réactives dans le mi-
lieu d’inclusion).

C’est une technique de choix d’une
part pour la mise en évidence d’antigenes
«difficiles» (pour lesquels on ne dispose
pas de «bons» anticorps, mais également
lors d’une étude sur des antigenes liposo-
lubles (pas de solvants organiques).

Les coupes réalisées dans les blocs de
tissus pré-fixés montrent souvent des arte-
facts de congélation alors que la préserva-
tion des coupes obtenues a partir de blocs
non fixés semble meilleure. Cette obser-
vation a priori surprenante s’explique
facilement. Les cristaux de glace créent
des trous. La structure des tissus fixés est
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rigide : apres la fonte de la glace les trous
persistent. Au contraire les tissus non fixés
restent fluides et les trous disparaissent a la
décongélation.

Les inconvénients de cette technique :
notons que les tissus congelés doivent étre
stockés a une température aussi basse que
possible (-80° C ou mieux). A —20° C, les
cristaux de glace ont tendance a augmenter
en taille au cours du temps. Le temps de
conservation des blocs est limité (quelques
mois a -80°C). En général, les phéno-
menes qui peuvent abimer les cellules
pendant la cryoconservation se produisent
lors du gel, et comprennent les effets de
solution, la formation de glace hors et au
sein des cellules, la déshydratation. La
formation de glace hors des cellules se
produit lorsque les tissus se refroidissent
lentement, 1’eau s’échappe des cellules et
la glace se forme dans I’espace intercellu-
laire. Trop de glace entre les cellules peut
produire un effet d’écrasement. La fuite
d’eau (qui forme la glace extracellulaire)
entraine également la déshydratation de la
cellule. De plus, si le niveau de glace au
sein des cellules est élevé, 'effet est tou-
jours dévastateur pour la structure.

PRINCIPE DE LA CONGELATION
(PASSAGE D’UN ETAT LIQUIDE A
SOLIDE)

La définition de la congélation donnée
par Wikipédia est la suivante : « On appelle
congélation toute technique visant a faire
passer un produit a l’état solide par des
techniques de refroidissement forcé. On
parle de congélation principalement pour
[’eau et les produits qui en contiennent ».



Celle du Larousse donne : «Transition
de phase au cours de laquelle un corps
passe de ’état liquide a [’état solide ».
La congélation n’est pas un état spontané,
elle est induite par un apport de froid, c’est
un changement de phase dépendant de la
température. Pour les tissus animaux ou
végétaux, elle ne concerne que 1’eau et les
solutés qu’elle contient.

La principale difficulté de 1’étude de
ce phénomene réside dans le fait que I’eau
d’un organisme n’est pas 1’eau pure conte-
nue dans le récipient d’un laboratoire.
Considérons dans un premier temps ce
cas simplifié. Omettons le contenant et les
interactions potentielles. Que se passe-t-il
lors d’un apport de froid constant et régu-
lier sur de I’eau pure ? Un enregistreur
thermique, n’interférant pas avec le sys-
teme, montre la courbe de refroidissement
suivante (Figure 2).
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Figure 2: Descente en température de l’eau pure :
étapes de sa congélation. Les températures 1-7 corres-
pondent aux différentes phases de refroidissement. A
et B respectivement a la multiplication et a I’accroisse-
ment de la taille des cristaux.

En refroidissant un volume d’eau avec
une vitesse constante, I’eau en phase li-
quide descend en température suivant une
courbe que I'on peut considérer comme
linéaire (1), bien que sa masse volumique
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est minimale a 4°C, mais sa température
descend au-dela de 0°C jusqu’au point 2
(qui n’est pas une constante mais dépend
des conditions expérimentales) tout en res-
tant en phase liquide. Ce point est appelé
«point de surfusion» (2), et délimite le pic
de surfusion. En ce point 2 apparait le pre-
mier cristal de glace. C’est ce phénomene,
dit de nucléation, qui est exergonique
entrainant la remontée en température
(3). Puis la stabilisation du mélange a la
température de 0 ° C (4) correspond au mé-
lange eau-glace. Les cristaux augmentent
de taille (B) mais ne se multiplient plus.
Lorsque toute 1’eau liquide est agglomérée
en cristaux, la glace est prise en masse et
peut se refroidir a nouveau (6) jusqu’a la
température de I’agent cryogénique utilisé
comme source de froid (7).

