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Index des symboles

1.2-PD: 1.2-propanediol ou propylzne glycol
1.3-BD : 1.3-butanediol
23-BD: - 23-butanediol & 97%dl
A
a: activité de I'€lément considéré
alx): fonction sans dimension qui caractérise le modle de cristallisation
a': constante intervenant dans la variation de 1/T en fonction de log(v)
Ay paramétre dans l'exposant ' Avrami
a: diamétre intérieur des connecteurs de mesures hautes fréquences
A constante d'étalonnage du DSC
Al terme d aux pertes lors les mesures diglectriques hautes fréquences
Alx): intégrale de 1/a(x)
AA: artére aorte
AFP. : antifreeze proteine
AP: artére puimonaire
APC3.5: standard de connexion haute précision pour des mesures hautes fréquences
ATD: Analyseur Thermique Différentiel
ATP: adénosine triphosphate
B
b : constante intervenant dans la variation de 1/T; en fonction de fog{v)
b, paramétre dans I'exposant d’Avrami
b diametre extéricur des connecteurs des mesures hautes fréquences
B: contante d'étalonnage
B': constante dans la loi de VTF, caractéristique d'un liguide diélectrique
C
[N paramétre dans I'exposant d'Avrami
C: capacité du condensateur de mesures 3 basses fréquences
co: concentration d'une espéce chimique
Co: capacité 4 vide du connecteur de mesures A hautes fréquences
Clhy: capacité A vide du condensateur de mesures A basses fréquences
Cole:) : capacité qui représente la distorsion des lignes de champ dans le diglectrique
) concentration d'Agarose
Cop: constante de régiage du DSC pour les mesures de chaleur spécifique
Cyple) capacité égale 4 Cole) e,
C: capacité linéigue
Cr: capacité "de fuite” pour le connecteur de mesures 4 hautes fréquences
C, capacité parasite dans la cellule de mesures A basses fréquences
Ca?+: fon calcium
CaCly: chlorure de calcium
Ch: ion chlore
CCT:; (ou CT) Centinuous Cooling Transformation
CEMAGREF  Centre National du Machinisme Agricole et du Génie Rural des Eaux et Foréts
CHU. : Centre Hospitalier Universitaire
C.N.R.S. :  Centre National de la Recherche Scientifique

CP: cryoprotecteur




CR.TB.T.: Centrede Recherche sur les Trés Basses Températures
C.R.5.5.A, ¢ Centre de Recherche du Service de Santé des Armées
D
d: densité
d,d": longueur mouillée dans les nouvelles capsules
dl: mélange des isoméres dextro/levo
dH/dt: dérivée de P'enthalpie par rapport au temps
D: diamétre des pores en milieu confiné
b: induction électrique
Dy: durée du palier de perfusion
DIC. : Differential Intesference Contrast
DLsy Dose Léthale & 50%
DMSO: diméthylsulfoxide
DSC: Ditferential Scanning Calorimeter
E
E: coneentration de cryoprotecteur i l'eutectique
B parametre intervenant dans la loi de Jonhson, Mehl et Avrami
E: champ électrique
Ep.: champ électrique local
EC: solution de conservation d'Euro-Collins
EClL: solution testée lors des mesures diélectriques hautes fréquences
F
f: exposant dans I'équation de Cole-Cole
F: flux d'ean par unité de surface au niveau des capillaires sanguins
G
B enthalpie {ibre massique dans la phase liquide
g enthalpie libre massique dans la phase solide
G': conductance du condensateur de mesures & basses fréquences
Gy constante qui intervient dans G(g,) = G, £,72
G'y: conductance 2 vide du condensateur de mesures & basses fréquences
Gpe;) conductance représentant les pertes dans le diélecirique 2 hautes fréquences
B conductance lindique
H
h: constante dans I'expression de 1a vitesse de croissance d'un cristal
h', h*: hanteur de liquide dans les nouvelles capsules
hy: hauteur de liquide dans les anciennes capsules
H: hauteur d'eau en cm dans 1a colonne de perfusion
H+: ion hydroxide
HES : hydroxyethylamidon
HSP Heat Shock Protein
1
iz): courant complexe, fonction de z
I: taux de nucléation (vitesse de germination) par nucléation homogéne
I,: glace amorphe
I : glace cubique
I: glace hexagonale
Ii: module du courant incident



IL: meodule du courant réfléchi

J
it constante de proportionnalité qui intervient dans le calcul de F

K
k: constante utilisée dans 1a loi de Boutron
k': constante utilisée dans la loi de Boutron pour la solution confinée dans vn miliewx

poreux

ky: constante dans la loi d'Arthénius pour les réactions enzymatiques
Koo constante de calibration & ['étalonnage
ks constante intermédiaire dans le modele de Boutron
ki constante dans le modéle de Boutron
k,: coefficient d'activité
kg: constante de Bolzmann = 1.38 10-23 JJK
Ko constante de calibration qui dépend des réglages du DSC 2 la mesure
k,: constante de vitesse des réactions enzymatiques
K: constante dans la vitesse de germination par nucléation homogine
K;: paraméire intervenant dans la loi de Johnson, Mehl et Avrami
Ky paramétre de Hruby
K+: ion potassium
KH: solution de conservation Krebs-Henseleit

L
1: longueur du connecteur de mesure haute fréquence
L: tetnpérature d'équilibre du liquidus
L(T): chaleur latente de fusion de la glace 2 la température T
L;: chaleur Tatente moiaire de fusion de la glace au point de congelation
L' : chaleur latente de fusion de la glace
Li: inductance lingique
Lp: inductance parasite dans la cellule de mesure basses fréquences

B M
m; masse d'eau qui cristallise pour un échantillon de masse Mg,
mmHg : millimétre de mercure
mM : millimele par litre
m*: masse effective d'ean cristallisée
M: mole par litre
My : masse d'eau i I'étalonnage
Mea masse molaire de {'eau
Meen : masse de I'échantillon
lig * masse de liquide dans les échantillons poreux
ot masse molaire

M.EB.: Microscope Electronique 4 Balayage
MM ; Miller et Mazur

N
n: nombre de tests dans l'étude statistique
! - exposant d'Avrami
ny: exposant dans I'équation de Sestak et Berggen
ne: nombre de cristaux formés dans les gouttes de solution cryprotectrice massive
N: nombre de molécules
Neer vitesse critique de refroidissement normalisée
N vitesse critique de réchauffement normalisée




Nat: ion sodium

O
OD: Oneiilette Droite
0G: Oreillette Gauche
OSL: type d'étalonnage pour des mesures & haute fréquence d'un coefficient de réflexion
P
P: exposant spécifique dans la théorie de Sestak et Berggen
p: moment dipolaire
pip: conceniration en % exprimée en poids par peids
P: pelarisation diélectrique
P.: pression de perfusion du ceur de rat
Peap : presston capillaire
Pu: pression colloide osmotique du plasma
Pg: paramétre de Raoult
P,: pression ventriculaire au niveau du ventricule gauche
PEG: polyéthyléne glycol
PHEMA : poivhydroxyethyl méthacrylate
PVP: polyvinylpyrolidone
Q
q(%) : pourcentage de solution cristallisée en glace
Qx| pourcentage ("taux") maximal de solution cristaltisable en glace
Q' max + pourcentage maximal de solution cristallisée pour la solution confinde
Guhéarique * pourcentage de solution cristallisée, calculé & partir de g x x
: débit de perfusion
Qum moyenne de la quantité de glace qui cristallise puis fond au réchanffement
Qmétange | chaleur dégagée lors du mélange du cryoprotecteur dans l'eau
X énergie d'activation dans Ia loi d'Arrhénius
Qy: énergie d'activation dans la loi d'Arrhénius en milieu confiné
R
r: rayon
r: rayon critique d'un germe de cristal
5! rayon des cristaux de glace pour la solution massive
e rayon des cristaux de glace pour la solution confinée
Tmax © rayon maximal des cristaux de glace pour la solution massive
Limin® rayon minimal des cristaux de glace pour la solution massive
L, rayon d'un pore dans I'étude du confinement {voir &,)
R: constante universelle des gaz parfaits = 8.31 J/molK
R: résistance linéicue
Ry: resistance de perfusion
RMN : Résonnance Magnétique Nucléaire
S
s: exposant spécifique dans la théorie de Sestak et Berggen
S: sucre
8 surface d'un pic de cristallisation
S surface du pic de fusion de I'sau pure a Fétalonnage
SMA: standard de connexion pour des mesures hautes fréquences

ST: solution cardioplégique de Saint-Thomas




t: temps
tré athalose
T: température .
Tp: température de nuciéation
Ty constante dans la loi VTF
T, T, . T5 températures (voir Fig 3.6)
Wl température de recouvrement entre les deux régimes de dépendance en température
pour le temps de relaxation
T, : tempeératere relevée au début du premier pic de cristalfisation au refroidissement
T, : température relevée au début du deuxitme pic de cristallisation au refroidissement
Ta: température ob la vitesse de cristallisation est maximale au réchauffement
T.: température de cristalfisation de l'sutectique
Teau température de fusion de la glace
Ty température de transition vitreuse
Ty : température de nucléation homogéne
T tempcrature de fin de fusion ou température de congélation A l'equilibre
Ty : température de fin de fusion pour la solution confinde
Trnax: températre maximale 4 laquelle 'échantillon testé en calorimétrie est réchauffe
T température de fusion de hydrate du 2.3-BD dans les filtres
Trames température de fusion de la glace dans les filtres
T.E.M. Transversal Electric and Magnetic field
TIT: Time Temperature Transformation
U
U: vitesse de croissance d'un cristal de glace
uv: rayonnements ultra-violets
UwW: sofution de préservation Belzer - University of Wisconsin
v
v vitesse de refroidissement ou de réchauffernent
v(z) tension complexe, fonction de z
Ve ! volume molaire
Yias volume massique
¥p vitesse de phase
Vier vitesse de refroidissement
Vingoriquo - vitesse calculée A partir de C3.12 ou C3.13
: volume de cryoprotecteur perfusé
Veer: vitesse critique de refroidissement
Ve volume maximal de la sphére de glace
Vi: medule de la tension incidente
V. module de la tension réfléchie
Veer - vitesse critique de réchauffernent
VC: Veine Cave
VD Ventricule Droijt
VG Ventricule Gauche
VFT: loi de Vogel Fulcher et Tamman
X
X proportion de glace cristallisable qui est cristalisée dans I'échantllon {0=x<i)
X4 fraction de glace cristallisée & T,
Xp: proportion de glace hexagonale
X: fraction cristallisée dans 1"éguation de Johnson, Melh et Avrami
X, fraction molaire de l'eau pour définir Iactivité

XC:

longueur du cylindre de glace A 'instant t




Kee longuenr maximale du cylindre de giace
Y
Y admittance
Z
Z: impédance caractéristique d'une ligne
Zu: impédance de charge
o
o paramitre de caleul dans [a loi d'Havriliak-Negami
Uy partie réelle de |a constante de propagation ¥ qui représente 'attenuation
v constante intervenant dans la variation de T/T; en fonction de log(v)
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Lexique

diminution de [a quantité d'oxygéne distribuée aux tissus.

molécule hautement énergétique directement utilisable par les cellules

arrét brutal du coeur,

petit crustacé des eaux douces, nageant  l'aide de longues antennes rameuses.
petit crustacé d'eau douce appelé communément puce d'eau.

tissu fin constitué par une seule couche de cetlules, les cellules endothéliales,
qui tapisse I'intérieur des vaisseaux et du coeur.

globule rouge du sang.

contraction rapide et désordonnée des fibres musculaires du cceur.
globule rouge du sang.

qui se rapporte aux conditions mécanigues de [a circulation du sang,
acide [(hydroxy-2-éthyl)-4-piperozinyt 1] -2-éthane sulfonique.

science qui traite de la structure des tissus et des cellules qui constituent les
ires vivants,

stabilisation, chez les &tres vivants, des différentes constantes physiologiques.
dans la membrane qui tapisse les parois intérieures de la cavité abdominale,
arrét ou insuffisance de la circulation du sang dans un tissu on un organe,
solubles dans les graisses, les hujles.

substance chimique libérée pour produire un effet sur les cellules voisines.

organite cytoplasmique jouant un réle fondamental dans la respiration et les
réactions ¢nergétiques de la cellules vivante.

petite fibre du muscle.
infiltration séreuse dans divers tissus, se traduisant par un gonflement diffus.
partie liqeide du sang,

relatif 4 une onde de contraction faisant avancer de proche en proche le liquide
de perfusion.

oxydation au plus haut degré possible pour former des peroxydes,

pression exercée par une substance dispersée dans vn solvant, lorsque ses
molécules sont groupées en micelles portant vne charge électrique de méme
signe.

mélange moléculaire égal des deux inverses optiques d'une substance {stéréo-
isomérie).

formation au sein du cytoplasme servant de réserve de calcium,

métal alcalin (Rb) n°37 analogue au potassivm mais beaucoup plus rare,
hydroxyde de sodium, NaOH,

diminution du calibre d'un vaissean par contraction de ses Fibres musculaires,







Introduction

Je n'oublierai jamais cette mére effondrée :
"Mon enfant, si seulement quelque part on avait pu
te conserver un cceur, il battrait aujourd'hui haut et

fort, et ton sourire effacerait mes larmes”...







Introduction !

Les chirurgiens qui réalisent des transplantations d'organes rencontrent actuellement un certain
nombre de probleémes, essentiellement liés aux courtes durées de conservation des greffons. Cest la
raison pour laquelle le service de transplantation rénale du C.H.U, de Grenoble a scuhaité engager
dis 1989 une activité de recherches en faisant appel & des compétences et des méthodologies diverses.
L’ objectif est d'améliorer les conditions de conservation des organes. Le principe retenu consiste 3
augmenter leur temps de stockage en abaissant notablement leur ternpérature grice 2 ia vitrification.
Les premiers (ravaux ont été tentés sur des organes de petits mammiferes ; le ceeur de rat et le rein de
lapin. Plusieurs laboratoires se sont regroupés autour de cette étude :

- le service d'Urologie et de transplantation rénale du C.H.U.,

« Je Centre de Recherches sur les Trés Basses Températures du CN.R.S.,
- le Laboratoire Louis Néel du CN.R.S.,

- le Laboratoire de Bioénergétique Fondamentale et Appliquée de I'U.J.F.

Les travaux présentés dans ce mémoire s'inscrivent directement dans le cadre de cette démarche.,
Associés i une bréve émde de toxicité, ils concernent essentiellemnent I"étude des propriétés physiques
des solutions cryoprotectrices, seules ou perfusées dans les organes

* Le premier chapitre rappelle quelques généralités sur la cryopréservation. Il justifie le choix de ta
vitrification comme solution aux problémes et situe le projet grenoblois par rapport aux résultats
déjh connus sur le sujet. La méthode par vitrification nécessite la perfusion de solutions
cryoprotecirices dans les organes et impose un refroidissement rapide. Le choix de la solution
cryoprotectrice est fondamental car il doit répondre & deux impératifs : une faible toxicité cellulaire
et une forte tendance 4 former un verre. Le rdle des cryoprotectenrs est présenté dans ce chapitre
et feur mode d'action est diseuté en terme de pression hydrostatique équivalente.

* Pour aborder le probleme de la toxicité, nous avons réalisé des tests de fonctionnalité sur des
ceeurs de rats isolés et perfusés avec une solution cryoprotectrice & base de Saint Thomas et de
1.2-propanediol. Il nous a semblé important d'introduire ce travail en présentant plusieurs aspects
liés & ce type d'expérimentation. Le deuxiéme chapitre rappelle donc quelques bréves notions
d'anatomie ou de physiologie. Paralltlement, il montre les effets d'une addition de sucre sur la
toxicité des solutions cryoprotectrices.

* Dans le troisi¢me chapitre de ce mémoire, nous éudions les conditions de vitrification du coeur de
rat et du rein de lapin. Pour déterminer les vitesses de refroidissement et de réchauffement
nécessaires & la vitrification puis & la dévitrification, nous wtilisons un calorimatre différentiel 3
balayage. Notre méthode est présentée dans la premiére partie. Elle nous permet d'abord de
comparer {'efficacité de plusieurs solutions cryoprotectrices au niveau des propristés thermiques.
Le méme type d'expérience est réalisé avec des morceaux d'organes préalablement imprégnés de
solution cryoprotectrice par perfusion. Ces mesures montrent I'influence des tissus biologiques
sur les conditions de vitrification, Ce résultat est interprété par un effet de confinement 3 1'aide
d'une étude calorimétrique systématique dans des milieux physiques poreux,
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+ Pour terminer, rous examinens le probldme du réchauffement qu'il faut maflriser pour protéger le
métabolisme cellulaire et préserver la fonctionnalité de l'organe vitrifié, L'idée d'un
réchauffement par onde électromagnétique a déja éié proposée par d'autres auteurs. Nous
présentons dans le quatrieme chapitre une étude préalabie des propriétés diélectriques des
solutions eryoprotectrices. Les mesures sont réalisées entre L00Hz et 10GHz, dans des élats
hors équilibre au cours de balayages en températures, de manigre a définir la fréquence optimale 3
appliquer & la solutien pour éviter toute cristallisation dans |'état surfondu,
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Depuis le si¢cle dernier, I'homme réve de conserver des tissus biologiques isolés dans un état
viable :"If one were to substitue for the heart a kind of injection of arterial blood, either natural or
artificially made, one could succeed in maintaining alive indefinitely any part of the body whatsoever"
(Le Gallois, 1812). Riche de perspectives au niveau médical, cette idée prend forme au début du
XXitme sizgcle avec 'élaboration de liquides physiologiques artificiels (Ringer, 1883) et les premiers
essais de transplantation cardiaque hétérotopique sur chien (Carrel, 1912). At moment de la seconde
guerre mondiale, les technigues médicales de réanimation, de transfusion et d'anesthésie générale
s'améliorent rapidernent. Dés le début des années 60, les premiers essais de greffe sont teniés, La
premiére greffe rénale est réalisée en 1964 par le Pr. Hamburger (hépital Necker, Paris) 2 partir du
rein d'un cadavre et en 1967, le Pr. Bamard réussit la premiére homotransplantation cardiaque chez
'homme (Cap, Afrique du Sud) [1/1). Hélas... le greffé décéde moins de 3 semaines plus tard &
cause d'une infection pulmonaire. Des recherches sont alors entreprises sur le plan immunologique et
en 1980, les transplantations humaines prennent un nouvel essor aprds la découverte de la
ciclosporine {(médicament anti-rejet) [1/1].

Aujourd'hui, T'acte chirurgical est bien maitrisé. Mais dans sa procédure actuelle, chaque
transplantation est une intervention lourde et délicate qui se fait dans I'urgence. A partir du moment ol
un organe est prélevé, il faut le transporter, évaluer sa viabilité et faire le maximum de tests de
compatibilité entre le donneur et le receveur potentiel, Ces contrdles obligatoires demandent du temps.
Or le temps disponible varie pour le moment entre 4 et 6 heures pour le ceeur, 10 & 12 hewres pour la
rate et le pancréas, et 48 4 72 heures pour le rein. Ces durées sont généralement insuffisantes et
entrainent des pertes de greffons, et parfois des réactions de rejet et donc des échecs ou des
traitements ultérienrs plus coditeux.

Pour augmenter le nombre de transplantations réussies, il devient aujourd'hui indispensable
d'allonger les durées de conservation des organes. Ce n'est pas ure réponse 4 la pénurie
d'organes qui diminoe depuis 1990 le nombre total de greffes [1/2] et qui persiste malgré toutes les
campagnes de sensibilisation sur le don d'organe. Mais c'est une alternative qui devrait permettre une
meilleure utilisation des greffons peu nombreux et précieux, L'Etablissement Frangais des Greffes est
dailleurs trés demandeur, Une conservation prolongée permettrait upe gestion plus facile des
greffons avec des contrdles tras réglementés comme ceux effectués dans les banques de tissus. Eile
permetirait & long terme la création de banques d'organes. Elle offrirait aussi la possibilité de mise en
quarantaine pour éliminer tout risque de contamination virale, Elle abaisserait enfin le codt de chaque
intervention,

Pour allenger Ia durée de conservation des greffons, ia solution envisagée depuis déja une dizaine
d'années consiste i les cryopréserver [1/3], cest-i-dire & les refroidir a tras basse
température en évitant les dégéts dus av frold. La cryopréservation est une technique
complexe qui met en jeu de nombrenx paramétres. Son intrét et son cahier des charges vont étre
détaillés dans les pages suivantes, Nous montrerons d'abord I'avantage des basses températures pour
une conservation fongue durée. Nous aborderons ensuite le probléme de la cristallisation de la glace et
nous expliguerons enfin pourquei nous avons choisi de faire des recherches sur la vitrification des
organes (refroidissement 2 trés basse température sans formation de cristausy en présence de
cryoprotecteurs, A fa fin de ce chapitre, nous proposerons une corrélanen simple entre les effety de
concentration des cryoprotecteurs ¢t les effets de pression.
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A - Effets des basses températures

Pour conserver durablement un systéme biologique, il faut impérativement ralentir son activité
mélabolique. Or les réactions enzymatiques qui interviennent dans les métabolismes biochimiques
sont influencées par les variations de température. Il est bien connu que le froid ralentit ces processus,
C'est l'intérét des systémes de réfrigération et de congélation pour les denrées alimentaires,

A.1 - Avantage des basses températures :

Pour une espéce chimique quelconque qui se transforme en une auire espéce, I'évolution de sa
concentration C? est donnée par : dC%dt = k,C?, avec k, la constante de vitesse de la réaction
chimigue. Cette constante svit la loi d'activation thermique déduite empiriquement par Arrhénius [ 1/4]

ool )

avec kg ta constante d'action, R la constante universelle des gaz parfaits, T la température absolue en
Kelvins et Q, I'énergie d'activation. Q, (valeur positive) représente le supplément d'énergie que doit
acquérr le systéme pour réagir (i.e. franchir une barritre de potentiel). Cette relation est toujours
satisfaite, sauf aux trop basses températures oi la constante de vitesse s'en écarte légérement, Elle
montre que les réactions chimiques sont énormément ralenties quand la température diminue,

La conservation d'organes telle qu'efle est pratiquée aujourd’hui utilise cette propriété : les organes
sont maintenus & 4°C (277 K). Mais cette température ne les soustrait au vieillissement que pour de
courtes durées, Avec une énergie d'activation de 40kl/mel typique pour les systémes biologiques par
exemple, une réaction qui durerait 1 seconde & 300K durera prés de 4 secondes 2 277K, et 2 106
années & 100K [1/5]. En abaissant la température jusqu'a celle de 1'azote liquide bouillant sous la
pression atmosphérique (77 K, -196°C), nous pouvons donc estimer avec une bonae approximation
que les métabolismes celtulaires et les processus de dégradation seront figés (I'azote liguide est
envisagé pour 1z commodité et le coiit du refroidissement [1/6]). Le cours du temps biologique est
alors pratiquement interrompu... d'oli 1'intérét de conserver les organismes vivants 2 trés basse
température. Les températures cryogéniques offrent donc en théorie le moyen de stocker pendant
plusieurs décennies des tissus et organes isolés sans détérioration significative. Mais il faut
évidemment éviter les dégiits liés au froid.

A.2 - Danger des basses températures :

Les températures cryogéniques semblent inoffensives pour les cellules vivantes. En témoignent par
exemple des spermatozoides conservés avec succds sur de longues périodes dans I'azote liquide [1/7].
Mais pour atteindre ces températures, il faut traverser en dessous de 0°C une zone exirémement
dangereuse, aussi bien au refroidissement qu'au réchauffement, En effet, les systémes biologigues
codtiennent en moyenne entre 64% et 80% d'cau. Or 'eau présente un grand nombre de particularités
physiques. Sa cristallisation en dessous de 0°C s'accompagne notamment d'une augmentation de
volume d'environ 9%. Au niveau cellulaire, des dommages irréversibles peuvent &tre entrainés, entre
autre, par cette dilatation. Pour les éviter, il fant connaitre les différents phénoménes qu'elle met en
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jen. La formation de glace cristalline se fait en deux étapes. Les cristaux sont généreés dans Je liquide
par rucléation. Ils grandissent ensuite pendant la phase de croissance.

A.2.1- Nucléation des cristaux de glace :

Ce phénomene est largement étudié car il intéresse d'autres disciplines comme la météorolagie par
exemple. Clest un phénomene statistique [L1] qui peat se manifester de deux manidres différentes - la
nucléation homogene et la nucléation hétérogéne. Imagnons un germe de cristal en suspensicn dans
I'eau liquide. It est sujet en permanence au bombardement de molécules d'eau, lesquelles contribuent
3 le faire grossir. Mais certaines molécules de sa surface peuvent se faire éjecter par le choc des
bombardements, Elles rejoignent alors la phase liquide environnante. La théorie classique de Gibhs
montre que la pression de vapeur est directement teliée 4 la convexité de la surface. Par analogie, un
petit noyau de forte convexité a une forte tendance i perdre des molécules en surface, Si la convexité
des suifaces augmente, le noyau tend alors a disparaitre. Au contraire, si elle diminue, le noyau
grossit et atteint sa tajlle critique lorsque le flux de molécules perdues est égal a celui de molécules

gagnées [L2].

2.1.1 - Nucléation homogene :

La nucléation homogene est définie par le développement d'un noyau de taille critique 2 partir des

agrégats de molécules d'eau. Clest une propriété intrinséque au lquide considéré, La probabilité de

nucléation dépend des fluctuations de l'ordre des molécules i courte distance. La nucléation

homogéne se produit par exemple dans I'sau pure vers -40°C [1/8}. La théorie classique de la

nuciéation homogene indique que ta vitesse I de germination (apparition de germes cu de noyaux de
. cristal) est proportionnelle 2 a probabilité de former un noyau de taille critique [L1], soit :

K AG*
[="~exp

n kgT
avec K une constante, 1) la viscosité, T la température en Kelvins et AG* i'enthaipie fibre de formation

d'un noyat de tailie critique. Pour un germe de glace sphérique de rayon r, I'enthalpie libre de
formation AG(r) vaut :

anr?

3v

AG(n)=-dmry + ——(g;- g, )

mas

avec gs et g les enthalpies libres massiques dans la phase solide et dans fa phase liquide, Y la tension
superficielle et vy, le volume massique. Le dernier terme traduit le changement d'énergie lors de [a
convetsion du volume dans la goutte de I'état liquide  'état solide. 1f est approximativement égal 3
4/3re3AGy avee AG ['enthalpie libre volumique dégagée par la cristallisation du liquide surfondu.

Or AGy =AH, —TAS,. A la température d'équilibre Ty, AG,, =0, donc ASV(Tm)=5A—H—_‘l’_@.

m
En négligeant ies variations de la chaleur spécifique entre ['état liquide et 'état solide et en négligeant
les variations de la chaleur spécifique avec la température, ASy et AHy, sont pratiquement constants et
nous pouvons &crire ;

AG, =AH, [1 —?T—J Les conditions critiques sont déterminées pour ai;}_(r_) =0, soit:
r

m
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12
P T 0, et [AG *=_[§_6..T£J ;Y T, . )
AH, (T, -T) 3 N\ AHE(T, -T)

ki)

Ces expressions montrent que le rayon et l'enthalpie libre critiques dépendent de Pétendue de la
surfusion. Plus la température diminue, plus la formation de germes susceptibles de croitre est facile.
Par ailleurs, au moment de la nucléation, il y a création d'une surface entre la zone liquide et la phase
solide. Or la tension de surface est une grandeur positive. La nucléation homogéne demande done une
certaine énergie pour compenser 'énergie requise par [a création de la surface. Elie est libérée par le
processus de cristallisation.,

2.1.2 - Nucléation hétérogéne :

En général, la grande taille des échantillons provoque une nucléation de type hétérogene. Elie est
catalysée par des impuretés ou des défants en contact avec le liquide. Ces défauts abaissent la tension
de surface 7y de telle sorte que 'énergie libre nécessaire A la formation d'un noyau de taille critique
diminue. La nucléation hétérogene se produit done & une température plus élevée que la nuciéation
homogéne [L.1] et plus les défauts sont gros, plus la température de nucléation est élevée [L2].

Toutefois, pour favoriser la nucléation hétérogéne, l'impureté ou I'état de surface en contact avec le
liquide doit remplir au moins I'une des conditions suivantes : présenter une interaction chimique
spécifique avec l'eau [1/9], posséder un arrangement entre les charges positives et les charges
négatives ajusté a celui que I'on trouve au niveau des liaisons hydrogénes de la glace [L2], ou avoir
une structure cristallographique proche de celle de la glace [1/9]. Dorsey postule en effet l'existence
de couches d'eau orientées par le site a partir desquelles se forment les noyaux de glace [L2] : les
surfaces dont la configuration est proche de celle de la glace agiratent comme une base de croissance.
Apparemment, les molécules en solution ne sont pas des agents de nucléation, sauf dans le cas de
certaines molécules organiques présentes en phase cristalline, comme des protéines par exemple [1.2],

A.2.2 - Creissance des cristaux de glace ;

Tempérawre (K} 350 +
300 +
250 4

I;-, —_—
200

Lhoulh+l; ———3g
150 4 I, glace hexagonale

I; glace cubique

100 4 I, glace amorphe
Lyouly+looudy # Lo Iy we3pl | % |
] .
30 : : +
0 | 2 3 Psession (10% Pa)

Fig. 1.1 - Diagramme simplifié des différentes formes de glace [1/10]
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Quand le noyau de cristallisation atteint sa taiile critique, le cristal peut commencer & grandir. Sa
structure cristallographique dépend alors des conditions de température et de pression. Sa
morphologie est liée & son histoire thermique.

2.2.1 - Structure cristallographique des cristanx :

La glace présente une dizaine de formes cristallines. Elles sont détailiées sur le diagramme de la figure
1.1 en fonction des conditions de température et de pression. Nous ne rencontrons sur Terre qu'une
seule forme 4 I'état stable : la glace de structure hexagonale Iy, Chaque molécule d'eau établit quatre
liaisons tétraédriques avec ses quatre proches voisins ; deux liaisons hydrogénes partent de seg
propres atomes d'hydrogéne et deux autres de son atome d'oxygne [1/1 1,1/12). 8a structure de base
est donnée & la figure 1.2, L'image 1.2 (a) montre Farrangement des molécules d'eau disposées en
tétraédre avec une molécule au centre (Mp) et quatre aux sommets (M), My, M; et M,). L'image 1.2
{b) représente les molécules d'san dans le plan hexagonal de base du cristal de glace.

(@

(R - T

Fig. 1.2 - La glace hexagonale [1.2]

Il existe cependant une deuxieme forme de glace
qui peut cristalliser de manizre éphémare : c'est la
glace cubique I.. L'arrangement des oxygénes ¥
est identique 4 celui des atomes de carbone dans Je
diamant [1/12] (figure [.3 : les sommets de [a
cellule de base sont noircis). Cetie forme de glace
cubigue est métastable A toutes températures. On
ne peut la trouver i I'état stable dans le systzme
solaire que dans les noyaux des comates, Elle peut
se farmer par exemple par condensation de vapeur
d'eau sur un support en dessous de 110K, ou par
un refroidissement rapide de 'eau liguide 4 104 K/s
Fig. 1.3 - La glace cubique [1/12] [1713]. On ne peut la garder que st elle n'est jamais

réchauifée au-dessus de 200K environ [1/10],
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sinon la glace cubique se transforme rapidement et de fagon irréversible en glace hexagonale. La
diffraction aux rayons X différencie la glace I; de fa glace I, en mesurant l'intensité des réflexions
dans les directions caractéristiques {1/14]. Par cette technique, Dowell et Rinfret ont pu relier le temps
t nécessaire pour transformer la glace cubique en glace hexagonale dans de l'zau pure, en foncticn de
la températre, entre 153 et 208K : t(x,)=2.58% 10" xexp(-8.126T)x, ol x, est la proportion de
glace hexagonale {1/15], t le temps en minutes et T {a température en Kelvins,

2.2.2 - Morphologie des cristaux :

Lors d'un refroidissement, 1a vitesse choisie peut affecter Ia taille et Ja forme des cristaux, 1 a é1é
cbservé [1/16} que plus le refroidissement est rapide, plus le nombre de cristaux est grand et plus ils
sont petits. Luyet a moatré par ailleurs que dans les solutions aqueuses, fes cristaux de glace passent
de ta forme hexagonale 4 la forme de sphérulites quand la vitesse de refroidissement augmente [1.2).

B - Comment cryopréserver ?

Vu l'importance de I'sau dans la composition de tout tissu biotogique, le probldme majeur des
cryobiologistes est celui de la formation de glace. Dans le milieu extracellulaire, elle peut endommager
fa structure complexe de certains tissus. Au niveau intracytoplasmique, elle est dangereuse par effet
direct sur les membranes et les organites spécifiques essentiels i l'activité celiulaire. Le
refroidissement entraine donc la mort des organismes biologiques, A moins de trouver un systéme de
protection adapté. La Nature nous donne 2 ce propos un enseignement inestimable. Le monde animal
développe toutes sortes de stratégies pour supporter Ja rigueur de certains hivers. La compréhension
de leurs mécanismes de survie peut nous aider & améliorer les techniques de préservation d'organes.

B.1 - La cryoprotection naturelle :

Pour les animaux dont la température corporetle suit la température du milieu, (animaux
poikilothermes, dits "4 sang froid"), I'hiver est un probléme crucial. Au cours de 'évelution
naturelle, ces espéces ont développé deux types de comportement [1/173 : certains animaux évitent ln
congélation en maintenant leurs liquides biologiques dans un état surfondu, d'autres s'accommeodent
du gel en contrdlant ta formation de glace et en déshydratant partiellement les cellules.

= Dans la premitre catégorie, nous trouvons des arthropodes terrestres (araignées, acariens, mille-
pattes) ¢t de nombreux insectes, Leur température corporelle peut descendre jusqu'a -15 ou -26°C
(voir m&me -55°C dans le cas de certains insectes des régions arctiques) et leurs liquides
biologiques ne gilent pas. L'apparition de fortes concentrations de substances antigel comme le
glycérol abaisse leur point de congélation. La surfusion (état liquide en dessous du point de
congélaiion & 'équilibre} est maintenue en éliminant de l'organisme tout corps étranger susceptible
de nucléer des cristaux de place, et en synthétisant certaines protéines spécifiques dites protéines
antigel (ou A.F.P. d'aprés "antifreeze proteins"}. Ces protéines ont été découvertes en 1957 par
Scholander {1/18] dans le sang de poissons de I'antarctique, puis furent longuement étudiées par
De Vries, Ce sont des inhibiteurs de croissance. Elles sont adsorbées & la surface des
microcristaux de glace [1/19,1/20] et génent leur propagation, stabilisant la phase cristalline.
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+ Inversement, d'autres animaux combattent le froid en se laissant geler puis renaissent au
printemps. I} s'agit de certaines larves, d'insectes, de la grenouilie des bois (rana sylvatica), des
tortues peintes du continent nord-américain, ou de mollusques marins. Tis gélent quelgues fois
totalement pour atteindre des températures internes largement en dessous de 0°C (la Siberian
Salamander par exemple survit i des températures de -35°C [1/21]), Des études ont montré que ces
animaux développent une véritable adaptation biochimique pour éviter les dangers de Ia
congélation. Leur stratégic consiste 3 limiter la formation de place aux compartiments
extraceliulaires grice 4 des protéines de nucléation (le cytoplasme des cellules, ou liquide
intracellulaire, reste 4 ['état liquide). Les protéines de nucléation présentent des sites tris
hydrophiles structurés de mani&re i catalyser la formation de germes de cristaux, Les A.F.P.
empéchent que les cristaux deviennent trop grands. Leur présence augmente la concentration
électrolytique du milieu extracellulaire. Le cytoplasme cellulaire libére alors de I'sau par effet
osmotique, ce qui a pour effet d'augmenter la concentration et d’abaisser le point de congélation du
liquide intracellulaire, d'ol son état surfondu. Mais 1a sortie d'eau par osmose s'accompagne
d'une rétraction importante de la membrane cellulaire. Pour diminuer [a quantité de glace formée et
atténuer ainsi les échanges osmotiques, les animaux synthétisent alors différents composeés comme
le glycérol, le glucose... jusqu'a parfois plus de 10% de leur poids corporel, et pour protéger les
membranes contre la dessiccation, du tréhalose, du sorbitol...

De ces adaptations écologiques et physiologiques, il ressort un poirt commun fondamental : le
changement de composition des liguides biologiques avec synthése de substances antigels qui
régulent le processus de cristallisation. Le Iézard européen (Lacerta vivipara) par exemple, peut selon
le cas rentrer en surfusion ou tolérer le gel grace 4 I'accumulation de glucose pendant Phiver [1/22]).
Ces substances sont appelées "cryoprotecteurs”. Elles améljorent aussi la résistance 2 la
déshydratation car elles permettent une perte d'eau contrélée par la diminution de fa pression de
vapeurs des solutions aqueuses [1/23]. La preuve en est la présence d'antigels en été chez des insectes
tropicaux.

Le plus anciennement connu (car if est fabriqué naturellement par le métabolisme lipidique des
animaux) est e glycérol. En 1949, Polge, Smith et Parkes [1/24] découvrirent son effet protecteur sur
des spermatozoides refroidis i -79°C. Dix en plus tard, Lovelock mit en évidence les propriétés
aatigel d'une autre substance chimique, e diméthylsulfoxide noté DMSO. It est particnlizrement
efficace car il traverse plus facilement les membranes que le glycérol {L2}. Clest aujourd'hui encore le
cryoprotecteur le plus ufilisé pour la cryopréservation cellulaire. D'autres cryoprotecteurs ont
cependant été découverts. P, Boutron a mis en évidence I'intérat des polyalcools saturés pour la
cryopréservation. Il s'agit par exemple de 'éthylene glycol [1/25}, du propylene glycol [1/26] et des
butanediols [1/27] (cf. annexe 4).

B.2 - La congélation cellulaire :

Comme nous venons de le voir, le principe de la conservation biologique & basse température repose
sur I'addition de cryoprotecteur qui limite le taux de cristallisation et les conséquences Iétales de la
congélation. Mais I'sffet du cryoprotecteur peut varier selon la nature des cellules, leur perméabilité a
I'eau et les conditions de refroidissement. Analysons le comportement d'un type cellulaire quelconque
en fonction de la vitesse de refroidissement. La figure 1.4 montre I'évolution du taux de survie obtenu
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pour une vitesse de réchauffement rapide. Nous observons typiquement quatre zongs

- Les cristaux de glace apparaissent d'abord & l'extérienr des cellules. La formation de glace
augmente Ia concentration des sofutés extracellulaires. Lors d'un refroidissement lent (a), les cellules
se déshydratent forternent par effet osmotique. La perte d'eau prononcée altére les membranes
cellulaires qui se plissent fortement. Les cellules se rétractent et sont soumises 2 des contraintes
mécaniques par frottement et compression entre cristaux. Par ailleurs, le contenu de la cellule est

exposé a des solutions hypertoniques, ce qui proveque des modifications biochimiques ou
structurales appelées “effet de solution” {1/6]. Il y a alors collapsus des cellules par effet osmoligue.

- Lorsque le refroidissement est rapide (c), la cellule n'a plus le temps de se déshydrater. Des
cristaux de glace se forment alors aussi bien & lintérieur qu'd Vextérieur des celiules. Les
changements de volumes qui s'en suivent et les arétes coupantes des cristaux provogquent des lésions

mécariques mortelles avec destruction de la structure interne des cellules.