Les cristaux ainsi formés sont dit hexa-
gonaux (Figure 3). Le volume que I'eau
occupe dans cet état est supérieur a celui
de sa phase liquide. Une bouteille d’eau
éclate si elle gele. Au cours de la congé-
lation d’une cellule celle-ci subira des
contraintes mécaniques dues a la dilatation
de I’eau constituant son milieu intérieur
lorsqu’elle se solidifiera. Mais il existe
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Figure 3: Etat cristallin des molécules d’eau. Apres
une congélation lente les cristaux de glace forment des
cristaux hexagonaux. A vitesse rapide les cristaux for-
més sont cubiques.



d’autres cristaux de glace, les cristaux cu-
biques (Figure 3). Ces derniers sont obte-
nus par des vitesses de congélation dites
« rapides » (e.g. =100 °C/minute). L’aug-
mentation volumique est moindre et donc
les conséquences mécaniques réduites.

La vitesse de refroidissement aug-
mente et la taille des cristaux diminue.
Cette constatation a des limites techniques
facilement vérifiables. Jeter un préleve-
ment dans 1’azote liquide (-196°C) n’a
jamais permis de congeler correctement
un prélevement. Les échanges thermiques
sont limités par la vaporisation de 1’azote
autour du prélevement qui crée une couche
isolante limitant son refroidissement.

Toutefois il existe une méthode théo-
riquement parfaite : la congélation haute
pression. C’est la méthode qui permet
de passer de la phase liquide de I’eau a
la glace amorphe, phase solide de I’eau
sans cristaux, idéale pour I’observation
directe (2). Différents appareils ont été
développés, un seul persiste sur le marché.
Cependant cette technique présente deux
inconvénients majeurs : la petite taille des
prélevements nécessaire et son colt.

Un autre inconvénient de la congé-
lation est qu’elle ne correspond pas a un
¢état stable. Des remaniements de la glace
existent dans le temps en fonction de sa
température. En dessous de -100°C la
glace est stable. A - 80 ° C son remaniement
sera plus lent qu’a - 20 ° C. Le remaniement
n’est pas instantané mais se développe
dans le temps et est d’autant plus rapide
que la température est proche de 0°C. Ce
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remaniement cristallin se caractérise par
la croissance des cristaux de glace. Plus
un prélevement congelé est stocké long-
temps, plus sa morphologie se dégrade.
Et ceci d’autant plus qu’il est stocké a
une température supérieure a - 100°C. Ce
phénomene est caractéristique de la glace
amorphe ol les cristaux peuvent apparaitre
sous le faisceau du microscope.

La théorie de I’eau pure est une chose,
les cellules et les tissus en sont d’autres.
Les structures animales ou végétales ne
sont pas constituées que par de 1’eau, ni
des solides flottant dans de 1’eau. Il est
possible de congeler des cellules, des tis-
sus, méme des organismes vivants et de les
décongeler avec un taux de survie impor-
tant. Mais la n’est pas la question, puisque
nous congelons des « structures » pour les
observer. Une cellule par exemple est une
individualité caractérisée par son enve-
loppe, son noyau, ses organites d’une part
et, sa position dans le tissu, 1’organisme
d’autre part. La finalité de I’étude peut
étre primordiale. L.a morphologie dans son
état le plus proche possible de la réalité est
essentiellement le but de la congélation
en microscopie électronique. Pour plus de
détails consultez I’ouvrage [2]. En micros-
copie photonique cela n’a qu’un intérét
restreint.

Ceci est la théorie, des expériences per-
sonnelles peuvent étre présentées pour tous
les cas particuliers avec succes. La congé-
lation est une méthode avec ses avantages,
ses inconvénients et ses applications. Des
bases physiques existent, des expériences
et des réalisations pour des cas particuliers.



LES CONDITIONS REDHIBITOIRES
OU IL FAUT ABANDONNER TOUTE
TENTATIVE...
Décongélation et/ou re-congélation
Quelle que soit la raison ayant entrainée
une décongélation du préleévement, méme
suivi d’une recongélation, ce prélevement
est perdu pour une étude «raisonnable».
La congélation conduit a une modification
du tissu qui est irréversible. Méme avec
cryoprotecteur, ou méme a cause de celui-
ci, les cellules sont perméabilisées méca-
niquement par 1’augmentation de volume
de I’eau au cours de la congélation ou, par
diffusion d’une solution souvent hyperos-
molaire, ces deux cas vont entrainer des ar-
téfacts. Sur une coupe fine de tissu, les cel-
lules ne sont plus entieres et les contraintes
mécaniques de la décongélation sont beau-
coup moins évidentes.

Séchage du prélevement

Une coupe de tissu congelé est fine pour
étre observée facilement au microscope.
Sa masse est faible et son séchage rapide
dans de bonnes conditions. Une durée de
10 a 30 mn, la température ambiante, une
atmosphere seche, une ventilation sont de
bonnes conditions, comme le rebord d’une
hotte ventilée par exemple. A I’inverse, de
mauvaises conditions (chambre du cryos-
tat froid, rebord d’une fenétre un jour de
pluie, un rangement immédiat) vont lais-
ser des traces d’humidité et permettre a
des enzymes lytiques de faire leur ceuvre
et de détruire les composants du tissu. Un
stockage au froid, lors de 1’ouverture de
la boite, entraine une condensation sur les
autres lames qui resteront stockées.
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Mauvaise cryoprotection

Le but de la cryoprotection étant la pré-
servation des structures apres congélation,
une mauvaise cryoprotection se caractérise
par une mauvaise congélation (e.g. pré-
sence de cristaux de glace, cassure...).

Mais hélas elle ne s’arréte pas la.
Comme cela a été montré précédemment
deux facteurs sont capitaux pour un effet
optimum : la durée d’incubation et la
concentration de 1’agent cryoprotecteur.

- Comme 1’a montré la figure 1, tant que
le prélevement n’est pas imprégné tota-
lement, il ne tombe pas au fond du réci-
pient. Seule cette chute garantit I’impré-
gnation.

- La concentration de 1’agent cryoprotec-
teur dans le tampon est beaucoup plus
complexe. En microscopie électronique,
I’osmolarité est capitale [2]. En micros-
copie photonique I’ceil s’accommode
de la présence d’artéfact compris dans
I’épaisseur de la coupe. Mais des dilata-
tions des espaces intercellulaires ou de
I’espace nucléaire sont parfois visibles et
entrainent des problémes au niveau de la
coupe. Les cellules et/ou les noyaux sont
moins jointifs et montrent des cassures ou
méme la disparition de certains noyaux.

Certains agents cryoprotecteurs
peuvent aussi interférer avec les étapes sui-
vantes (immunohistochimie, hybridation
in situ, analyse...) et la nature de cet agent
cryoprotecteur doit étre neutre avec la fi-
nalité de ces coupes. Le saccharose est le
plus utilisé en routine mais il en existe de
nombreux autres : DMSO (propriété d’ex-
traction), glycérol (tissu mou, nécessité de



couper a des températures plus basses),
tréhalose (non réducteur a I’inverse du sac-
charose)...

LA CRYOCOUPE

Les échantillons congelés vont pouvoir
étre coupés a 1’aide d’un cryostat (Figure
4). Le cryostat est constitué d’une en-
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Figure 4 : Exemples de cryostat actuellement commer-
cialisés.

ceinte réfrigérée équipée d’un microtome
a moteur pas a pas permettant de garan-
tir la précision de 1’épaisseur des coupes.
Différents modeles d’appareils existent
dont certaines caractéristiques techniques
peuvent varier. Le choix se fera alors en
fonction de la nature des échantillons, du
débit d’analyses.... Différents parametres
pourront étre réglés tels que la tempé-
rature du porte-objet, la température de
I’enceinte, 1’épaisseur de coupe depuis le
pupitre de contrdle.