A
100 1 o
Eifet osmotique Plateau de vitrification
de sclution
é /_/_’—‘
a
z i classique
B de survie _Congélation
E intracellulaire
3
&
[l
(2 {b) (c) (4
-
@ @ @ @ Vitesse de refroidissement
- .
. «
*
* * *
@ .
- b
contraction légire cristailisation
importante; contraction intracellulaire
.
* * = .
- - -
¥ ol A
CONMracion cafules viahles _dommages étar complétement
mortelle irréversibles amorphe

Fig. 1.4 - Comportement des celliles en fonction de la vitesse de refroidissement

- 1l faut donc trouver le bon compromis entre une vitesse de refroidissement rapide qui provoque des
Iésions par formation de glace intracellulaire, et une vitesse lente qui conduit & l'effet de solution. I
existe pour chaque type de cellule une vitesse de refroidissement optimate permettant la congélation la
meins dilétere possible. Il fui correspond un taux de survie important appelé “pic classique” (b) par
les cryobiologistes. Sa valeur dépend de la concentration de cryoprotecteur utilisée (il en faut
généralement an moins 10 3 15%), Les cellules se déshydratent moyennement, La contraction n'est
que partielte, et {a surconcentration du milieu intracellulaire par déshydratation empéche toute
formation de glace dans les cellules. Sans que ceci n'ait pu &tre prouvé i ce jour, on peut
raisennablement penser qu'il y a vitrification du milies intracellulaire. En effet, lorsque les cellules
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sont chservées au cryomicroscope, on ne voit pas de cristaux A lintérisur [1/28]. Le pic de survie est
différent d'un type de ceilule 3 un autre car il dépend de leur tenue 4 la contraction osmotique et de
leur perméabilité & l'ean, If se situe vers 10°C/min pour les cellule de moelle asseuse congelées dans
une solution satine & [.25M de glycérol, et 1000°C/min pour les globules rouges congelés dans le
sang, avec un réchauffement rapide {1/29].

- Sila concentration de cryoprotecteur est élevée (plus de 30 ou 40% selon les cas), le taux de survie
augmente de nouveau aux plus grandss vitesses expérimentalement réalisables (d). Dans cette zone, il
'y a phus du tout de cristallisation, ni dans la celiule, ni dans Iz solution qui l'entoure. Clest le
plateau de vitrification avec une survie élevée, comme au pic classique [1/5].

Aujourd'hui, Ia cryopréservation des suspensions cellulaires est une technique bien maftrisée car clle
est facile & mettre en ceuvre quand le systéme est homogene. La glace extracellulaire n'est pas
dangereuse pour les cellules isolées. Seule la glace intracellulaire doit &tre vitée. Le type de cellule
choisi est donc refroidi en présence de cryoprotecteur A la vitesse optimale du pic classique de survie.
Au niveau du réchauffement, deux techniques sont envisageables :

* Lorsque la vitesse de refroidissement est lente, les cellules sont rés contractées. Il ¥ a peu de chance
de faire cristalliser I'intérieur des cellules au réchauffement. Mais si le réchauffement est trop rapide,
l'eau renire brutalement et provaque des chocs osmotiques. La cellule gonfle trop et éclate. Seul un
réchauffernent lent permet un retour doux au votume d'équilibre {1/30].

* 5t les cellules sont rapidement refroidies, elles sont peu contractées. Au réchauffement, de trés petits
eristaux se forment 2 I'intérienr, 1 faut éviter alors le phénomene de recristallisation (réarrangement de
petits cristaux ea grands cristaux) {1/6]. 1l est conseillé pour cela de réchauffer vite, en raison de la
cinétique de la recristallisation.

Par Ja méthode du pic classique, il est aujourd’hui possible de congeler sans dommage des cellules
isolées comme des globules rouges, des lymphocytes, du sperme ou des systémes un peu plus
compiexes comme des embryons, des valves cardiaques, des tissus fins comme Ia peau, des veines

vu des ariéres.

B.3 - La congélation d'organe :

Malgré un nombre florissant d'expérimentations, la plupart des tentatives de congélation d'organes se
sont soldées par des échecs, Faisons un rapide tour d'hotizon des tentatives infrictueuses qui ont &té
mendes sur des organes (ceeurs, reins) d'origines diverses (poulets, rats, chiens, grenouilles,
hamsters ou lapins) en présence de cryoprotecteurs différents ; éthyléne glycol, glycérol, propylene
glycol (aussi appelé 1.2-propanediol) ou DMSO.

B.3.1 - Congélations de ceurs :

En 1950, Gonzales et Luyet [1/31] constatent que 30% d’éthylene glycol permettent une petite
récupération de l'activité contractile de ceeurs d'embryons de poulet plongés dans I'azote liquide,
Mais en présence de cryoprotecteurs, il y a des signes évidents de toxjcité (Luyet et Keane, 1952) et
de nombreux dégiits [iés A la congélation de 1'zau lors des réchauffements apparaissent (Luyet et
Gehenig, 1954). En 1957, Smith tente de eryopréserver des cceurs de hamster avec du glycérol
{1/32]. Une concentration de 15% produit une faibie récupération aprés un refroidissement 3 -20°C
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mais l'activité reste nulle & plus basse température ou en l'absence de glycérol. L'intérét du
cryoprotecteur est done établi, Sur des ceeurs d'embryons de poulet, 30% de glycérol permettent une
conservation de plusieurs jours 4 -80°C sans perte de viabilité (Rey, 1958) avec un réchauffement
rapide. Par contre, les tentatives menées sur des coeurs adultes de chien (Barsamian et al., 1959) ou
de lapins (Connaughton et Lewis, 1961) n'ont pas autant de succés [1/31L Les expériences se
concentrent alors sur les ceeurs de petits mammiferes et des recherches sont entreprises sur [e DMS(,
Il semble en effet plus efficace que le glycérel pour protéger des ceeurs de rat refroidis i -20°C
(Karow et al., 1963), A 15%, les cceurs retrouvent une faible activité contractile, mais pour des
concentrations supérieures, I'activits reste nulle. La récupération dépend aussi de la durée passée 4
basse température : au-deld de deux heures & -15°C, il y a une aussi faible récupération que pour 10
minutes passées & -80°C (Barner, 1968). Les travaux s'orientent alors vers les problémes de toxicité
des crycprotecteurs. Dans les ceeurs de rat, Shlafer et Karow [1/33} montrent qu'a plus de 1.4 M
(~11%} & 30°C, le DMSO provoque des altérations physiologiques et merphologiques au nivean des
organites intracellulaires {mitochondries, réticulum, noyan ou myefilaments) avec parfois une
destructien des membranes, D'autres expériences sont réalisées 2 lempérature ambiante sur des
morceaux de cceurs de grenouille plongés quelques winutes dans différentes solutions
cryoprotectrices, Elles montrent que I'éthyf2ne giycol perturbe moins l'activité contractile que le
giycérol, lui-méme moins nocif que le DMSO (Luyet et Rapatz, 1971} [1/34]. Mais les effets
irréversibles des cryoprotecteurs semblent spécifiques. Pour une méme concentration, les ceeurs de
grenouille [1/35] apparaissent plus résistants gue les cosurs de rat. Sur 10 ceeurs de grenouille
refroidis jusqu'a -55°C avec une perfusion de solution progressivement concentrée en éthyléne glyeol
jusqu'a 11 M (~65%), plongés 5 minutes 4 -78°C, puis réchauffés avec ringage du cryoprotecteur,
neufs récupérent une activité contractile [1/36].

Alnsi, les ceturs embryonnaires et quelques ceeurs de grenouille peuvent supporter des expositions
durables 2 basse température avec congélatien en présence de cryoprotecteurs, Mais les cceurs de
mammiféres ne reprennent aucune activité contractile si les températures de conservation descendent
en dessous de -20°C. Quand il n'y a pas mort compléte de t'organe, la survie n'est que partielle.
Aussi, depuis 1a fin des années 70, les recherches sur la congélation des ceeurs se sont pratiquement
interrompues. Quelques essais de préservation de cceurs de rat isolés ont été repris avec du glycérol
ou du polyéthylene glycol & -1.4°C [1/37] (Banker et al., 1991-1992) et de P'éthylene glycol 4 -3.4°C
[1/38]. Les deux avancées les plus importantes en matidre de cryopréservation des ceeurs seront citées
au paragraphe D.2.1. Mais dans la majorité des cas, les travaux se sont tournés vers la
cryopréservation des reins.

B.3.2 - Congélations de reins :

En 1967, Halasz refroidit des reins de chien avec du glycérol cu du propylzne glycol Jjusqud -56°C et
les maintient a cette température durant 15 minutes avant de les réchauffer [1/32]. La fenctionnalité de
ces organes aprés transplantation est trés réduite, En 1973, Dietzman et Kubota refroidissent
fentement des reins jusqud -22°C aprés perfusion de 1.4M (~11%) de DMSO et les réchauffent par
irradiation micro-ondes, le tout en moins de 15 minutes : les tissus s'averent fortement endomimagés
[/32]... Les résultats les plus prometteurs sont obtenus par Guttman en 1977, Il parvient 3 50% de
survie avec des reins de chiens perfusés avec 1.4 M (-1 1%) de DMSO, lentement refroidis jusqu'a
-B0°C, laissés 65 minutes & celte température, puis réchauffés dans un four micro-onde 2 vitesse
glevée. Malheureusement, cette expérience n'a jamais 6té répétée avec succds [1/32]... Aujourdhui,



Comment cryopréserver ? 13

les principales équipes qui travaillent sur les reins sont celle de Fahy aux USA [1/39] et celle de Pegg
au Royaume Uni [1/40]. Ils ont mis au point une expérience d'autotransplantation qui leur permet de
tester la viabilité d'un rein de lapin aprés la perfusion d'une solution cryoprotectrice, le
refroidissement et le réchauffement.

B.3.3 - Conclusion sur la congélation d'organes :

Toutes les expériences citées ne suivent pas le méme protocole mais eltes pertmettent de dégager
quelques notions importantes sur la conservation d'organe par congslation : 'absence de
cryoprotecteur produit des lésions graves, mais il devient foxigue 3 concentration &levée ;
l'administration et [e retrait de cryoprotecteur doivent &tre progressifs ; les meilleurs taux de survie
sont obtenus avec des refroidissements lents et des réchauffements rapides [1/32] (bien qu'un
réchauffement lent soit parfois favorable 4 la récupération cardiaque £1/38] car il évite le gonflement

des cellules).

Par ailleurs, le principal responsable des échecs est identifté : i s'agit de [a cristallisation mortelle de
I'zau en glace avec dilatation. La microscopie électrenique montre que les cristaux de glace
provoguent des Iésions trés sévéres dans les organes [1/41]. Au niveau intracellutaire, les effets sont
identiques & ceux observés pour des ceilules isolées (dommages irréversibles au niveau des organites
internes). Dans le milieu extracellulaire, 1a glace qui est inoffensive pour les cellules isolées peut
affecter la fonctionnalité et la survie de l'organe. Car un organe est un milieu fonctionnel trés
vascularisé, avec des cellules différentes organisées en structures complexes et fragiles, La glace
extracellulaire pent done abimer les connections entre cellules et rompre le systéme vasculaire. Elle
provoque aussi un choc osmotique par surconcentration des liquides et perturbe l'environnement
électrolytique des membranes. Sa distribution semble liée A la concentration du cryoprotecteur, a la
vitesse de refroidissement [1/42] et & la température de stockage. Dans le cas d'un muscle lisse par
exemple, un refroidissement lent (0.3°C/min) concentre tes cristaux a la périphérie des cellules
musculaires alors qu'un refroidissement plus rapide (2°C/min) disperse les cristaux dans les tissus
{1/423.

Quand on passe aux organes, le probléme se complique pour plusieurs raisons {1/32] :

* Un organe est un groupement massif de cellules hétérogines. Ces cellules n'ont donc pas toutes la
méme perméabilité ni la méme vitesse optimale de refroidissement au pic classique.

* La tille des organes empéche des variations de températures rapides et uniformes et rend
problématique le refroidissement de ses parties les plus internes 3 Ia vitesse optimale choisie.,

il est done impossible de congeler sans dornmage des organes entiers en utilisant la méthode du pic
classique. Nous avons choisi de chercher A les cryopréserver en les vitrifiant totalement au
refroidissement. Cela revient & se placer au niveau du plateau de vitrification sur les courbes de
survie cellulaire (figure 1.4).

B.4 - La vitrification :

Ce procédé consiste & picger toutes les solutions aqueuses dans un état solide sans cristal de glace
appelé I'état amorphe (ou "état vitreux"). Dans le cas de I'eau pure, il s'agit d'une autre variété de
“glace” notée I, (figure £.1) dépourvue de structure cristalline et appelée "glace amorphe”. Sa rigidité

est identique A celle d'un solide cristatlin mais les molécules sont disposées au hasard comme dans un
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lgude. Saostructire nucosvepigue est celle d'un résean au hasard. Le spectre diffus obtene en
diffraction aus rayons X permet de caleuler fa fonetion de distribution radiale des atomes d'oxygne
[1/43]. Ceue variéd de glace est métastable, comme tous les autres sclides amorphes. Elle se
transforme irréversiblement ¢n glace cubique, rapidement au-dessus de 153 K. Cette transformation
s'accompagne d'un important changement de conductibilité thermique (fa glace cubique conduit
beaucoup mieux la chaleur que la glace amorphe)} et d'une libération de 67 I/g [1/10}, Certains
asironomes pensent qu'il existe de la glace amorphe natureile dans les comeétes [1/10].

B.4.1 - Principe de la vitrification :

La vitrification caractérise le passage de |'4tat liquide 4 Yétat solide amorphe (ou "8tat vitreux"). Clest
un phénomene de nature cinétique qui s'étale en général sur plusieurs degrés. It se caractérise par la
lempérature de transition vitreuse T, qui est proche de -140°C pour V'eau pure [1/44]. Au moment de
la transiticn vitreuse, il y & une angmentation trés brutale de la viscosité. Elle est de 102 poises
environ pour l'eau pure & 20°C. A la transition vitreuse, elle s'éléve jusqu'a 1013 poises et les
variations en température de la chaleur spécifique et du volume spécifique sont modifiges. La
vitrification n'est pas une transition de phase du premier ordre qui caractérise l¢ passage d'une
structure meins ordonnée i une structure plus ordonnée (ou l'inverse), toutes deux dans un état
thermodynamiquement stable, en faisant intervenir des chaleurs latentes. Lors de 1a vitrification, il n'y
2 aucune remise en ordre et 'on passe contindment d'une structure liquide 4 la structure instable du
verre [L1]. Thermodynamiquement, Yétat amorphe est un liquide trés visqueux qui évolue trop
ientement pour que tes mouvements soient observables.

B.4.2 - Conditions de vitrification

En dépit de son aspect trés attractif pour la cryobiologie, la vitrification est difficile & réaliser
concrétement. L'état amorphe est obtenu en refroidissant le liquide suffisamment vite pour fe solidifier
sans lui laisser le temps d'ordonner ses molécules en cristal. Pour vitrifier 'sau pure par exemple, il
faut abaisser la température & plus de 20000°C/s. L'eau amorphe est actugllement obtenue en
condensant de [a vapeur d'eau sur une surface refroidie 4 77K (épaisseur de 2 & 3 mm {1/45]), ou en
pulvérisant des émulsions d'eau sur des surfaces froides [1/14] (dans ce dernier cas, la glace amorphe
ne dépasse pas quelques couches atomiques). Ces techniques ne sont pas transposabies au cas des
celtules biologiques ou des organes. Les vitesses requises natureliement pour la vitrification sont donc
inaccessibles et totalement incompatibles avec un refroidissement homogéne de l'organe. La
vitrification d'organes ne peut se faire qu'en présence de cryoprotecteurs. En plus de leur action
bienfaisante au niveau biologique, ils améliorent en effet les conditions cinétiques de vitrification et
stabilisent l'état vitreux.

C - Intéret des cryoprotecteurs pour
la vitrification

Les cryoprotecteurs sont des composés chimiques naturels ou de synthése qui reproduisent les
mécanismes physiologiques de protection observés dans la nature et interferent avee les processus de
nucléation et de croissance des cristaux, Les cryoprotecteurs sont en général des molécules
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organiques assez asymétriques de viscosité élevée. Hs sont plus ou moins toxiques et se divisent en
deux catégories : les cryoprotecteurs pénéirants et les cryoprotecteurs non pénétrants dans les cellules,

* Les cryoprotecteurs non pénétrants sont des sucres (sucrose, lactose, galactose,
mannitol...) ou des polymeéres de haut poids maléculaires (dexiran, polyvinylpyrrolidone ou
"PYP", polyéthyléne glycol ou "PEG", hydroxyethylamidon ou "HES"..}. Par effet
osmotique, les sucres entrainent une sortie d'ean hors de 1a ceilule et produisent une
surconcentration intracellulaire en solutés namurels qui géne la cristallisation. I semble également
que les sucres interviennent dans fa protection cellulaire par association avec les membranes
[1/17].

* Les cryoprotecteurs pénétrants sont des solvants organiques de Faibles poids moléculaires
dérivés pour la plupart d'alcocls ou du DMSO. En pénétrant dans les cellules, ils rétablissent
I'équilibre osmotique. Tls diminuent le point de congélation et la quantité d'ean dans les liquides
intracellulaires, donc ils diminuent la quantité de glace formée. Ils protégent ainsi les cellules.,

En ce qui nous concerne, nous travaillons essentiellement avec des cryoprotecteurs pénétrants, s
peuvent imprégner tous les tissus, donnant aux liquides de 'organe une composition plus homogére.
Sur ies propositions de Boutron, nous avons retenus le 1.2-propanediol (noté 1.2-PD) et fe 2.3-
butanedicl 97%dl (lot n°04009DM, noté 2.3-BD). Ce dernier contient 96.7% des isomeéres
dextroflevo et 3.1% de Ia forme méso (la forme méso présente I'inconvénient de former un hydrate &
basse température) [1/46].

Afin de montrer l'avantage des cryoprotecteurs du point de vue de la vitrification, nous allons
présenter les différentes propriétés caractéristiques de ces substances. Nous préciserons d'abord les
effets observés sur la température de cangélation a 'éqailibre T,, en comparant nas résultats a ceux
d'autres auteurs. Nous dirons aussi quelgues mots de la nucléation homogéne que neus Ne pouvons
pas observer dans nos expériences, mais que d'autres ont pu étudier. Puis nous présenterons la
réduction du taux de cristallisation. Nous montrerons ensuite comment la structure chimique des
cryoprotecteurs détermine leur comportement dans Y'eau. Nous proposerons pour finir une corrélaticn
approchée mais assez simple, entre les effets sur Ty, de la concentration en cryoprotecteur dans les
solution et celui de fa pression dans I'eau pure.

C.1 - Propriétés physiques caractéristiques :

C.1.1 - Variation du peint de congélation :

La température de congélation carrespond i la température relevée au début de 1a formation de glace
dans [a solution cryoprotectrice. A P'équilibre thermodynamique, cette température correspond aussi 4
la température de fin de fusion du dernier cristal de glace habituellement notée T,,. Nous avons
regroupé plusieurs de nos résultats avec ceux publiés par d'autres auteurs sur diverses substances 2 la
figure 1.5. Tls montrent que les cryoprotecteurs abaissent cette température & mesure que leur
concentration augmente, C'est une propriété colligative car c'est avant tout le nombre de
molécules de cryoprotecteur présentes qui intervient [L2]. En effet, pour une méme concentration
exprimée en poids par poids, la dépression est d'avtant plus importante que la masse molaire est petite
(cf. annexe 1), c'est-h-dire que le nombre de molécules est élevé [1/47].
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Fig. 1.5 - Dépression de T,, en présence de divers solutés.

C.1.2 - Variation de la température de nucléation homogéne :

La température de nucléation homogéne (notée Ty,) est souvent déterminée A partir de mesures dans
des émulsions. Les gouites de liquides y sont suffisumment petites pour éviter statistiquement la
présence d'impuretés induisant la eristallisation par nuciéation hétérogéne. Comme Ty, ia température
Ty diminue quand la concentration de cryoprotecteur augmente, et ['abajssement de Ty, ressemble 2
utie propriété colligative [1/48] (figure 1.6). Ces températures sont pourtant trés différentes ; Ty est
déterminée par des considérations cinétiques alors que Ty, est une proprigté thermodynamigue. Des
éwudes systématiques réalisées avec des électrolytes simples montren: pourtant que I'abaissement AT,
vaut approximativement 2AT,, [1/49].
Cette analogie dans le compertement en
fonction de la concentration de
cryoprotecteur suggére une origine
commune i ces deux phénoménes.
D'aprés la théorie classique de la
sucléation homogeéne, le taux de
nucléation est donné en fonction de la
\ températuze par les équations de A.2.1. 1l
SUCROSE dépend entre autre de la surfusicn et si T,

. UREA diminue, Tp-T diminue, ce qui

. . . \ETHYLENE GLYcoL défavorise les conditions de nucléation

0 C o220 40 &0 [1/47] & chaque température. T, se
%e(p/p) rapproche alors de la température de

Fig. 1.6 - Variation de T, en fonction dz la transition vitreuse T, et la nucléation est
concentration en poids par poids de solution [1/50] de plus en plus difficile. La vitrification

est favorisée [1/48].

C.1.3 - Variation du taux de cristallisation :

En favorisant la vitification, Jes cryoprotecteurs empéchent ou limitent fortement le taux de
cristallisation. Plus leur concentration en sclution est élevée, moins il y a d'eau et plus la quantit
maximale de glace cristailisée diminue [1/51], [l semble que l'effet soit d'autant plus marqué que la
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masse molaire du cryoprotecteur est petite 40 e | e
[1/52], mais il ne s'agit pas d'une simple ig 35 _ _‘
propriété colligative car des isoméres de - b E
méme masse molaire ne se comportent pas ;E % 30 3 =
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Fig. 1.7 - Quantité de glace maximale cristallisée

C.2 - Propriétés chimiques caractéristiques :

Tous les cryoprotecteurs ont une caractéristique en commun : leur grande alfinité avec 1'eau. s
conticnnent tous des groupements fortement électronégatifs susceptibles de former des liaisons
hydrogene (liaisons dans lesquelies Fhydrogéne se partage entre deux molécules). L'énergie de cette
liaison est de I'ordre de 20&¥/mol [1/54] ce qui n'est pas négligeable puisque les liaisons hydrogéne
entre molécules d'eau sont responsables des propriétés physiques Etonnantes de l'eau : ses
températures élevées de changements d'états, sa chaleur spécifique importante et sa densité maximale
3 4°C. Cette liaison peut étre schématiquement représentée comme un transfert de proton, une
interaction £lectrostatique entre deux moments importants ou un effet ionique car elle s'établit entre
l'atome d'hydrogéne et des atomes fortement Electronégatifs comme le fluor, Foxygeéne ou l'azote.

Par les fonctions amines NH, ou les fonctions alcool OH, es cryoprotecteurs peuvent donc s'associer
entre eux ou avec I'ean [1.2] : plus Jeur température d'ébullition est élevés, plus le nombre de liaisons
qui peuvent s'Stablir entre les molécules de cryoprotecteurs est important [1/8] ; plus leur solubilité et
leur chaleur de mélange {exothermique) dans I'sau sont élevées (cf. annexe 1), plus les interactions
qu'ils créent avec l'cau sont fortes. En 1962, Doebber et Rinfret ont trouvé une corrélation entre
T'effet protecteur contre I'hémolyse des érythrocytes et le logarithme de la concentration molaire de
sites susceptibles de former des liaisons hydrogénes (cette corrélation est valable pour des masses
molaires varant entre 92 g pour le glycdrol et 72500 g pour le dextran [L2]). Elle montre I'importance
des linisons hydrogénes dans le mode d'action des cryoprotectenrs,

C.2.1 - Réle des liaisons hydrogines :

Pour comprendre comment les cryoprotecteurs interagissent avee 'eau, MacFarlane et Forsyth ont fait
des mesures de RMIN avec des dialcools 4 2, 3 ou 4 atomes de carbone. 11 s'agit de la RMN du proton
de I'hydrogéne. La fréquence de résonance de ce proten dépend de 1a valeur du champ magnétique
dans lequel il est placé. La RMN est un outil d'analyse puissant car elie permet d'étadier |a force des
liaisons hydrogénes entre l'cau et les groupements hydrophiles des cryoprotecteurs [1/8]. Pour
comparer les différents cryoprotecteurs, ces auteurs éudient les déplacements chimiques 8y daas les
solutions cryoprotectrices. Cette grandeur est définie par [a différence entre 1a fréquence de résonance
de l'échantillon vygcp et celle d'une substance de référence (usuellement le tétraméthylsilane) v, ,
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divisée par la fréquence caractéristique de l'appareil vy ;

6
(Vso]CP _ Vref) x10

8, (ppm) = v

Les analyses ont confirmé l'existence de liaisons spécifiques entre les polyalcools et I'ean. Ces
liaisons modifient I'organisation habituelle des molécules d'eau, contrariant Jes conditions de
aucléation et de cristallisation. Ainsi, la nucléation homogéne apparait normalement dans l'eau pure
vers -40°C 4 cause d'une augmentation du nombre et fou de la force des liaisons hydrogénes entre
molécules d'eau, de telle sorte que l'organisation se rapproche de celle de la glace hexagonale [1/8].
Mais la présence des moiécules de cryoprotecteur change l'arrangement des molécules d'eau 3 basse
température. La formation des fiaisons hydrogénes est donc génée par ia création de liaisons
hydrogénes plus fortes entre le cryoprotecteur et 'eau [1/8], ce qui fait chuter la température de
nucléation homegene. L'efficacité d'un cryoprotecteur ne dépend donc pas seulement du nombre de
sites hydrophiies, Il faut aussi qu'il établisse des interactions fortes avec I'eau pour perturber
significativement I'organisation des molécules. L'étude RMN mentre que ia force des liaisons varie
en fonction de la structure moléculaire [1/8]. Efle dépend du nombre de groupements méthyl CH;, de
leuss positions par rapport aux fonctiens hydrophiles et de la longueur de la chaine carbonée.

C.2.2 - Role de la structure molécnlaire :

- L'effet des groupements méthyl est aussi bien observé avec des amines [1/35] qu'avec des
polyalcools [1/8] : I'éthyléne glycol par exemple (CH,OH-CH,OH) est ua cryoprotecteur moins
efficace que le 1.2-PD (CH,OH-CHOH-CHj;), lui-méme moins efficace que ie 2.3-BD (CH;-
CHOH-CHOH-CHS,} [1/53]. Lorsqu'une fonction
: I méthyl et une forction alcool sont rattachées au
CH3 — C—— méme atome de carbone, la densité électronique se
I déplace de la fonction méthyl & 1a fonction alcool,

| § transformant l'oxygéne en une base forte {figure

H

0
| N 1.8). La liaison hydrogéne dans lagueile cet
- oxygéne est engagé devient plus forte {1/8] et les
Fig. I‘Sflf’ﬂ“‘,""ce d'une fonction méthyl  yo1gcules d'ean sont moins fibres. Elles
a proximité d'une fonction alcool [1/8]

s'organisent alers autour des groupements méthyl
hydrophabes et des fonctions alcool hydrophiles. Si
le nombre de groupements CH; est €levé, les possibilités d'interactions entre les molécules de
cryoprotecteur sont réduites [1/35] & cause de I'encombrement stérique et les groupements
hydrophiles se lient préférenticllement aux molécules d'eau.

- 3i le cryoprotecteur 2 une longue chaine carbonée, sa molécule est plus flexible car les
liaisons carbone-carbone peuvent tourner. Le probléme d'encombrement stérigue est donc réduit et les
interactions entre I'eau et le cryoprotecteur sont facilitées.

L'hydrophilie, 'hydrophobie, la symétrie et les effets siériques de la molécule de cryoprotecteur se
combinent done pour rendre les interactions quil crée avec l'sau plus ou moins fortes [1/55). De cette
force dépend la tendance & former un verre de la solution. Si les molécules d'eau sont fortement lides
au cryoprotecteur, leur mobilité diminue et la viscosité de [a solution angmente, donc le taux de
nucléation diminue {(A.2.1.1). Par ailieurs, les liaisons hydrogénes bloquent fes molécules d'eau duns
une configuration, ce qui perturbe fa cinétique de cristallisation. La nucléation et la croissance de la
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glace sont done fortement génées au profit de la vitrification. Mais il faut trouver le juste équilibre
entre les fonctions alkyls et les groupements électronégatifs. Si Feffet hydrophobe est trop important,
il peut se produire une séparation de phase entre 'eau et le cryoprotecteur. Si l'effet hydrophile est
prédominant, it peut y avoir formation d'un hydrate # basse ternpérature, comme c'est le cas avec e
2.3-BD par exemple.

C.3 - Interprétation de I'abaissement de T, :

C.3.1 - Interprétation par. des lois thermodynamiques :

Nous proposons d'abord d'interpréter Feffet colligatif des cryoprotecteurs sur la température de
congélation comme une conséquence de la loi de Raoult [1/54]. Cette loi énonce que "la dimirution
du point de congélation est proportionnetle au titre massique de la solution (rapport de 1a masse d'un
constituant sur la masse totale de solution) et inversement proportionnelle i la masse molaire du corps
dissont, dans le cas d'une solution étendue (diluée} non hydrotysable",

En représentant 'évolution des T, de la figure 1.5 en fonction du paramétre de Raoult : Py =titre
massique / masse molaire (figure 1.9), nous constatons d'abord que les points sont bien regroupés
pour P £ 0.605mol/g quelque soit le soluté considéré, sauf dans Ie cas du sel NaCl et des sucres
(sucrose et glucose) qui se détachent tris nettement, Mais contrairement aux cryoprotecteurs miscibles
4 P'eau en toute proportion, ces produits ont une constante de solubilité qui limite & une certaine
concentration leur présence en phase dissoute dans la solution. Nous n'allons done pas chercher une
corrélation universelle, mais nous atlons nous limiter au cas qui nous intéresse en pratique : celui des
cryoprotecteurs pénétrants.

300 e
L loi de R N
280 r o lai de Raoult —im 1. 2PD (1726
P —8— 23-BD[1/27]
r 1 —*— 14-BD[1/27
260 4 —e— l,3-BD[i/27]
R [ 1 — &= - 1.2-BD [ 1427
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L 01 --8--Glucose [1/50
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Fig. 1.9 - Abaissement de T,, dans le formalisme de la loi de Raoult

Contrairement i ce qu'énonce la loi de Raoult, nous remarguons que Ty, ne varie pas de fagon tout &
fait lindaire avec Pg, méme pour Py < 0.005 mol/g. Mais pour Py =0, les courbes sont bien
tangentes & la droite dont I'Squation a été obtenue expérimentalement par Raoult avec de I'eau comme
solvant [1/54] :

~RlaMap _ igssp,
L'f

AT, =T, -273.15=
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Au deld de Pp~0.005 mol/g, 'évoluticn des températures se courbe nettement. Nous ne sormmes plus
dans le cadre d'application de la relation de Raoult car la solution n'est plus idéale (le cryoprotecteur
n'est plus suffisamment dilug), Ce changement peut étre interprété de maniére thermodynamique 4
partir d'une variante de I'équation de Clapeyron-Clausius :

+ Nous savoas que {a condition d'équilibre d'un systéme diphasé a température et pression constante
se traduit par I'égalité des potentiels chimiques dans chaque phase avec [1/36] :
#(T,Py=p°(T)+RTIn(a). "a" représente 'activité de I'élément considéré (dans notre cas, il s'agit
de l'eau). '

+ Pour une solution idéale qui suit ia Ioi de Raoult, 2 est définie comme la fraction molaire de I'eau
dans le mélange. La simple présence du cryoprotecteur abaisse donc I'activité de 'eau dans la
solution. Ce résuitar traduit simplement la géne qu'occasionnent les molécules de cryoprotecteur
dans I'accés des molécules d'eau a ta surface de séparation entre la phase liquide et la phase solide.
Dans le cas des solutions non étendues, ['activité de l'eau représente la fraction molaire X, d'eau
multipliée par un coefficient d'activité k,, lequel est défini dans les systéme binaires par différents
modele mathématiques [1/52] : a=X xk,.

* En exprimant I'égalité des potentiels chimiques de 'sau en phase liquide et en phase solide, il
apparait que [1/52]:

2hef L1
=" (273.15 Tm]

avec Ty, la température considérée, R la constante des gaz parfaits et Ly la chaleur latente molaire de
fusion de l'sau au point de congélation. Cette équation relie l'activité de l'ean & la température de
congélation, Pour un meélange binaire, elie permet de tracer la courbe du liquidus du diagramme de
phase lorsque k, vaut 1. La loi de Raoult est la limite de cette expression, pour AT, petit et X, = 1.

C.3.2 - Analogie avec une surpression :

Puisque l'eau a [a propriété de se dilater en se sofidifiant, I'apptication d'une pression hydrostatique
élevée favorise I'état de liguide en surfusion. Entre 0 et 2000 bars, la figure 1.1 montre que le point
de congélation de l'eau pure diminue & mesure que la pression appliquée augmente [1/49]. Il en est de
méme pour sa température de nucléation homogéne. Ces effets sont aitribués A l'augmentation dn
désordre par la pression, spécifique au cas de l'eau. Les liaisons hydrogénes qui orientent les
molécules de l'eau liquide deviennent moins fortes ; elles se tordent ou se brisent, désorganisant la
structure de l'eau [1/47]. Ces changements sont proches de ceux produits par une addition de
cryoprotecteurs sur les conditions de cristallisation. Nous proposons donc d'interpréter 'effet du
cryoprotecteur comme la création locale d'une surpression autour des molécules d'eau.

3.2.1 - Mise en évidence de 'effet de surpression ;

Pour comparer l'effet d'une pression a celui que produit un soluté, de nouvelles techniques ont été
développées en diffraction neutronique. Elles donnent le degré de corrélation entre molécules d'eau en
fonction de la température et de la pression, et la nature des forces qui définissent sa structure
microscopigue {1/57)]. Elles déterminent aussi le nombre moyen de liaisons hydrogénes formées par
les molécules d'eau. Des tests avee du chiorure de lithium ont montré qu'z fortes concentrations
{10M} de sels, la structure intermoléculaire de l'eau est affectée par la présence des ions. Le nombre
de liaisons hydrogénes est réduit & 30% [i/58] car le chlorure de lithium établit avec I'sau des
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interactions énergiquement favorables. Il er est de méme avec le chiorure de sodium. A concentration
élevée (4 M), Pexpérience neutronique montre qu'il produit un effet comparable 4 celui dune pression
de 1400 bars [1/59]. Puisque la pression favorise les états plus denses, les molécules d'eau doivent se
compacter autour des molécules de sel [1/60]. Les ions ont donc tendance 3 détruire la structure de
Feau en modifiant le réseau de liaisons hydrogénes et comme les cryoprotecteurs, ils abaissent la
température de congélation T, et la température de nucléation homogene T}, {1/50] & mesure que leur
concentration augmente.

3.2.2 - Application au cas des cryoprotecteurs pénétrants :

A notre connaissance, aucune mesure de diffraction neutronique n'a été réalisée jusque-1a en présence
de cryoprotecteur. Pour apprécier l'effet de pression équivalente, nous avons done comparé les
températures de congélation T, obtenues en présence de cryoprotecteur 4 celles obtenues dans I'eau
pure par augmentation de la pression (partie descendante du diagramme de pression). Les courbes de
la figure 1,10 sont tracées en fonction du paramétre de Racult. Elles semblent confirmer qu'it existe
une corrélation simple entre 'addition de cryoprotecteur et 'application d'une pression  l'eau, méme
si notre proposition est encore trés spéculative, Intujtivement, nous pensons que {effet dépend aussi
de la force des liaisons hydrogéne entre I'eau et les groupements hydrophiles des cryoprotecteurs.
Pour en tenir compte, if faudrait aveir accts au déplacement chimique 8y de I'eau mesuré en présence
des cryoprotecteurs, en supposant qu'ii y ait un coefficient de proportionnalité entre 8y et Ia force des
liaisons hydrogéne.

3000 ¢ 0.008
2500F 0.007
—_ o 0.006
_5 2000 ¢ 0.005 o Pression (bars)
2 1500F 00043 & %?g%
4 L = o _
& o0k 0,003 = ¢ 1o
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Fig. 1.10 - Effet du cryoprotectenr en terme de pression équivalente

Nous pensions que l'effet de surpression associé aux cryoprotecteurs était 1ié, via la compressibilité
de I'ean, 3 la diminution du velume libre au moment du mélange entre l'eau et le cryoprotecteur. Il
s'avére en fuit que Ja diminution relative de volume du mélange est trés inférieure 4 celle que f'on
obtient par compression de l'eau pure. Les volumes molaires des eryoprotecteurs {cf. annexe 1) étant
tous largement supériears A celui des molécules d'eau (18cm? 4 20°C et 1 atm), nous interprétons
I'effet de surpression comme une dispersion des molécules d’sau et une compression locale
provoquée mécaniquement par les grosses molécules, Une exception toutefois avec Féthylene glycol
qui a unt volume molaire (cf. annexe 1) beaucoup plus petit que les autres ervoprotecteurs..,

Cette analogie entre l'effet du cryoprotecteur et la surpression met en 4vant une auire technique
possible de vitrification : celui d'un refroidissement sous une pression hydrostatgue élevée | 1/3).
Cette technique a aussi 'avantage de s'affranchir du probleme de toxivité des cryopratecteurs. En
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effet, les cryoprotecteurs facilitent d'autant mieux la vitrification qu'ils sont utilisés en grande
guantité, mais tous les solutés deviennent toxiques aux concentrations élevées. Le travail A pression
€levée permettrait de réduire les concentrations de cryoprotecteur utilisées. Toutefois, c'est une
technique assez lourde car i] faut monter la pression A plus de 1000 atmospheéres dans
I'envirennement de l'organe pour que les effets soient significatifs [1/61]. En outre, Fahy a moentré
que la pression est elle aussi toxique au dela de 500 atmosphéres [1/61]. Dans notre cas, nous
travaillons uniquement & la pression atmosphérique.

D- La cryopréservation aujourd'hui

D.1 - Avancées pour des systemes simples :

Des équipes ont réussi la conservation par vitrification d'embryons de nombreuses espéces animales
[1/62,1/63,1/64,1/65] et d'Tiots de Langerhans (élément du pancréas qui produit l'insuline) [1/66].
Boutren a vitrifié des érythrocytes sans dégiits [1/15]. D'autres font des recherches sur la vitrification
de cornées [1/67]. Pour des systemes plus compiexes, il reste toujours le probleme de toxicité du
cryoprotecteur. Parallglement, le laboratoire de cryebiologie de Paris-VI vient de mettre au point une
banque de plants de vigne 4 -196°C qui recouvre tout le patrimoine génétique des cépages. Quand on
connait la fragilité de cette espéce végérale, on comprend 'intérét de cette réserve pour lutter contre les
épidémies ou les catastrophes climatiques [1/68).

D.2 - Avancement des recherches sur les organes :

En dépit des quelques succés obtenus avec des systémes simples, la cryopréservation d'organe fait
encore partie du domaine de [a recherche expérimentale.

D.2.1 - Hors de France :

Actuellernent, I'équipe la plus avancée dans ce domaine est celle de Fahy aux Etats-Unis, Elle travaille
sur la cryopréservation du rein de lapin et a réussi pour [a premiére fois en 1992 3 refroidir 3 -30°C
puis & réchauffer des reins de lapin en évitant toute cristallisation [1/69). Mais certains organes avaient
perdu leur viabilité au cours du traitement i cause d'un probléme typique au refroidissement, celui du
“chec thermique”. Il n'a rien & voir avec la formation de glace. 1l est simplement li€ 4 la baisse de
température et i sa vitesse de diminution. Il se produit ane altération des membranes celtulaires avec
changemeat de phase [1/6]. Ces membranes sont fluides 4 la température du corps mais perdent leur
fluidité i basse terpérature.

Aujourd'hui, Fahy et son équipe ont réussi A résoudre ce probléme et ils sont capables de refroidir des
reins de lapin jusqu'a -32°C en conservant leur viabilité {1/70]. Les lapins autetransplantés avec ces
reins ont survécu malgré l'ablation de T'autre rein. Clest A ce jour le meilleur résultat reproductible
publié pour des reins de mammifres. [I ne s'agit pas de vitrification car la solution utilisée est si
concentrée en cryoprotecteur qu'eile est encore i I'état liquide  -32°C. Pour atténuer Yeffet toxique,
Fahy et son équipe n'atteignent la concentration finale dans la solution qu'a -22°C.
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Avec cette méme solution, Péquipe de Wang vieat de réussir & obtenir 70% de récupération du débit
aortique aprés avoir refroidi des ceeurs de rat jusqu'a -10°C (1/71].