En fonction des modeles utilisés, la
température du porte objet n’est pas forcé-
ment indépendante de celle de I’objet mais
attention a I’inertie de réponse dans ce cas.
Il sera important de faire varier la tempé-
rature de I’enceinte et/ou du porte objet en
fonction de la dureté de 1’échantillon.

Quelques exemples :
- cerveau : de -15° C a-25° C
- foie : de -15° C a -25° C
- poumon : de -25° C a -35° C
- testicule : de -10° C a -15° C
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En fonction du fabricant, ces tempéra-
tures pourront étre modulées et de facon
courante, le réglage se fera a -20°C pour
un 1°¢ essai et, selon les résultats obtenus,
la température sera modifiée si besoin.

Les coupes fines obtenues avec le
cryostat (généralement entre 5 et 10 um)
peuvent €tre utilisées pour :

*des études de morphologie (mais
le systéme paraffine/microtome est
préférable)

* des immunomarquages et les im-
munofluorescences, car les coupes
congelées permettent une tres bonne
préservation des antigenes cytoplas-
miques et membranaires

* la mise en évidence des lipides

* les études d’histoenzymologie

* ’hybridation in situ.

Pour réaliser ces coupes, on pourra uti-
liser des lames jetables ou bien des cou-
teaux (dans le cas des couteaux, il faudra
alors les affuter régulierement). L’un des
parametres également important a régler
sur le cryostat est I’angle de dégagement
qu’il faut adapter en fonction de la dureté
du prélevement. Plus I’objet est dur, plus
I’angle de dégagement est grand ; par
contre plus I'angle de dégagement est
grand, plus la compression de coupe est
importante. Un angle de dégagement trop
petit peut entrainer des coupes d’épaisseur
irréguliere. Un angle de dégagement trop
plat ou trop raide ne permet pas d’obtenir
des résultats de coupes optimaux et dété-
riore les échantillons.

Apres le réglage de 1’angle de dégage-



ment, la position du tranchant par rapport a
I’objet peut étre modifiée. C’est pourquoi,
il faut toujours positionner 1’objet au-des-
sus du couteau lors du réglage de 1’angle
de dégagement. Dans le cas contraire,
I’objet risque de heurter le couteau lors de
la montée (Figure 5).
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Figure 5: Schéma des réglages possibles sur un cryos-
tat.

Enfin, pour avoir des coupes de bonne
qualité, il faudra étre attentif au réglage de
la lame anti-roll (Figure 6). Cette lame de
verre permet aux coupes de s’étaler bien
a plat deés leur formation. Si le systeme
anti-roll est mal positionné par rapport au
tranchant, les problemes suivants peuvent
se produire.
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Figure 6: Principe de réglage de la lame anti-roll.
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LA CONSERVATION DES COUPES
Les tissus restants

Les tissus restants doivent étre conser-
vés a - 80° C ou dans I’azote liquide (durée
indéterminée).

Les coupes flottantes

Un « certain » temps, quelques heures,
quelques jours au réfrigérateur si le tam-
pon contient de l’azide de sodium. La
durée d’attente est inverse a la qualité des
résultats obtenus.

Les lames

Apres un séchage a température am-
biante d’une heure au minimum, les lames
doivent étre conservées au sec dans un em-
ballage étanche et peuvent étre conservées
a -20° C pour un usage a court terme, sinon
il faut les conserver a -80°C. Avant utilisa-
tion on laisse les lames revenir a tempéra-
ture ambiante. Il faut se souvenir que seule
I’eau est « congelable » dans une coupe de
tissu. Si la lame est seche, son stockage a
température ambiante est possible dans un
emballage étanche.

QUELQUES CAS PARTICULIERS
Le tissu adipeux

Le tissu adipeux est majoritairement
composé de lipides qui figent a basse tem-
pérature. Ce qui les rend difficile a cou-
per. La température de coupe doit étre tres
basse et I’épaisseur doit alors €tre réduite.
Plus la température de coupe est basse,
plus il faut couper fin pour obtenir des
coupes qui ne se « hachent » pas. Le tissu
adipeux est aussi plus facile a couper s’il
est préparé avec un autre organe.



Les tissus embryonnaires

Les tissus embryonnaires sont tres
riches en eau. Ce qui rend la congélation
délicate. Il faut donc les cryoprotéger au
maximum et bien les laisser couler dans le
sucrose 30% voire 40%. La congélation
doit par ailleurs étre tres rapide pour empé-
cher les gros cristaux de se former.

Les poumons

Le poumon est un organe qui est sou-
vent rempli d’air a I’autopsie. Les bronches
et bronchioles qui le composent sont aussi
« vides » et peuvent donc étre collapsées,
ce qui rend I’observation difficile. Pour
bien observer les structures du poumon il
faut donc « remplir » le poumon afin de di-
later les bronches et alvéoles. Pour cela on
peut soit insuffler dans le poumon frais du
formol afin de le fixer en position gonflée
puis de le cryoprotéger dans du sucrose. Il
est aussi possible de garder les poumons
frais avant de les congeler et dans ce cas de
tenter d’insuffler de I’OCT dans 1’organe.
L’ OCT étant un liquide visqueux cela peut
étre difficile et endommager le tissu. Il faut
savoir que plus I’OCT est chaud moins il
est visqueux, il est donc possible de chauf-
fer un peu I’OCT avant de I’insuffler. L'’ or-
gane est ensuite enrobé puis congelé.

L’os

L’os étant un tissu calcifié il néces-
site une décalcification avant de pouvoir
étre coupé au cryostat. La décalcification
implique que le tissu doit €tre fixé. La
méthode de décalcification est au choix :
EDTA, acide, micro-ondes. Comme tout
tissu fixé 1’os doit alors étre cryoprotégé
avant d’étre congelé. La cryoprotection se
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fait dans des bains successifs de sucrose
20 % puis 30 %.

L’eeil

L’ceil contient I’humeur vitrée qui est
composée a 98-99% d’eau. Cette subs-
tance est contenue dans I’ceil ce qui fait que
lors de la congélation I’humeur vitrée for-
mera un glacon a I’intérieur de I’ceil. Cela
rendra le prélevement difficile a couper
par la suite et pourrait aussi endommager
les structures. Lors de la cryoconservation
de I’ceil il est alors indispensable de per-
cer la cornée avec une aiguille pour laisser
I’humeur vitrée s’en échapper. L’ ceil ainsi
percé pourra alors €tre immergé dans le
fixateur, le trou permettra alors aussi au
fixateur de pénétrer dans I’organe. Ensuite
I’ceil devra €tre cryoprotégé avant d’étre
congelé.

LES ARTEFACTS

Les artéfacts observés sur les coupes de
matériel congelé se manifestent de diffé-
rentes manieres mais sont dus essentielle-
ment a deux étapes : la congélation et la
coupe. Les artéfacts dus au prélevement, a
la fixation et aux autres ¢tapes précédant
I’observation ne sont pas abordées ici.

De congélation (macroscopiques et mi-
croscopiques, Figure 7)

Les fissures sont essentiellement dues
a une congélation dont la vitesse est ina-
déquate ou a une coupe a trop basse tem-
pérature. Les fissures telles qu’elles sont
observables macroscopiquement, sont sou-
vent présentes dans le prélevement et sont
accentuées par la coupe.



Les trous sont principalement le résul-
tat d’une mauvaise congélation, ce qui
veut dire congélation inadéquate au tissu
étudié. Le cerveau est un exemple typique.
Il en existe de nombreux autres, en géné-
ral des tissus hétérogeénes. Le cerveau a
I’échelle macroscopique est constitué de
substance blanche, essentiellement consti-
tué de lipides et de substance grise consti-
tué de matériel cellulaire. Les tissus riches
en lipides ne se congelent pas de la méme
facon que les autres organes car les lipides
nécessitent une température de congéla-
tion plus basse.