Enfin, tout récemment, il est'apparu un nouveau résultat intéressant, En Afrique du sud, une équipe
de chercheurs dirigée par Michelle Olga Visser a réussi 4 refroidir 2 la température de I'azote liquide
des cceurs de rats puis les a réanimés avec succés [ 1/721.

D.2.2 - En France :

En France, quelques équipes commencent A se constituer, comme celle du Laboratoire de chirurgie
expérimentale i la Faculté de Médecine de Paris Sud, dans laqueile Eschwege a préservé avec succes
des foies de rats & -4°C avec du 2.3-BD [1/73]. Mais le principal péle de recherche se situe a
Grenoble, avec la collaboration du service d'Urologie et de Transplantation rénale du C.H.U., le
laboratoire de Bioénergétique Fondamentale et Appliquée de 1'Université Joseph Fourier, et les
physiciens du CR.T.B.T. et du Laboratoire Louis Néel. Depuis 1989, ce groupe étudie les différents
problémes posés par la technique de vitrification. Les différentes étapes de ce processus sont
résumees sur la figure 1,11,

ﬁ Perfusion de Ringage de [a
1z solution solution
Préleverment cryoprotectrice cryoprotectrice
900 de l'organe
4 C
Refroidissement Réchauffernent
pour par ondes
vitrification electromagnétiques
e
-i50° C
température

Fig. 1.11- Schéma général du traitement envisagé pour la cryopréservation d'organes

- Le choix de la solutien cryoprotectrice est fondamental car il doit répondre A deux impératifs :
une faible toxicité ceilulaire et une grande tendance 4 former un verre. Il passe donc par une
caractérisation compléte des cryoprotecteurs. La toxicité des cryoprotecteurs fait ['objet d'études
spécifiques menées en collaboration avec des biologistes. Les propristés thermiques sont
analysées par calorimétrie différentielle 4 balayage. Elles permettent de connaitre les conditions
d'obtention de I'état vitreux.

- La solution cryoprotectrice doit imprégner uniformément I'organe avant tout refroidissement. Il
faut done mettre au point un gystéme de perfusion contréiée, adapté i chaque type d'organe.

- Lorsque t'organe est imbibé de solution cryoprotectrice, il faut le refroidir suffisamment vite
pour éviter toute cristallisation. Mais le refroidissement homogéne de l'organe est pénalisé par
le volume important qui ralentit les échanges thermiques. Par ailleurs, la probabilité de
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nucleaton e fa talbe des costaux de glace dépendent de la vitesse de refroidissement et des
gradients thermigues dans Péchanutlon, 1 faut donc concevoir un dispesitif de refroidissement

adaptd aux grands volumes.

Les verres formés sont fragiles. Une manipulation précautionneuse ne suffit pas toujours 2
éviter les fractures en dessous de la température de transition vitreuse. Il semble que les
contraintes mécaniques (fortes tensions engendrées par les basses lempératures) sont évitées en
utilisant des conteneurs flexibles ou en retirant I'échantillon de son container juste en dessous
de T, {1/74]. MacFarlane quant 2 lui suggere de ne pas refroidir plus vite qu'a -10°C/heure 2
partir de T, - 20°C [1/47] ; il faut donc refroidir d'aberd le plus vite possible, puis tout
doucement au-dessous de T, -20°C. Pour garantir Ia phase de stockage, il nous parait nécessaire
d'élargir notre connaissance des propriétés mécaniques des verres formés 2 partir de solutions
aqueuses.

Le dernier probiéme 4 résoudre est celui du réchauffernent de {'organe sans détérioration pour
lui faire retrouver son état normal en vue d'une greffe. Aprés vitrification, il est absofwment
nécessaire de réchauffer vite, C'est le seul moyen d'éviter la cristallisation de glace depuis 1'Stat
surfondu particulirement instable que l'on obtient aprés la transition vitreuse pendant 1'étape
critiqne -100°C & -20°C. Seuls les procédés utilisant des ondes électromagnétiques semblent
susceptibles de fournir les vitesses requises, mais il faut ajuster ta fréguence et la puissance du
four pour que les ondes réchauffent 'organe sans le détériorer. Cette techrique est donc délicate
et demande encore plusieurs travaux préliminaires. La caractérisation diélectrique des solutions
cryoprotectrices en fait partie. Elle sera présentée dans le dernier chapitre de ce mémoire.

Parallélement 4 ces études biclogiques et physiques, 'équipe de chirurgiens associée & ce projet a mis
au point un medéle d'expérimentation animale sur le rein de lapin : le rein est prélevé, traité, puis
retransplanté sur le méme lapin aprés néphrectomie controlatérale [1/77]. Cette expérience permettra
d'évaluer comme test ultime la valeur fonctionnelle de l'organe regreffé aprés traitement, vitrification

et réchauffernent,
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Pour évaluer la toxicité des cryoprotecteurs, nous avons réalisé une premiére étude sur des ceilules
€lémentaires isolées, les globules rouges. Nous ne Iaborderons pas dans le détail car les
principaux résultats obtenus sont présentés dans la thése de JF. Peyridieu [2/1]. Cette étude s'appuie
sur le modele expérimental développé par Boutron [1/15,2/2]. Le test de survie est un test de
mortalit€. Des globules rouges humains frais sont mélangés au cryoprotecteur a tester. Lorsqu'ils
meurent, ils éclatent et libérent dans la solution hémoglobine qu'ils contenaient. Nous séparons alors
les globules rouges du reste de la solution par centrifugation, puis nous calculons le taux d'hémolyse
d@ au cryoprotecteur par des mesures de densité optique dans le surnageant, Aprés les tests de toxicjté
effectués & 4°C [2/3], des mesures complémentaires ont été réalisées pour étudier I'effet du
refrotdissement et du réchauffement sor fes hématies imbibés de solution cryoprotectrice. Les
refroidissements ont été faits 4 différentes vitesses dans un appareil de congélation programmable
(SYPCA), et les hématies ont 418 réchauffées soit par trempe dans un bain d'zau 3 37°C, soit dans
I'air & température ambiante, Nous avons réalisé des expériences avec dn 2.3-butanediol 97%dl (2.3-
BD), du 1.2-propanediol (1.2-PD) ou du [.3-butanediol (1.3-BD) dans une solution tampon saline
aux phosphates (nommée Miller et Mazur {1/32]). Nous avons étudié Pinfluence d'une addition de
sucre. Les résultats ont ét€ présentés 4 la 31%me conférence annuelle de la Société de Cryobiologie qui
s'est tenue & Kyoto en aofit 1994 [2/4]. Les taux de survie gue nous avons obtenus avec le 2.3-BD
sont trés faibles en présence de sucre, notamment au nivean du plateaw de vitrification, sauf chose
surprenante, aprés une attente d'un jour. Avec le 1.2-PD et Je 1.3-BD, ils sont assez satisfaisants en
présence de saccharose, et un peu moins avec du sorbitol.

Parallglement & ces premiers travaux, nous avons réalisé d'autres mesures sur des organcs eatiers : les
ceeurs de rat. Nous présentons dans ce chapitre notre étude sur [a toxicité du 1.2-PD. Apres
queiques généralités sur le probléme de toxicité, nous justifierons le choix du modéle expérimental.
Nous indiquercns ensuite le mode opératoire et nous détaillerons fes différents protecoles étudiés.
Nous discuterons enfin des résultats obtenus et des perspectives envisagées.

1 - Généralitds sur Ia toxicité des cryoproiecieurs ;

Les cryopratecteurs ont deux effets nocifs sur les cellules. Ils sont chimiquement toxiques 2 partir
d'une certaine concentration, et ils posent des problmes de contraintes osmotiques an niveau des
membranes ceilulaires.

» Leur foxicité chimigue est une propriéeé intrinséque qui dépend de leur concentration et du temps
d'action, et qui s'affaiblit quand la température diminue, 1 est égatement possible de la réduire en
métangeant le cryoprotecteur 3 d'autres substances, chaque produit pouvant neutraliser la toxicité des
awtres [1/61]. Le cas du DMSO est bien contu : des sgents spécifiques comme I'acétamide [1/61] et |a
formamide [1/35] atténueat sa toxicité. L'équipe de Fahy utilise cette particularité. Une de leur
solution contient du 1.2-PD, et du DMSO et de 1a formamide en concentrations équimolaires. A 1000
atmosphéres, elle est virrifiée & moins de 1°C/min et la cristallisation est évitée lors du réchauffement
pour une vitesse de 50°C/min [2/5]. Malheureusement, il semble que ces neutralisants spécifiques
n'ont pas d'équivalent an niveaw des polyalcools, i l'exception des sucres [2/3]. L'effet protecteur
des sucres est fréquemment observé dans la nature. De nombreux organismes qui tolerent le gel en
produisent avec d'autres cryoprotecteurs pour survivre aux conditions extrémes [1/17]. Contrairement
aux cryoprotecteurs, le sucre ne péndtre pas dans les cellules. 1! va les tapisser et géne par des
mécanismes chimiques I'action toxique du cryoprotecteur sur les membranes. Des essais ont montré
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que la présence de saccharose dans une solution de 2.3-BD améliore significativernent la récupération
de la pression ventriculaire des curs de rat {2/6]. Le saccharose abaisse donc Ia toxicité du 2.3-BD.
La protection vient des Haisons hydrogéne gui s'établissent entre le saccharose et la partie polaire des
phospholipides membranaires [2/7].

« Les problémes osmotigues surviennent au moment de I'addition puis du retrait du cryoprotecteur.
Le choix du débit de perfusicn et celui des vitesses de montée et de descente en concentration [2/8] est
donc déterminant. Si I'écoulement et la montée en concentration du cryoprotecteur sont assez lents,
les mouvements d'eau permettent d'aller progressivement vers I'équilibre esmotique, mais les risques
de toxicité chimique sont accentués. Si ['évolution est trop rapide, le risque de choc osmatique devient
important. Les cellules se déshydratent au moment de la mentée en concentration, puis se gorgent
d'eau au roment du retrait pour rétablir 'équilibre des pressicns osmotiques entre le milieu intra et le
milieu extracellulaire, Ces transformations mécaniques altérent fortement les membranes et
provoguent la mort de la cellule quand les limites de tolérance membranaire sont dépassées. Selon
Meryman [2/9], les cellules ne peuvent se rétracter sans dommage en dega d'un velume minimum qui
représente environ 35% de leur volume initial. Pour des rétractions plus importantes, toute
augmentation de pression osmotique externe entraine une perte brutale de I'intégrité de la membrane,
un influx de la selution extracellulaire et des dégits importants. La survie des celiules au choc
osmotique dépend donc de leurs possibilités de rétraction et de la perméabilité A I'eau des membranes.

2 -  Modéle expérimental :

2.1 - Choix du modéle animal :

Pour étudier la toxicité des cryoprotecteurs sur un organe entier, nous avons choisi le eceur de rat.
Ce modele de travail-offre trois avantages : Fexpérimentation est bien maitrisée, elle souléve peu de
réticences dans l'opinion publique (directive 86/809 CEE du 24/11/86 et décret 87-848 du 19/10/87
[2/10]) et la taiile de cet organe (1 em?) est favorable 4 des refroidissements rapides et homogenes,

Artére pulmonaire
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Veine cave supérieure
? endocarde

Veine coronaire

Veine cave
inférieure

Reéseau de Purkinje
Neeud auricule
venlriculaire

Fig. 2.1 - Coupe transversale et longitudinale du ceenr humain d'aprés [2/11]

Le ceeur est un muscle creux dont les contractions rythmées assurent la circulation du sang. Il est
formé de deux moitiés indépendantes comprenant chacune une oreillette et un ventricule (figure 2.1).
Le sang arrive par les deux veines caves dans T'oreillette droite (OD) et passe dans le ventricule droit
(VD). I est alors chassé daas ies poumons par l'artére pulmonaire, Ure fois enrichi en oxygine et
appauvri en dioxyde de carbone, il arrive dans I'oreillette gauche (OG) par les quatre veines
pulmonaires (2/12}. Le ventricule gauche (VG) I'envoie ensuite dans tous le corps. Sa contraction
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doit étre énergique. Sa parot est donc plus épaisse que celle du ventricule droit. Une étude
histologigue montre qu'il existe dans le cosur trois types de tissus : e tiss myocardigue proprement
dit, le fissu nodal responsable de l'automatisme cardiaque, et le 2issu conducteur qui permet la
propagation de l'excitation. Le tissu nodal comprend le noeud sinusal situé a 'angie de la veine cave
supérieure et de l'oreillette droite, et le neeud auriculo-ventriculaire dans la cleisen interauriculaire, Le
tissu conducteur regroupe le faisceau de His et ie résean de Purjinke [2/12]. Mais fa majeure partie du
ceeur est formée du tissu musculaire du myocarde. La vascularisation de I'ensemble-est assurée par
deux artéres coronaires qui naissent i la partie initiale de 1'aorte [2/11]. Le myocarde est protégé A
Yextérieur par une membrane appelee péricarde, et i l'intérieur par un revétement endothélial,
lendocarde.

Typiguement, un cceur de rat pése 1g au lien de 330-350 g pour un homme adulte, L'étude sur les
ccenrs de rat n'est donc qu'une premigre étape dans les mesures de toxicité sur organes. I faudra un
jour travailler avec un modgle pius représentatif du coeur bumain. Le pore par exemple sera un bon
candidat. Malgré I'€loignement spécifique, il posséde beaucoup de similitudes avec I'homme, 1l est
dlillewrs fréquemment utilisé pour faire des xénogreffes de peau [2/13] et son coeur a des
caractéristiques vasculaires et immunologiques frés proches de celles d'un ceeur humain [2/ 14].

Notre étude a ét€ réaliséc au Laboratoire de Bioénergétique Fondamentale et Appliquée de I'UFR de
Biologie, en collaboration avec A. Ray, un biologiste qui étudie depuis plusieurs années les
problemes liés & la toxicité des cryoprotecteurs. Nous avons utilisé des rats de souche Wistar. Clest
une lignée bien stabilisée, souvent retenue par les biologistes. Les rats ont été élevés dans I'animalerie
du laboratoire de Biologie. Des autenrs oat rapporté que I'sffet d'un cryoprotecteur sur les ceeurs de
rat dépend de I'ige des animaux [2/15]. Plus les rats sont jeunes (typiquement entre 10 et 16 jouss),
migux les ceeurs survivent a la congélation car ils somnt plus résistants. Pour avoir des résultats
significatifs, nous avons choisi de travailler selon l'usage avec des coeurs prélevés sur des rats de 4 3
6 mois, pesant entre 250 et 350 g.

-

2.2 - Choix du cryoprotecteur :

Les premiers travaux réalisés par A. Ray sur ceeurs de rat isolés ont mis en évidence la toxicité du
1.2-PD et du 2.3-BD [2/6] : ils réduisent la récupération cardiaque & 43% et 31 %, pour des
concentrations allant de 1.1 & 3.3 M. Pourtant, ils sont indispensables 4 la vitrification, Ray a donc
poursuivi cette étude et je me suis impliquée dans ses travaux. Nous avons essayé d'analyser
I'influence des conditions de perfusion des cryoprotecteurs sur leurs effets toxiques. Plus le contact
entre le cryoprotecteur et les cellules est long et brutal, plus I'effet toxique est accru. La concentration
die cryoprotectenr, le débit de perfusion, les vitesses de montée et de descente en concentration, et la
durée de la perfusion sont donc les parametres critiques que nous devons étudier,

Nous avons concentré notre travail sur fe 1.2-PD car il donne des résultats assez homogenes avec les
ceeurs de rat (2/6]. Le 1.2-PD est un polyalcool linéaire et saturé sans couleur, sans odeur et
hygroscopique. C'est un produit largement utitisé dans ['industrie pharmaceutique. On le trouve auss;
dans des cosmeétiques, ou comme agent émuisifiant dans I'industrie alimentaire [2/16]. Au niveau
physiologique, il pénétre cent fois mieux dans les plaquettes humaines et les cellules endothéliales que
le glycérol [2/17]. It provoque donc beaucoup moins de troubles osmotigues. 11 est aussi utilisé pour
la recherche sur la cryopréservation des vaisseaux [2/18], et la crvoprésersation de routine des
embryons de mammiferes [2/19.2/20] et des érythrocytes [2/21].
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Nous travaillons avec un mélange racémique des formes dextro et levo du 1.2-PD. Le 1.2-PD ne
contient que deux isoméres ayant les mémes propriétés physigues. Sa composition isemérique est
done sans importance, Nous Favons utilisé sans additif car nous voulions Studier la toxicité réelle du
1.2-PD. Nous avons simplement ajouté un sucre de lavage au moment du retrait du cryoprotecteur
pour atténuer les effets du choc osmotique [2/16]. Les sucres limitent le gonflement des celtules en
créant d'une part une pression osmetique externe gui réduit les mouvements d'eau an moment du
ringage en cryoprotecteur [1/17] et maintiennent d'autre part I'intégrité de la membrane pour éviter
entiée d'eau au niveau des {ésions, Nous avons travaillé avec deux sucres de lavage : le mannitol
{CeH yOy) et le tréhalose (C»Hyu09) -

» L& mannitol est un produit non toxique utilisé en clinique. C'est un monosaccharide réduit en
Cg synthétisé par des algues [2/22]. Certains auteurs ont montré que 100mM de mannitol
permettent de perfuser un rein de lapin avec 3M de 1.2-PD sans effet important sur la
résistance vasculaire en cours de perfusion ou sur les fonctions rénales [2/16]. D'autres
considérent le mannitol comme un antioxydant, un éboueur de radicaux libres [2/23]. Les
radicaux libses sont des atomes ou des molécules possédant un électron non appareillé sur une
orbitale externe. Ce sont des espéces chimigues trés réactives, & la durée de vie courte car elles
cherchent & réappareiller leurs électrons. Les lipides membranaires sont les cibles privilégides
des radicaux libres de t'oxygéne. Hs produisent une péroxydation lipidique [2/24] avec
détérioration importante des tissus. La présence d'antioxydants dans la solution de préservation
peut donc limiter I'effet des radicaux libres dus au froid [2/25].

* Le wréhalose est un dissacharide non réducteur que 'on rencontre scuvent dans ia nature. La
levure (Saccharomyees cerevisize) par exemple en produit quand sa température augmente cu
que son milieu de culture devient alcoolique [2/26]. I permet de protéger les membranes et les
protéines contre les effets toxiques de I'alcool et les problémes de choc osmotique. Il limite
aussi les effets de déshydratation 4 haute rempérature car il substitue aux liaisons hydrogéne
avec l'ean des Haisons entre le sucre et les groupements polaires de la protéine [2/27], Des
études récentes tentent de déterminet si le tréhalose n'intervient pas également au niveau des
forces et des propriétés aux interfaces membranaires {2/28] (elles sont expliquées an paragraphe
3.2.1).

Nous ne connaissons pas 1'effet du manaitol ou du tréhalose sur la toxicité chimique du 1.2-PD. Mais
une étude réalisée sur des globules rouges [2/3] en présence de 2.3-BD a montré qu'une addition de
4% de mannitol permet un stockage de 10 jours 1 4°C sans que le taux d'hémolyse ne dépasse 10%.
Avec 4% de tréhaiose, la durée de stockage dans les mémes conditions est encore plus longue (autour
d'un mois). Le 1.2-PD et le 2.3-BD étant des cryoprotecteurs de la méme famille, nous supposons
gue le mannitol et le tréhalose ne vont pas augmenter la toxicité chimigue du 1.2-PD.

3- Protocole de conservation :

Le protocole que nous utilisons est une adaptation des technigues jusque-la utilisées dans le
Laborataire de Bioénergétique Fondamentale et Appliquée, Nous travaillons en ischémie froide 3 4°C.
Cest la température la plus indiquée pour avoir un retour correct des fonctions cardiaquey aprés
réanimation. Le choix de I'hypothermie & 4°C est motivé par fa nécassité d'$viter, & ce stade de notre
travail, tous les problemes liés & la formation de glace. I} est déterminant dans le choix de la technique
et de la solution de conservation.
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3.1 - Choix de la technique de comservation :

1l wexiste que deux techniques pour censerver un organe in vitre 3 4°C : l'immersion et la perfusion.