Le front de congélation caractérise une

Figure 7 : Artéfacts observables sur le bloc de tissu
congelé, ici le cerveau. Problemes de congélation pour
un tissu hétérogene :

A : Lafleche indique un front de congélation, limite du
tissu correctement congelé ;
B : Probleme de vitesse de congélation, des trous sont

visibles dans la substance blanche et grise ;

C : Fissure, le cerveau risque de se casser pendant la
coupe ;

D : Front de congélation apparent (fleche), trous liés
a des cristaux de glace dus a une congélation trop
lente ;

E : Trous liés aux cristaux dans la substance blanche
et grise ;

F : Coupe flottante de tissu congelé (bloc E), les arté-
facts de congélation sont manifestes ;

: Hétérogénéité de congélation tissulaire et présence
de fissures ;

: Artéfacts dus a la coupe sur une congélation conve-
nable.
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congélation hétérogene ou une décongéla-
tion partielle (Figures 7A et 7D). Le préle-
vement n’était pas correctement immergé
dans I’agent cryogénique (en particulier
lors de 1’'usage de 'isopentane). Ou il a
subi une décongélation partielle au cours
du stockage, du montage sur le support ou
dans le cryostat. Les causes sont variables
et nombreuses. Le résultat est similaire : la
coupe est difficile et souvent inexploitable.

De découpe (Figure 8)

Les bulles peuvent €tre générées lors
du montage des coupes sur les lames. Que
ce soit sur coupe en paraffine ou a congé-
lation, ce probleme de montage reste iden-
tique. La coupe n’a pas été€ collée a un
support généralement une lame de verre
et une bulle d’air est emprisonnée (Figure
8B). Un trou avec une pointe lancéolée
peut réduire cet artéfact de montage a un
trou. Laisser cette bulle conduira au décol-
lement de la coupe au cours des manipula-
tions ultérieures.

Les plis sont des artéfacts de coupe
plus courants qu’en paraffine et les coupes
a congélation sont alors friables, cas-
santes... Le coup de main du manipulateur
est capital.

Les stries sont au départ dues au cou-
teau qui serait lui-méme strié par des
impacts sur le fil. En congélation d’autres
causes sont aussi a prendre en compte :

- Une congélation hétérogene,

- Un probleme d’hétérogénéité du tissu

apres congélation,

- Des cristaux de glace présents dans

certaines zones du tissu.



Le plus souvent ce sont des débris de
coupe qui restent accrochés au couteau qui
peuvent entrainer ces stries (Figure 8B).

Les vibrations sont fréquentes lors

de la coupe de tissu congelé (Figure 8C).

Figure 8 : Artéfacts obtenus sur des coupes de tissus
congelés :
A : Bloc de cerveau sur lequel une strie est apparente;
B : Coupe congelée sur le couteau, montrant des vibra-
tions, des trous, des cassures et des stries ;
C : Coupe de cerveau congelé sur laquelle des vibra-
tions, des bulles et des plis sont visibles ;
: Coupe colorée qui révele de nombreux espaces
lacunaires ;
E : Coupe de cerveau colorée qui présente des bulles,
des plis et des trous ;
F : Coupe de muscle révélant les ATPases montrant des
plis et des bulles.

Les principales causes sont la vitesse de
coupe irréguliere et la fixation du couteau
ou de I’échantillon. Le passage du bloc de
tissu congelé contre le couteau entraine un
réchauffement de celui-ci. La coupe tres
fine absorbe cette chaleur et se réchauffe.
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Certaines zones plus que d’autres d’ou les
modifications de tension et les artéfacts
mécaniques. Ils seront additionnels a ceux
du réchauffement final lors de 1’applica-
tion de la coupe froide sur la lame de verre
chaude.

CONCLUSION

La coupe a congélation a une longue
histoire tant en anatomie pathologique
qu’en recherche. Tout d’abord utilisée en
microscopie photonique pour sa rapidité
d’obtention, elle 1’est maintenant pour sa
sensibilité pour de nombreuses techniques
de détection moléculaire. Nous sommes
loin des années ou le microtome était placé
dans un congélateur. L’appareillage s’est
développé ainsi que les systemes connexes
qui ont simplifié la réalisation des coupes
de tissu congelé. Persiste la difficulté de
la congélation qui reste encore empirique.
Ses inconvénients majeurs sont la pauvreté
morphologique, le matériel spécifique né-
cessaire a cette méthode et la dextérité du
manipulateur pour les réaliser.
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