- L'immersion est une technicue simple et facilement reproductible. Elle est courarnment utilisée en
transplantaticns humaines pour les reins et Ie foie. Elle consiste 3 plonger l'organe dans le liquide
de conservation, Malheureusement les durées de conservation sont limitées & quelques heures,

- Au niveau clinique, les valises de transport des greffons cardiaques contiennent aujourd'hui un
systeme de perfusion fente. Nous avons donc retenu cette méthode pour imprégner les ceeurs de
rat. La perfusion est une technique plus contraignante mais eile permet une circulation tissalaire du
liquide de perfusion dans I'organe grice aux capillaires. Ce sont des vaisseaux composés d'une
seufe couche de cellules, les cellules endothéliales, entourde par une membrane basale.

Le réseau capillaire représente la principale zone d'échanges entre e liquide de perfusion et le fluide
interstitiel. Ses caractéristiques sont connues de maniére approximative : diamétre 8 tm, tongueur
7504m, vitesse d'écoulement 200 km/s [2/29]. Des calculs simples considérant la géométrie
cylindrique d'un capillaire permettent d'estimer une surface d'échange moyenne par les capillaires de
T'ordre de 30mm? par gramme de tissu. Dans un coeur humain, on dénombre environ 2000 42500
capillaires. La densité capillaire dans les tissus est donc telle que les distances entre les capillaires et
fes cellules sont faibles, de Pordre de quelques pm, c& qui permet des échanges rapides. Les principes
de la diffusion contrbtent les transferts de matiére 4 travers la paroi d'aprés I'équation de Fick. Dans
un cegur, le coefficient de diffusion global a été mesuré a I'aide d'un indicateur (le rubidium 86). 1} est
voisin de 0.7 ml/min.g. Pour les molécules non liposolubles, les échanges ne peuvent se faire qu'a
hauteur des pores préexistants dans F'endothélium. Des calculs théoriques indiquent que le rayon de
ces pores varie de quelques angstréms 1 quelques centaines d'angstroms suivant Fa nature du tissu
[2/30]. Les échanges d'eau et de solutions dissoutes 4 travers la paroi sont plus complexes 3 évaluer.
Le modéle de Starling propose une approche simplifiée du probleme. il considére que le flux d'eau
traversant une unité de surface, en un point donné du capillaire, est proportionnel i la différence entre
la pression capilaire (P,) et la pression colloide osmotique du plasma (Py) 1 F=j (P, - Pa) [2/29].
La pression capillaire moyenne dépend du tenus vasomoteur des artérioles et des veinules et la
pression colloide osmotique du plasma est due aux protéines. Dans son modéle, Starling néglige les
pressions du fluide interstiticl et suppose gue Py reste constaat tout au long du capillaire (ces
hypotheses simplificatrices ont été validées dans certains tissus comme le poumon}. i P »Py, il y
aun flux d'eau sortant, ou flux de filtration. Si Py, <Py, il y a un flux d'ean rentrant, ou flux
d'absorption. Le flux net d'eau le long du capillaire est la différence entre [e flux sortant et le flux
rentrant. 3 y a accumulation d'eau en exces, il y a apparition d'un cedéme.

En rapprochant le cceur de ses conditions physiologiques in vivo, 1a perfusion facilite la diffusion du
cryoprotecteur i l'intérieur des tissus [1/36]. Elle permet aussi un favage conting du muscle cardiaque
pour empécher l'accumulation de produits nocifs [2/31] (ils résultent du métabolisme ralenti qui
subsiste 2 4°C). Elle devrait enfin favoriser un refroidissement rapide et homogéne du ceeur, 4
condition toutefois que les caractéristiques thermiques et visqueuses de la selution de perfusion soient
proches de cetles de I'eau [2/32]. Mais c'est peu probable en présence de cryeprotecteur. Le cceur
sera donc installé dans un bain thermalisé i 4°C pour assurer un meilleur contréle de la température.
Nous avons décidé de travailler & débit constant méme si cette technique est de plus en plus souvent
abandennée, L.a plupart des expérimentateurs recommandent en effet de travailler & pression constante
pour adapter en permanence le débit aux capacités vasculaires de I'organe [2/1]. Mais dans le cas du
ceeur, il y a un probléme de vasoconstriction important. Si la pression imposée est insuffisante, fe
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débit & lendance & churer et Fimprégnation des tissus devient insignifiante. BEn fait, nous avons
comnbing les deux methodes © nous perfusons le ceeur i débit constant en ajoutant un systéme de trop
plein pour limiter la pression. Une pompe péristaltique fixe le débit.

3.2 - Choix de la solution de conservation :

H existe plusieurs liquides de conservation, tous plus ou moins complexes : 'Euro-Collins {noté EC),
le Belzer UW (noté UW), le Saint-Thomas (noté ST), le Krebs-Henseleit (noté KH)..., mais i n'y a
pas encore de liquide universel. Chaque école valorise sa propre solution en optimisant les
paramétres, d'oll a confusion que l'on trouve parfois dans certaines publications. Pour &tre utilisable,
un liquide de conservation deit remplir plusieurs critéres dictés par le métabolisme cellulaire, Je donne
ici quelques informations qui vont permetire de mieux comprendre les effets toxiques détaillés parla
suite.

3.2.1 - Structure et métabolisme des cellules a 4°C :

Toute cellule est entourée d'une membrane qui sépare le milieu intracellulaire du milieu extracellulaire.

N
W _ i o .......

Fig. 2.2 - Modele simplifié en mosaique fluide de la membrane plasmique
d'aprés Singer et Nicolson [2/33]

intérieur

extérigur

Cette membrane a une épaisseur de l'ordre de 10nm. Elle est essentiellement composée de
phospholipides (figure 2.2). Tls sont crientés perpendiculairement 4 la surface membranaire et
s'organisent en bicouches dans lesquelles sont enchiissées diverses protéines [2/33]. Ces protéines
Jouent un r5le essentiel, Elles permettent la circulation contrdlée des ions  travers la membrane (K*,
Nat*, Ca?, H* et Cl') grce & un systéme de pompes actives et de canaux ioniques passifs. Une cellule
normale contient environ 150 mM de potassium contre seulement 5 mM i I'extérienr. I en résulte une
différence de potentiel transmembranaire de l'ordre de S0 mV dans ies cellules cardiaques {2/12] et un
pH voisin de 7.2,

Les membranes cellulaires subissent des modifications lorsqu'elles sont soumises au froid, Par
déshydratation, les composants non aqueux se rapprochent, typiquement 2 1 ou 2Znm et les forces
répulsives sont rés élevées (elles correspondent 4 des pressions de Pordre de 10 3 100 atmosphéres
[2/28)). Cela provoque des changements mécaniques dans la membrane. La fluidité peut chuter
brutalement. Les enzymes, alors liés A la membrane, sont pris au piege, et deviennent incapables
d'activer les métabolismes de régulation, Par ailleurs, les transformations structurales peuvent aussi
changer le diamétre ou la polarité des canaux ioniques, qui & leur tour vont modifier les échanges
électrolytiques des membranes. La baisse de température inactive les pompes ioniques et Jes gradients
ioniques a travers Jes membranes changent. Les dommages que cela provoque au niveau cellubaire
sont importants. Certaines protéines membranaires ont la capacité de s'adapter i des conditions
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extrémes. Plusieurs mécanismes se combinent alors pour les stabiliser [2/34] : liaisons covalentes,
liaisons hydrogéne, forces de Van der Waals dans le ceeur des protéines, effet hydraphobe ou
kydratation des groupemments polaires par les solvants présents dans le milieu... D'autres protéines au
contraire sont tiés sensibles et doivent étre protégées. Le choix de la solution de conservation i 4°C
est donc déterminant.

Le probléme est d'autant plus important pour les cellules endothéliales qu'etles jouent un role de
régulation crucial au niveau vasculaire. Elles interagissent en permanence entre le liquide de perfusion
et les vaisseaux sanguins. Il est reconnu qu'elles peuvent supporter des températures de stockage de
4°C sur une courte durée, mais pour des temps prolongés, elles se mettent i gonfler et l'endothélium
se détache [2/35]. Pour un ceur humain par exemple, I'endothélium se détache au bout de 3 3 8
heures 2 4°C.. 11 est donc fondamental de protéger 'endothélium vasculaire, 1 joue un rdle critique
dans les problémes de préservation car c'est un endroit trés sensible. Des &tudes récentes ort montré
que les solutions de préservation classiques (UW, EC, KH) sont toxiques pour les cellules
endothéliales [2/36). Les cellules endothéliales 16sées libarent des médiateurs qui provoquent la
constriction des vaisseaux et entrafnent un déficit au niveau de lirrigation des tissus. Des expériences
menées sur une culture de celiules endothéliales de I'acrte de boeunf {2/37] (le comportement de ces
cellules ressemble beaucoup 4 celui des cellules endothéliales humaines) désignent I'UW comme 1a
solution [a mieux adaptée & la préservation i 4°C. Mais I'UW est fartement déconseillée pour les
ceeurs [2/38] qui nécessitent des solutions cardioplégiques (3.2.2). 1l convient seulement aux organes
abdominaux comme le rein par exemple. Nous avons done utilisé une solution cardioptégique de type
extracellulaire qui a fait ses preuves, C'est le Saint-Thomas version n°2 (d'aprés le nom de 'hdpital
anglais ot elle a été congue) [2/39].

3.2.2 - Intérdt du Saint-Thomas :

[J noyau Pompe Na*/ K+
T cyteplasme Na+

canaux o
Na¥at K
K+

éticulum

(P Myofibrill®

Ca2+ ElEment
contractile

Echangeur
f Nat/HY

différence
de potentiel
90mY "

++

tanal voltage Mitochondri ”-”
dépendant wochondrie
pendan production d'ATP

Canal calcique activé

par la dépolarisation Echangeur

Nat/ Ca?t

Fig. 2.3 - Cellule cardiaque musculaire schématisée

Une solution cardioplégique stoppe les batterments du cceur en protégeant le métabolisme cellulaire dés
37°C. 1 s'agit d'un arrét électromécanique induit par divers agents chimiques qui modifient les
échanges ioriques et donc le fonctionnement des cellules cardiaques. Une concentration de potessium




32 Chapitre n°2 : Toxicité du 1.2-propanedicl sur les cceurs de rat

élevée fuait tendre le potentiel membranaire vers zéro (d'aprés la loi de Nernst) et vient inhiber les
échanges Nat/Ca?. Mais il n'y a que 20 mM de potassinm dans le Saint-Thomas pour éviter de
dérériorer les celtules endothéliales. Le magnésium aussi joue un réle important car il intervient dans
la modulation des contractions musculaires. Une hypermagnésie proveque un arrét cardiaque en
bloquant I'entrée du calcium dans la cellule, Le Saint-Thomas compte 16 mM de magnésium. Reste le
délicat probleme du caleium. La cardioplégie est facilitée si la concentration de caicium ionisée tibre,
habituellement de 1.5 mM, est abaissée pour limiter 'influx calcique. La concentration idéale 4 utiliser
n'a pas encere été clairement définie car le coeur pose un probléme exclusif : il faut protéger sa
fonction coatractile liée A la concentration en ions Ca®+, Des travaux sur les ceeurs de rat ont montré
qu'une concentration de 0.5 mM donne les meilleurs effets pour des perfusions de longue durée 3 5°C
[2/40]. Nous travaillons & cette concentration.

Un ceeur arrété a tendance 3 s'acidifier fortement. Pour réguler le pH, il faut abselument ajouter un
tampon chimique : I'Hépés [2/41] (cf. lexigue et annexe 2). Clest un acide fort que I'on utilise avec
de la soude. 5 mM d'Hépes stabilisent le pH autour de 6.8 2 4°C (cette valeur a 16 choisie A partir de
considérations purement biochimigues : un ceeur ne peut pas supporter un pH supérieur 3 7.4), La
présence d'Hépes fait aussi du Saint-Thomas une solution hyperosmeolaire car la pression osmotique
dépend de la concentration des espices chimiques présentes dans Ia solution. Eile est de 'ordre de
380 mosmoles/l dans le Saint-Thomas (coatre 340 mosmoles/l chez un étre humain dans le plasma
sanguin), Certe hyperosmolarité limite le gonflement des cellules endothéliales et done la résistance
vasculaire an moment de la perfusion.

3.2.3 - Préparation de la solution de perfusion :

La solution cryoprotectrice de perfusion est préparée a partir de Saint-Thomas et de [.2-PD. Les
mélanges se font avec du Saiat-Thomas équilibré en sels, c'est-a-dire que 'on retrouve dans un
volume donné de solution cryoprotectrice la quantité de sels que l'on aurait normalement dans le
méme volume de Saint-Thomas pur. Cette condition est indispensable & la préservation du
métabolisme dans les coevrs. L'équilibre se fait en surconcentrant au préalable la composition du
Saint-Thomas. Le pourcentage de cryoprotecteur dans le mélange est exprimé en poids de
cryoprotecteur par poids total de solution (noté parfois p/p). La solution est filtrée avant perfusion par
un filtre Millipore (.45 um, et le flacon de récupération est mis en dépression & l'aide d'une trorpe &
eau. Cette précaution €vite la circulation d'impuretés qui pourraient boucher les capiilaires et empécher
l'irrigation des tissus.

4 - Description des tests de toxicité :

Les mesures de toxicité sur ceeur isolé se font en deux temps. I1 y a au départ une phase
d'imprégnation du ceeur en cryoprotecteur. Cette étape se fait sur ceeur arrété i une température de
4°C. Aprés ringage du cryoprotecteur vient ensuite lz phase de réanimation du ceeur au cours de
laquelle la température est remontée A 37°C et ies battements cardiaques sont rétablis. La viabilité du
ceeur est analysée lors de cette deuxidtme phase. Elle permet d'évaluer sur l'organe entier la toxicité
réelle du cryoprotecteur.
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4.1 -  Prélévement et préparation des cceurs ;

L'anirnal est anesthésié par une injection péri-intrapéritonéale de 0.6 ml de pentobarbital sodique. A
cette dose, l'anesthésie est irréversible et il faut agic vite avant que le rat ne meure de syncope
respiratoire, Une injection d’héparine (0.12mlj par voie intraveineuse évite [a cozgulation du sang
lors de l'excision. Le ceeur est rapidement prélevé. Il est ensuite immédiatement plongé dans le Saint-
Thomas préalablement refroidi 4 0°C. 11 s'agit d'une ischémie froide. Le cceur s'arréte aussitdt. Avec
une perfusion de liquide froid {ou "flush™), il mettzait entre {5 et 20 secondes pour s'arréter.

Une canule est ensuite installée au niveau de la crosse aortique (voir figure 2.4). Elle permet la
perfusion rétrograde de l'organe par-le réseau coronaire selon la méthode de Langendorff, Cest un
modgle de ceeur non travaillant. La ligature maintient la canule et penmet d'éviter les fuites.

fimm— SN —— canule de trop plein

pompe A gafet

canule de perfusion
ligature

AA 1 Artére aonte

vC AP : Artére pulmonaire
OG : Oreillette gauche

YC : Veine cave
VD : Ventricule droit

VG : Veniricule gauche

Fig. 2.4 - Installation de la canule de perfusion du ceeur

Les tuyaux du dispositif de perfusion sont purgés au Saint-Thomas avant installation du ceeur pour
évacuer les bulles d'air. Elles sont trés dangereuses. Elles peuvent augmenter la résistance de
perfusion en s'introduisant dans le ceeur et en obstruant les capillaires, endommager les cellules,
dessécher l'organe ou provoquer une embolie gazeuse . 1l a éié vérifié expérimentalement qu‘avec un
volume supérieur & 10 ou 20, elles sont fatales pour les coeurs de rat. Il existe des systémes de
débullage [2/42], ou pitges & bulles, mais nous ne powvons pas les utiliser car nous souhaitons
imposer un gradient de concentration. Il faut éviter toutes zones d‘accumulation de liquide ofi
différentes concentrations pourraient se mélanger,

Le caeur est ensuite branché par la canule au dispositif de perfusion (voir figure 2.5). 11 plonge alors
dans du Saint-Thomas pur. Un systéme d'échangeur thermique permet de mairtenir Ja sclution de
perfusion et le liquide autour du cceur 4 température fixe de 4°C. Un thermocouple contréle cette
température tout au long de l'expérience. Un capillaire branché 4 fa canule par un raccord en T permet
de mesurer la pression de perfusion aortique & P'entrée des coronaires. I1 donne en fait [a hauteur H de
Saint-Thomas au-dessus du cceur qui correspond & une pression de : Py(bar) = 98.1 10-5 H{cm) (la
densité du Saint-Thomas étant voisine de celle de Fean 2 4°C). La mesure continue de cette pression
permet de chiffrer la réaction des coeurs tors de la perfusion du eryoprotecteur car elle donne aceés 4 la
résistance de perfusion par ;: R =P./ Q7 avec P; la pression de perfusion coronaire, Q le débit de
perfusion et 1} [a viscosité de la solution cryoprotectrice [2/43]. Certaines équipes utilisent la viscosité
absolue dans leurs calculs [2/163, d'autres la viscosité cinématique [2/44). L'expression théorique de
la résistance de perfusion R, dépend des conditions supposées de 1'écoulement. Pour un éconlement
en régime laminaire dans un tuyau cylindrique, la lof de Poiseuille énonce que 1a résistance de
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perfusion dépend du rayon et de la longueur des capillaires. Pour un écoulement dans un milieu
poreux, il faut utiliser la lof expérimenrale de Darcy . Mais lorsgue le milieu poreux n'est pas isotrope
(comme c'est le cas dans les milieux biologiques), les constantes physiques et géométriques du milieu
virient et le probléme devient relativement complexe & analyser,

capillaire permettant de
mesurer 1a pression

tuyau de perfusion
branché sur la canule

échangeur

refroidissant

le liquide de
perfusion

récipient thermalisé
contenant le coeur
immergé

Fig. 2.5 - Systéme de perfusion des ceurs de rat

4.2 - Conditions de perfusion du cryoprotecteur :

Les équations de Kedem-Katchalsky permetient de décrire la diffusion du cryoprotecteur dans les
tissus en fonction des conditions de perfusion. Elles donnent I'évolution dans e termps des transferts
de masse & travers la paroi des capillaires {2/45]. Une simulation numérique du probieme a 616 réalisée
avec ce modéle de calcu) par Robinski. I a montré que le paramétre criligue est la vitesse de montée
en concentration du cryoprotecteur [2/46]. Nous avons choisi une méthode simple avec une montée
en conceniration linéaire dans le temps. D'autres auteurs rapportent qu'une rampe de montée en
concentration est déconseillée avec le 1.2-PD car il pénétre rapidement dans les cellules. 1ls conseillent
une méthode de palier avec des temps d'exposition plus courts [2/47] qui se rapprochent d'une
montée en concentration de type exponentiel, Mais leurs travaux concernent les cellules endothéliales
de cornées. Avec un organe, leor technique est difficile A réaliser en pratique. Giobalement, notre
protocole de perfusion se divise en cing étapes résumées par la figure 2.6.

{1) Les coeurs sont rincés pendant 5 minutes avec la solution de Saint-Thomas pur pour éliminer le
sang contenu dans les coronaires. Il faut se mettre dans les meilleures conditions d'imprégnation
avent de commencer la perfusion du cryoprotecteur.

(2) La solution doit imprégner uniformément l'organe, mais sa viscosité, accrue par la présence du
cryoprotecteur, augmetlte i 4°C. Or, une augmentation de viscosité de | & 2cP abaisse la perméabilié
i l'eau des membranes cellulaires de 8.2.10+ & 5.10 em/sec [1/30]. La pénétration de Ja solution
cryoprolecirice est donc défavorisée. Si l'or veut une imprégnation homogene des tissus, il faut une
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perfusion lente. Nous avons choisi une montée en concentration en 3CP minutes, avec (0 e
pourcentage final de cryoprotecteur (cela fait par exemple | heure et 30 minutes pour une solution &
30% de 1.2-PD}. Cette vitesse de montée {que I'on utilise aussi 4 {a descente) a €té calquée sur les
expériences réalisées par Fahy sur les reins de lapins [2/42]. Des mesures effectuées dans le
laboratoire de Bioénergétique Fondamentale et Appliquée sur le tonus vasculaire des anneanx
aortiques de rat ent montré que le 1.2-PD altére fortement I'endothélium vasculaire [2/6] au dela de
3M, soit environ 25% [2/48]. La plus grande concentration utilisée a donc été 25% de 1.2-PD. Au
cours de la perfusion, la solution d'immersion des cceurs est renouvelée trois fois de maniére A sujvre
la concentration du liquide perfusé dans les coronaires. $'il y a diffusion de substances par la surface
extérieure du ceeur, on favorise ainsiune bonne homogénéisation du cryoprotecteur dans les tissus.

(3) Lorsque la concentration maximale en cryoprotecteur est atteinte, elle est maintenue A cetie valeur
pendant ure durée variant de 2 minutes & 30 minutes selon le test (cette durée est notée Dp).

{4) Le retrait du cryoprotecteur se fait en abaissant sa concentration de fagon finéaire en 3 C% minutes.
La solution extérieure est renouvelée par trois fois pour homogénéiser la concentration du
cryoprotecteur dans le cceur. Paralltlement, le sucre de lavage est ajouté, L'addition peut étre brutale -
une concentration de 2% est alors maintenue constante pendant 3 C? minutes. Elle peut aussi étre
progressive @ la concentration finale en sucre dans la solution croit alors de 0 2 3% ou 5% (la
concentration du sucre est adaptée 2 la concentration de 1.2-PD 3 enlever). Cette concentration est
maintenue pendant 10 minutes, puis abaissée en 30 minutes jusqu’a 2%,

(5) Pour finir, le ceeur est perfusé avec du Saint-Thomas pur contenant 2% (soit 0.1 M) de sucre de
lavage pendant 5 minutes environ.
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Fig. 2.6 - Evolution des concentrations pendant le protocole de perfusion

4.3 - Réanimation des ceurs :

Les coettrs sont ensaite perfusés avec une solution physiologique de Krebs oxygénée par barbotage de
gaz et tamponnée au bicarbonate. La composition de cette solution est donnée 4 I'annexe 2. Elle
contiert une petite quantité de glucose {€lément nutritif pour les coeurs) aaquel on ajoute 2% du sucre
de lavage pour assurer une continuilé eatre la solution de perfusion & 4°C et la solution de
réanimation. A. Ray a constaté qu'en leur absence, il y avait une détérioration importante du débit
coronaire et donc de 1a récupération fonctionnelle des cceurs. La réanimation est progressive pour
permetire aux mécanismes qui assurent I'homéostasie cellulaire de se remetire en activité
(reconstitution des réserves énergétiques et rétablissement des gradients joniques) avant d’'imposer un
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travail mécanique important au coeur, La perfusion de Krebs sucré débute avec une pression de S0cm
d'eau & 20°C. La pression et la température augmentent ensuite progressivement pour atteindre 80 ¢cm
d'eau et 38°C en 30 mirutes, La concentration en Ca+ est ensuite levée progressivement de 0.5
1.5mM en 10 minutes. Normalement, les cceurs recommencent 3 battre eatre 20 et 30°C.

4.4 -  Tests d'activités des cenrs :

L'évaluation objective de la viabilité d'un organe aprés conservation pose un véritable probleme. 11
existe bien quelques techniques fines comme la mesute des index énergétiques par RMN (2/49] mais
elles ne sont pas compléfement satisfaisantes. Ces techniques mesurent 'état des réserves en
composés phosphorés énergétiques 4 la fin de la conservaticn, mais elles ne renseignent pas sur les
altcrations cellulaires ou métaboliques qui se manifesteront seulement 2 la réanimation. En clinique
humaine, {e seul test réellement fiable est aujourd'hui encore la transplantation ! Au niveau des tests
de roxicité, nous n'attendons pas une récupération complete de l'organe. La réanimation artificielle est
déja un critere suffisant. Aprés examen du ceeur, nous déterminons son état de contracture par
palpation et nous mesurons deux paramétres hémodynamiques : le débit coronaire (en m¥/min) et Ia
pression développée par le ventricule gauche (en mmHg).

4.4.1 - Mesure de la contracture du coeur :

Les dégiits que l'on peut déceler A l'examen des ceeurs aprés réanimation sont souvent trés graves, Un
cezur dur et délavé est un ceeur qui a perdu une partie de sa myoglobine par éclatement des
membranes ceflulaires ; un cezur trop mou a des 1ésions internes trés graves ; un ceeur gonflé a un
cedéme important. Ces observations sont trés révélatrices de la toxicité du cryoprotecteur. Elles
prouvent que les membranes cellulaires sont endommagges.

4.4.2 - Mesure de la pression ventriculaire :

11 s'agit de la différence entre ta pression systolique {ceur contracté) et {a pression diastolique (coeur
reliché) développée par le ventricule gauche. Elle est mesurée par un ballonnet introduit dans le
ventricule et relié & une sonde de pression. Cette technique a été largement éprouvée. Elle ne pose
aucun probléme de g&ne mécanique pour le coeur. 11 faut juste éviter, en plagant le ballonnet, d'abimer
les valvules fragilisées par Ie traitement & 4°C, Dés son retour aux conditions physiologiques, le ceeur
se remet normalement 4 battre, On reldve alors la pression maximale développée 2 la contraction : c'est
<e que l'on appelle 'activitd spontande, On enregistre ensnite 1'activité obtenue avec une stimufation
électrique de fréquence égale i 6 Hz. Cette fréquence a été retenue comme critére de récupération
stimulée pour éviter l'arythmie qui pourrait survenir si la fréquence de stimulation est différente majs
proche de [a fréquence de battement spontanée (un coeur de rat bat normalement & 360 battements par
minute). Elle permet dhomogénéiser les préparations. Les électrodes sont placées au niveau de la
zone de contact entre l'oreillette et ie ventricule, c'est-d-dire au départ de 'excitation dans le tissu
aodal. La mesure est faite dans les conditions suivantes : 38°C, 80 cm d'eau de pression de perfusion
et 1.5mM de Ca?* dans la solution de Krebs. Les vaieurs de référence auxquelies nous allons
comparer ros résultats sont les valeurs obtenues sur des coeurs témoins testés apres perfusion i 4°C
de Saint-Thomas pur pendant 4 cu 6 keures [2/31]. Nous avons choisi pour nos tests une pression de
référence de 60 mmHg {3 titre indicatif, pour un cceur en fonctionnement normai, Ia récupération est
de T'ordre de 80 mmHg).



37

4.4.3 - Mesure du débit coronaire :

Ce debit est déterminé quand le ceeur est perfusé avee du Krebs i une pression de 80 cm d'ean, sous

stimulation. I1 correspond & ce qui passe dans I'artére coronaire puis ressort par les veines
coronaires. Il s'agit du débit de circulation dans les coronaires et non du débit d'éjection ventriculaire.
Il permet de chiffrer [a résistance développée dans le ceeur au passage du liquide : plus le débit est
grand, plus le passage est facile ; s'il est petit, il y a une vasacenstriction ou un ced2me important qui
bouche les capillaires par gonflement des cellules. Le débit qui fait usage de référence est celui dun
ceeur t€moin perfusé avec du Krebs & 80cm d'eau {on re peut utiliser le débit réel dun ceeur in vive
car le sang est beaucoup plus visqueux que les tiquides physiologiques & cause des globules rouges}.
L'expérience montre qu'un ceeur en bon état débite de l'ordre de 10-12 ml/min. Si le débit mesuré est
inférieur & 3 ml/min, le coewr meurt A cause d'une imigation insuffisante. Si le débit est supérieur 3
18ml/min, il ¥ a une fuite au niveau des valvules sigmoides. Le cceur est mal irrigué et devient
irrécupérable,

5 - Compte rendu des mesures de toxicité :

5.1 - Choix des conditions de perfusion :

Chaque protocole de perfusion a &€ au moins testé sur deux ceeurs.

- Les premiers essais ont été réalisés avec une concentration en 1.2-PD de 25%, un débir de
perfusion de 2mi/min, un palier de 3 minwtes, et une concentration en mannitol de 5% au lavage.
Nous avens observé pendant la perfusion une montée de la pression jusqu'a 115 cm d'ean. Aucun
ceeur m'a récupéré aprés la réanimation. L'augmentation de la pression de perfusion est habituelle
quand ott imprégne les ceeurs avec du cryoprotecteur mais si la pression dépasse 60 4 70cm d'eau, 1a
récupération est fortement compromise. A débit constant, la résistance vasculaire est directement
proportionnelle & la pression cotonaire. Si la résistance augmente, c’est que le rayon des vaisseaux
diminue. L'angmentation de la pression montre done une grande vasoconstriction. Pour limiter la
pression de perfusion, il faut impérativement réduire le débit. Nous avons donc choisi de travailler
avec un débit de perfusion plus faible, soit 1ml/min, et nous avens installé un systtme de
débordement pour empécher la pression de perfusion de dépasser 60cm d'eau.

- Les expériences ont été poursuivies avec un débit de perfusion de Iml/min, un palier de 36
minutes, et une concentration er mannitol qui monte progressivement jusqu'a 5% au lavage. Nous
avons fait varier la concentration maximale du 1.2-PD de 15% & 25%. Les meilleurs résultats ont été
obtenus avec ia plus faible concentration. Globalement, les pressions ventriculaires restent faibles
avec une activité spontanée plus lente qu'a 6 Hz, et les débits coronaires sont trés petits, 3 1a limite de
Iz survie. Il y a donc un effet de toxicité chimique important.

- Nous avons alors décidé de medifier la quantité et Ia nature du sucre de lavage, En effet, si la
concentration du sucre est trop grande, nous augmentons la toxicité globale de la solution, en
particulier au niveau du choc osmotique. Nous avons donc continué les tests avec 20% de [.2-PD, un
débit de Imifmin et un palier de 30 minutes ct nous avons éudié effer d'une montée progressive en
concentration de mannitol ou de saccharose jusqu'é 2% au lavage. En travaillant 4 2%, la durée de 1a
perfusion en sucre passe de th45 4 1h15 pour 20% de i.2-PD. Avec le mannitol, ce changement
n'apporte aucune amélioration. Avec le saccharose, les résultats ne sont pas assez significarifs pour
comparer I'effet du mannitod & celui du saccharose. La trop grande toxicité du 1.2-PD empéche de
mettre en évidence l'effet du sucre de lavage (voir tableau 2.1).
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avec 2% de mannitol avec 2% de saccharose
ceeur 0®l cezur n?2 coeur n®l coelr n°2
pression ventrculaire 5 mmHg S mmHg 0 mmHg 1 mmHg
débil coranaire 5.6 ml/min 5.6 ml/min & ml/min 3.2 ml/min

Tableau 2.1 - Effet des sucres avec 20% de 1.2-PD

- Nous avons donc continué les expériences en travaillant cette fois avec 15% de 1.2-PD, un
débit de Iml/min et une moniée progressive de saccharose jusqu'd 2% au lavage. Le paramétre
variable ¢st le palier. Deux coeurs ont é1é testés avec une durde de palier de 30 minutes : les
récupérations spentanées sont moyennes mais er stimulation, 'activité chute, Deux autres cceuss ont
€té testés avec un palier de 20 minutes. Les ceeurs sont morts, avec un cedéme important, L'eedéme
est caractéristique d'une mauvaise protection contre les effets osmotiques. Il signifie que lapport
progressif de sucre 2 la fin du palier de cryoprotectaur n'est pas adapté. Sa présence en trop petite
quantité au début du retrait du cryopretecteur ne doit pas suffisamment protéger les cellules. Nous
avens essayé une addition brutale.

- Notre dernigre série d'expériences a donc été réalisée avec 15% de 1.2-PD et 2% de mannitol
brutalement gjoutés dans la solution d&s la fin du palier de cryoprotecteur & concentration maximale.
Selon le test, le débit a varié de fmlfmin & 0.5mi/min, et le palier de 20 minutes & 2 minutes. A fort
débit et palier long, les ceeurs ne se remettent pas & battre mais les débits coronaires firaux sont
corrects. Les ceeurs ne sont done pas morts a cause d'un cedeme, E'ajout brutal de sucre est efficace.
A petit débit et palier court, Ia récupération des ceeurs est correcte, nettement supérieure & tout ce que
nous avons cbtenu jusque-la.

5.2 - Dégits observés aprés la réanimation :

Les conséquences de ta perfusion du cryeprotecteur en ischémie froide ne sont pas toujours évidentes
perdant la conservation du cceur. C'est souvent lors de fa réanimation que les dommages
apparaissent. En pratique, deux situations caractéristiques ont &té observées :

+ Nous avons constaté que des coeurs souples, montrant de bons signes de survie spontanée,
rentraient en fibrillation o en arythmie en phase de stimulation électrique. Cette réaction montre une
détérioration sévére du tissu nodal et de conduction des cceurs, avec des 1ésions au niveau des
systémes membranaires qui régulent I'état ionique et qui fournissent de 1'énergie comme les
mitochondries {2/50]. En fait, les dégits existent déja en phase de récupération spontanée mais ils
sont masqués par l'abaissement de température. En effet, pendant la perfusion i 4°C, Ies cceurs
restent inertes et gardent leurs réserves énergétiques. En réanimation, quand la température devient
convenable, ils se remettent 3 battre spontanément avec une activité lente et de courte durée. Mais si
leur rythme cardiaque est accéléré par l'excitation électrique, ils s'arrétent ou rentrent en état de
fibrillation difficilement réversible, Les troubles du rythme aggravent le déficit d'irrigation provoqué
par les lésions vascuiaires et conduisent rapidement a un déséquilibre énergétique fatal.

* D'autres ceeurs ont €6 obtenus dans un état de compléte rigidité. Cette rigidisé cadavérique survient
généralement 2 [a suite d'une invasion calcique. Lors de 'ischémie froide & 4°C, la chute d'activitd au
niveau des chaines respiratoires mitochondriales induit un excds d'ions H*, donc une acidose
inteacellutaire. Seul 'échangeur Na*/H+ permet d'évacuer les fons H* hors de la celiule (voir figure
2.3), mais il favorise en contre partie la pénétration d'ions Na*. Les ions Na* en surnombre sont
€liminés griice 4 l'antiport Na*/Ca?* non consommateur d'énergie. Il y a alors reflux des ions Nat,
mais invasion simultanée d'ions Ca?*. Si lors de la reperfusion, le taux de calcium intracelfulaire ne
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peut étre régulé, on assiste A un envahissement parmanent du calcium i l'intéteur des cellules, avec
pour conséquence une altération de la fonction cardiaque et une production de radicanx libres par
activation de diverses réactions. Lorsque la rigidité cardiaque est compléte, le cosur a presque la
rigidit€ du roc, ce qui a conduit & 'appellation de "ceeur de pierre" ou "stone heart". Pour éviter cet
influx calcique & la reperfusion, le Saint-Thomas contient .5 mM de calcium avec un taux
suffisamment élevé de Na* extracellulaire (147 mM) pour stimuler I'échangeur Na+/H* sans
déclencher Tantiport Na*/Ca2*, La rigidité que I'on obtient & I'expérience est done principalement le
résultat de la toxicité du cryoprotecteur. Il anéantit les procédés de régulation interne et fragilise les
cellules. Il peut induire 'ouverture de canaux au nivean des membranes qui laissent entrer le calcium.
Ce phénomene de perméabilisation au calcium est irréversible et nen contrdlable,

Les déglits ne sont pas tous imputés au cryoprotecteur. L'ischémie froide en elle méme fragilise le
ceeur., Elle augmente fa perméabilité des tissus & l'eau, ce qui entraine des edémes. Elle provoque
aussi une vasoconstriction des vaisseaux i cause du gonflement des cellules endothéliales et la chute
du débit entraine une angmentation de F'acidité avec I'anoxie particlle des tissus. La présence du
cryoprotecteur ne fait qu'aggraver ces phénoménes de dégradation.

5.3 - Influence des conditions de perfusion sur la toxicité du 1.2-PD

En regroupant les résultats obtenus, nous avons essayé d'isoler le paramétre le plus influent sur la
récupération des cceurs. Nous avons fait deux hypothéses simplificatrices. Le rdle du sucre de lavage
est négligé car son influence est limitée devant la toxicité intrinséque du 1.2-PD, Seule la technique de
perfusion est importante. Nous ne tenons pas compte non plus de la durée totale de I'expérience, Pour
les fortes concentrations de 1.2-PD (C=25%), la perfusion peut s'étendre sur prés de 4 heures c'est-
3-dire la durée maximale de conservation des ceeurs humains en clinique. Mais les tests sur des ceears
témoins ont montré qu'aprés 6 heures de perfusion avec du Saint-Thomas, les coeurs de rat récupérent
assez bien [2/31]. La durée de nos expériences n'est donc pas un facteur limitant. Si les résultats
obtenus sont mauvais, c'est & cause du cryoprotecteur.
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Fig. 2.7 - Evolution de la pression ventriculaire spontanée et du débit coronaire
aprés 80minutes de réanimation en fonction de la concentration

La figure 2.7 montre que les faibles concentrations de 1.2-PD permettent d'avoir des pressions
ventriculaires spontanées intéressantes et aprés stimulation, des débits coronaires corrects. Les points
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sonlrids & partir des resulials enregisirds quelles que soient les conditions de débit de perfusion, de
durée de palier ou de montee et descente en concentration. Ils démontreat 1a nécessité de travailler
avec pen de 1.2-PD. lls confirment par | m&me un probleme que nous connaissions déji @ le 1.2-PD
cst toxique sur les cazurs de rat. La dose DLy, est de 20 g/kg pour les rats [2/16], et la plus grande
concentration tolérable par un ceeur est de 0.87 M pour une exposition aigué de 2 minutes a 37°C
[2/51]. En travaitlant avec ce cryoprotecteur, nous voulions justement isoler les paramétres de
perfusion qui atténuent L'effet toxique.

1l est évident que le renouvellement de la solution autour des ceeurs pendant la montée et la descente
en concentratien du cryoprotecteur n'a qu'un effet limité. Il accentue certainement la toxicité en
surface mais il n'explique pas l'ampleur des dégts internes observés. Par contre, la quantité de
cryoprotecteur qui passe dans le cceur est déterminante. Elle dépend de la concentration de la solution
perfusée, des temps de montée et descente en cryoprotecteur, de la durée du palier et du débit de
perfusion. On peut la calculer d'aprés l'expression suivante ;

0 c’
V=(D, +3C" )xQx—
(D, x=Q 00

avec I, la durée du palier {en min}), C? ja concentration maximale du cryoprotecteur (en %), Q le débit
{en mi/min) pour des montées et des descentes en concentration de 3 C® minutes. Le volume V obtenu
s'exprime en millilitres, Ce calcul suppose en premidre approximation que la concentration C
exprimée en poids par poids est trés proche de la concentration exprimée en volume par volume. Mais
la densité d'une soluticn & 30% de 1.2-PD daas I'eau i 4°C est de 1.0309 [2/52]. L'erreur commise
ici est donc petite, Les figures 2.8 et 2.9 montrent que la chute d'activité et fa baisse du débit sont liés
i l'augmentatior de la guantité de 1.2-PD perfusée.
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Fig. 2.8 - Evolution de la pression ventriculaire développée en fonction
du volume toral de cryoprotecteur perfusé
Les résultats sont encore pius évidents si on analyse la dernidre série d'expériences & 15% de 1,2-PD
avec des temps de montée et de descente en concentration équivalents. Avec un débit important et un
palier long (cf. tableau 2.2, premier groupe), les résultats sont mauvais. Pour un petit débit et un
palier de perfusion ceurt, la récupération est excellente (cf. tableau 2.2, deuxitme groupe).
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Premier groupe Deuxitme groupe
conditions de débit de ! ml/min débit 0.5 ml/min
perfusion * palier de 20 ou 30 minutes etfou palier de 2 minutes
nombre de tests 8 6
pression ventriculaire 3.6£2.6mmHg 3414 10mmHg

Tableau 2.2 - Statistique sur les résultats
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Fig. 2.9 - Evolution du débit coronaire en fonction
du volume total de cryoprotecteur perfusé
Compte tenu du petit nombre d'expériences qui ont pu étre réalisées, il est impossible de tirer des
conclusions systématiques. Mais il apparait clairement que pour avoir un taux de récupération correct,
il est nécessaire de travailler avec une faible concentration en cryoprotecteur. Or cette condition nous
éloigne beaucoup des concentrations de [.2-PD nécessaires pour vitrifier les cceurs [1/26]. 1 faudrait
au moins perfuser 30 4 35% de 1.2.PD pour atteindre ce résultat.

Par ailleurs, pour avoir une récupération de l'ordre de 50%, il faut aussi trouver le bon compromis
entre le débit de perfusion et la durée de perfusion 4 concentration maximale. Si le débit est trop fort,
te cryoprotecteur passe vite et n'a pas le temps de péndirer dans les cellules, S41 est trop faible, la
quantité de cryoprotecteur qui pénétre dans le ceeur est réduite, Dans les denx cas, il est normal que la
toxicité agisse peu et si en plus, [c palier de perfusion est coust, Ja quantité de cryoprotecteur zbsorbé
par les cellules est trés réduite. Y a-t-il alors un réel équilibre entre les compartiments vasculaires,
interstitiels et intracellulaires 3 la fin du palier ? Seuls des tests RMN permettraient de connaitre avec
certitude I'imprégnation du ceeur de rat en cryoprotecteur, L'expérience a été réalisée sur les reins de
laping par JF. Peyridieu lors de sa thése [2/1]. Seon application & un organe 10 fois pius petit (en
masse et en volume) demanderait une modification importante du systéme, Nous avons donc pensé
aux tests de calorimétrie dans des morceaux d'organe comme premiare approche pour vérifier |a
présence de cryoprotecteur dans les organes. Ce travail sera présenté dans le prochain chapitre.

5.4 - Perspectives :

Le [.2-PD est un cryoprotecteur performant dans des cas trés particuliers comme les globules rouges
[2/21] et les embryons [2/53,2/54]. Au niveau des cozurs de rat, il se révéle plus toxique. Nouns
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venons de voir que les conditions d'adminisiration du cryoprotecteur peuvent attiénuer les effets
nocifs, mais de fagon minime et peu satisfaisante puisqu'elles limitent la quantité de cryoprotecteur
pertusé. Pour réduire significativement la toxicité du 1.2-PD, d'autres voies pourraient &tre explorées

* Certains auteurs ont testé l'effet d'un métange de DMSO, de 1.2-PD et de formamide. 1 semble que
pour certaines condition de débit et de montée en concentration, le mélange ne soit pas nocif sur des
ceeurs de rat isolés maintenus 10 minutes & 7°C [2/55], ou refroidis jusqua -10°C [1/71]. C'est un
début encourageant... Nous pourrions suivre cet exemple et étudier les effets d'un mslange de
cryoprotecteurs tels que le 1.2-PD et le 2.3-BD. Des tests de calorimétrie oat déja montré que ce
mélange garde une bonne tendance A former un verre [2/56],

+ Il faudrait peut-tre égalernent ajouter dans le Saint-Thomas des substances qui créent une pression
osmotique colioidale suffisante pour freiner le gonflement de l'espace interstitie! qui comprime les
capillaires et provoque des eedémes [2/57). Certains auteurs ntilisent par exemple de 'Haemaccei
(polypeptide dérivé de la gélatine) [2/16].

* Enfin, nous pourrions tester l'effet des protéines de stress HSP (heat shock protein) sur la
conservation et la cryopréservation des ceeurs de rat. Les HSP ont é1é découvertes en 1962. Ce sont
des protéines présentes au niveau cellulaire & I'état constitutif et inductible, Elles ont deux fonctions
majeures @ la premiére leur permet de déplier et replier les protéines en cours de synthise ou
dénaturées lors d'une agression, la seconde leur permet de dégrader les protéines altérées. Elles sont
fabriquées naturellement & la suite d'un stress quelconque, et plusieurs études ont déja montré qu'une
induction de synthése des HSP protége différents types de cellules cardiaques, endothéliales ou
cérébrales contre des agressions. Chez ie rat notamment, une induction d'HSP par
préconditionnement thermique de rat entier protdége les anneaux d'aorte contre la toxicité des
cryoprotecteurs [2/6] et améliore ta récupération de la contractilité myocardique aprés ischémie du
ceeur isolé [2/58].

Finalement, I'étude de la toxicité des cryoprotecteurs apparaft comme un probléme vaste  plusieurs
paramétres. L'idéai serait de mettre an point une solution qui laisse aux membranes des capillaires et
des cellules leurs caractéristiques normales vis & vis de la perméabilité, pour éviter les ed2mes ou
l'augmentation de la résistance vasculaire. Seule une recherche systématique et fondamentale
permeitra d'arriver 3 ce résultat. Le modele de ceeur isolé ns semble pas bien adapté. Le protocole
expérimental est [ong et 1a variabilité des répanses trés grande (cf. tableax 2.2), Pour avoir des
résultats vraiment significatifs, it faudrait disposer de beaucoup pius de tests & une condition donnée,
C'est ie seul moyen d'écarter le probléme d'irreproductibilité au niveau du matériel biologique, et
d'éliminer les cceurs fragiles des l'origine par exemple, De plus, dans un ceeur entier, es résultats
sont difficiles & interpréter. Contrairement aux antres organes, le coeur i des dépenses énergétiques
importantes de par son activité contractile, et les flux énergétiques posent des problemes. Les résultats
obtenus ne sent donc pas forcément la conséquence de la seule toxicité du cryoprotecteur. Ils
dépendent aussi des effets vasculaires, conductenrs ou contractiles. Du reste, I'avenir clinique du
ceeur cryopréservé est encore limité dans l'immédiat car il représente un risque élevé au niveau
médical. Un cceur qui ne récupere qu'a 50% de ses performances n'est pas un ceeur acceptable pour
une greffe. A l'nverse du foie qui peut se régénérer ou du rein qui peut compenser des dommages
focaux, le ceeur doit rester intact !

1 serait donc intéressant de trouver un autre modgle de travail, plus simpie et plus rapide, qui permette
au préalable de trier les cryoprotecteurs et de tester la toxicité de plusieurs produits associés, avant
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d'étudier directement la capacité réelle des organes. Nous pourrions chercher une méthode alternative
qui utilise des lignées cellulaires ou d'autres animaux que les vertébrés :

» L'étude qu'a faite Boutron sur les hématies présente de gros avantages au niveau expérimental.
Malheureusement, les hématies des mammiféres sont des cellules trés particuliéres qui ne
contiernent pas de noyau et qui sont trés résistantes. I faudrait donc travailler sur un autre type
de globule rouge, plus sensible, et avec une structure moins éloignée de celle des autres
cellules. L'hématie du sang de volaille par exemple serait trés convenable car elle contient un
noyau et divers organites intraceflulaires [2/55].

* Au niveau des petits animaux, nous pensons 4 la daphnie (cladocire) car c'est un réactif
homologué en écotoxicologie."La norme AFNOR NF T90-301 permet de déterminer la DLy
sur 24 heures (c'est une méthode en tout ou rien) et le CEMAGREF de Lyon travaille i la mise
au point d'un test plus fin qui s'étendrait sur 21 jours [2/60].

Enfin, pour s'approcher directement du probléme qui nous intéresse, nous pourrions envisager,
l'image de certains auteurs [1/61] des mesures biochimiques pour tester 1a toxicité des solutions
cryoprotectrices sur des tranches d'organes. Mais tous ces travaux sur I'étude de la toxicité pure des
cryoprotecteurs relévent plus de la biologie que de 1a physigue.
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Les mesures de calorimétrie différentielle & balayage permettent de suivre les transitions de phase dans
un échantillon quelcongue en fonction des vitesses de refroidissement et de réchauffement auxquels il
est soumis. C'est une méthode largement utilisée dans le domaine de la cryopréservation
[1/53,3/1,3/2] car elle dongte une estimation des vitesses de refroidissement et de réchauffement
nécessaires pour vitrifier puis dévitrifier I'échantillon sans I'endommager.

Nous avons divisé ce chapitre sur la calorimétrie différentiette 4 balayage en quatre parties :

* la premire décrit 'expérience de calorimétrie et explique Panalyse des thermogrammes ainsi que
notre méthode de calcul des vitesses critiques.

» la deuxidme présente les résultats que nous avons obtenus avec les solutions cryoprotectrices. Elle
décrit également quelques probf:‘:mes expérimen{aux que nous avons rencontrés : celui de la
conservation des solutions, et celui du porte échantitlon (ou capsule) pour la calorimétrie.

= la troisiéme montre le comportement des solutions cryoprotectrices lorsqu'elles sont imprégnées
dans les tissus biologiques (coeurs de rat et reins de lapins).

» la dernitre partie tente d'interpréter les résultats obtenus avec les morceaux d'organes par une
étude systématique en milieu confiné.

A - Principe des mesures de calorimétrie

Contrairement 4 la méthode ATD (Analyseur Thermique Différantiel) gui mesure des €carts de
températures, la calorimérie différentielle & balayage enregistre les énergies €changées au moment des
transitions de phase [3/3}. Plusieurs grandeurs cinétiques et thermodynamiques peuvent ensuite étre
calculées. C'est une méthode particulizrement bien adaptée aux éudes en régime dynamique. Elie se
rapproche des conditions de refroidissement et de réchauffement réels tels qu'ils seront envisagés
pour la eryopréservation des échantillons biologiques.

A.l1 - Description du dispositif expérimental :

A.1.1 - Principe de fonctionnement :

Nous disposons au C.R.T.B.T. d'un DSC-2 de Perkin-Elmer (Differential Scanning Calorimeter).
Cet appareil suit le comportement d'un échantillon ters d'un refroidissement ou d'un réchauffement,
La t&te de mesure représentée & la figure 3.1 se compose de deux fours. Le premier contient
¥échantillon enfermé dans une capsule. L'autre contient une capsule vide qui sert de référence inerte,
Sur chaque four sont fixées une résistance de chauffage et un thermomeire en platine. L'échantilion et
la référence sont pourvus d'éléments chauffants spécifiques.

|__ Couvercle du four

Capsule en aluminium -] |—= Four

]

Echantilton — AAAN AANA +— Thermometre platine
-W\/\_ vav\- 1 Résistance de chauffage

Fig. 3.1 - Téte de mesure du DSC-2 d'aprés [3/3]
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Le principe du DSC est celui d'une compensation de puissance. Une premiére boucle de contréle
permet de réguler la température du four contenant la capsule de référence. Une deuxidme ajuste la
puissance supplémentaire 4 fournir au four contenant I'échantillon de manidre & ce que ltes deux fours
restent en permanence & la méme températore. Ainsi, forsque I'échantillon subit un changement d'éiat
physique tel qu'une fusion ou une cristallisation, il absorbe ou dégage de 1'dnergie. Cetle
transformation modifie la puissance de régulation qu'il regoit par rapport & celle apportée A ta
référence. Le DSC enregistre cette différence APy... Les transformations se font & pression constante.
La différence de puissance AP, correspond & la dérivée par rapport au temps de l'enthalpie apportée
i I'échantillon :

_ dHEchﬂnliian noté "(._iﬂ

APelm: -
d dt

L¢ DSC est associé & un enregistreur qui trace 'évolution dH/dt de 'échantillon en fonction du temps.
Comme la température varie & vitesse constante, cette courbe appelée thermogramme donne en fait la
variation d'enthalpie en fonction de ta température,

A.1.2 - Caractéristiques de 1'appareil :

La température des fours peut varier entre 100K et 750K, mais nous ne travaillons qu'entre 120K et
275K. La té1e de mesure se prolonge par un bloc métallique qui trempe dans un réservoir d'azole
liquide. Les fours sont refroidis par conduction thermique, sous un léger flux d'hélium gazeux
maintenu en permanence pour assurer une bonne thermalisation. Les vitesses de refroidissement et de
réchaufferent programmées varient de 0.3125 4 320 °C/min, selon une progression géométrique en :
0.3125 20, {n=0 & 10). Mais au refroidissement, la vitesse réelle en valeur absolue ne correspond i
la vitesse programmée que pour des valeurs inférieures 3 80°C/min {1/53]. A -320°C/min par
exemple, 1a vitesse réelle décroit progressivement de -320°C/min 1 -25°C & -160°C/min 3 -95 °C et
-80°C/min 2 -130°C. La figure suivante permet de visualiser les principaux éléments du DSC :

Fig. 3.2 - Photographie du DSC-2
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1 - La téte de mesure est recouverte d'une double cloche métallique contenant un iselant thermique.

2- La boite a gants permet de créer au-dessus des fours une atmosphére d'azote gazeux. Cante
ammosphére évite la condensation et fa formation éventuelle de cristaux de glace qui proviendraient
de 'humidité de I'air.

3- Surladroite de l'appareil se trouvent les systémes de réglages. On y définit les paramétres de
I'expérience : les bornes de la rampe de température imposde, les différentes sensibilités de
I'appareil, fes vitesses deTefroidissement et de réchauffement,

4 - Un #moin lumineux indique si la température suit bien la variation linéaire proposée par
I'expérimentateur,

5 - L'enregistreur trace les thermogiammes.

A.1.3 - Etalonnage en température :

Le fonctionnement du DSC est complexe. La plupart des composants €lectroniques du DSC sont
sensibles aux écarts de températures. Ils induisent une dérive thermique instable dans le temps. Nous
corrigeens cette erreur systématique par des étalonnages réguliers pour fixer une échelle de
température exacte sur la gamme 120K-275 K. Nous utilisons pour ceta deux liquides de référence
qui ont vae transition dans le domaine de températures sur lequel nous travaillons : 'eau pure
(désionisée) cristallisée qui fond & 273.15K et le cyclohexane qui transite de la forme monoclinique 4
la forme cubique & 186.1 K. Aprés un refroidissement rapide, nous relevons au cours d'un
réchauffement lent & 2.5°C/min les températures apparetites de fusion pour la glace et de transition
pout le cyclohexane. Ces températures sont relevées au début des pics car il s'agit de cotps purs, En
supposant que Uerreur de l'appareil soit une fonction linéaire de la température, nous calculons la
drotte d'erreur sous ta forme : Toge = A Tiyesuee + B pour ramener les températures mesurées 3 leur
valeur théorique. Les constantes A et B sont réguliérement déterminées et leurs variations n'excédent
pas quelques % entre deux étalonnages.

A.l4 - Conditions expérimentales :

L'échantillon est intraduit dans uae capsule en aluminium dont le couvercle est scellé par seftissage
mais ce procédé n'assure pas une étanchéité complate, Par précaution, nous ne dépassons donc
jamais 275K, et nous n'attendons pas longtemps eatre les refroidissements et les réchauffements
successifs [3/4]. Il faut éviter toute évaporation, méme partielle, du liquide contenu dans I'échantillon
car sa masse ¢t sa composition ne doivent pas varier pendant ['expérience.

Nous travaillons avec des échantillons de masse comprise entre 3 et Smg {exceptionnellerment 7 mg).
Si la masse est trop faible, la force qui conditionne le contact thermique entre le four et Ia capsule est
insuffisante ; les échanges thermiques sont mauvais. En outre, les transitions se perdent dans les
parasites de la mesure car le rapport signal sur bruit est mauvais. Si la masse est trop forte, le DSC
sature au refroidissement et les pics de transition sont tronqués. Nous avons vérifié qu'entre 3 et
5 mg, la masse est sans influence sur les mesures,

Enfin, l'atlure qualitative du thermogramme [3/3] peut étre affectée par la forme géométrique de
Péchantillon. Pour aveir par exempie un pic étroit avec une bonne résolution, il faut une surface de
contact maximale entre la coupelle et Péchantillon. Mais la grandeur qui nous intéresse est la surface
totale des pics. Elle semble indépendante de ce paramétre. J'ai quand méme essayé de préparer les
échantillons de méme nature de fagon systématique.
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A.2 - Dépouillement des thermogrammes :

Ces courbes rendent comple des transformations qu'a subies 1'échantillon pendant 'sxpérience. Les
températures sont relevées sur Paxe des abscisses, et le seng des pics indique la nature endothermique
ou exothermique des réactions.

A.2.1 - Etude au réchauffement :

L'échantillon est préa]ablen}ent refreidi de 275K 4 120K & vitesse maximale (-320°C/min) pour &tre
vitrifié, ou partiellement vitrifié. Dans la majorité des cas, ia tendance & former un verre de nos
¢chantillons est suffisante pour permettre de commencer le réchanffement & partir d'un état
complétement amorphe. Quand I'équilibre thermique est atteint, 'échantitlon est ensuite réchauffé i
vitesse constante jusqu'i une température notée Ty, (supérieure de 10K environ 3 sa température de
fin de fusion). Lorsgue seule la glace se forme, c'est-a-dire en absence d'hydrates et d'eutectiques,
les thermogrammes ont 'aspect donné par la figure 3.3.

FUSION
it A

dl

endothermique

TRANSITION VITREUSE Liquide stabte

Brat CRISTALLISATION
amorphe exothermique
| déplacement quand la vitesse augmente
1 Py 4
>
120 | I 275
i t - f >
T, Ty T T(K)

Fig 3.3 - Thermogramme typique au réchauffement
2.1.1 Analyse du thermogramme :

On observe sur ce thermogramme trois types de transformations. Il y a d'abord Ia transition vitreuse,
transition au cours de laquelle la solution vitrifide se transforme en liquide surfondu. Le liquide reste
ensuite en surfusion jusqu'au moment ol il cristallise, puis A haute température, la glace fond au pic
de fusion. Lors des transitions du premier ordre (pic de cristallisation et pic de fusion), nous
constatons que la variation d'enthalpie n'est pas abrupte & cause de l'aspect dynamique de la mesure
{le systéme prend un certain retard a cause des échanges de chaleur). Par ailleurs, les fransitions du
premier ordre nie sont pas isothermes dans des mélanges comme les solutions cryeprotectrices. Pour
connaitre précisément la température Ty oit la cristallisation est maximaie et la température T,, de fin
de fusion, il faudrait théoriquement déterminer a pente due a la dérive dynamique (c'est unc
caraciéristigue de I'appareil qui peut &tre mesurée avec des corps purs comme l'indium). En pratique,
nous préférons adopter les conventions simples proposées par Boutron : nous relevons la température
Ty au minimum du pic de cristallisation {on peut considérer gue c'est la températurs A laguelle la
vitesse de cristallisation ¢st maximale souvent appelée température de "dévitrification” par les
cryobiologistes) et nous mesurons fa température Ty, au sommet du pic de fusion. Boutron a montré
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en effer que les errenrs ainsi commises sont négligeables 2 la vitesse de réchauffernent de 2.5°C/min
(a plus lente que nous utilisons) pour des solutions de concentrations comparables aux nétres [1/27].
Pour la transition vitreuse, nous mesurcns la température T, au point d'inflexion de la courbe, au
moment du saut de chaleur spécifique. L'erreur de mesure expérimentale est d'enviren 0.5K. La
précision pourrait étre améliorée [3/3] mais il faudrait travailler avec des conditions expérimentales
beaucoup plus contraignantes : standardisation de la géométrie de 1'échantillon, méme positicn de la
coupelle sur le support ... en supposant au départ une bonne reproductibilité du DSC...

2.1.2 Exploitation du thermogramme :

Nous suivons I'évolution des thermogrammes en fonction de la vitesse de réchanffement. Nous
remarquons d'abord une augmentation sensible de la température T,, avec la vitesse, Tn est une
température caractéristique de I'échantillon qui doit normafement rester constante. En fait, plus le
réchauffement est rapide, plus I'échantillon & du mal & suivre la température de consigne. Il accumule
alors un certain retard que nous retrouvens aussi sur T, et Ty, Ce retard induit une erreur que nous
devons comiger. Nous supposons que l'erreur systématique de Fapparei! sur T, est du méme ordre de
grandeur que celle mesurée sur Ty, [3/5]. Nous corrigeons donc & chaque vitesse de réchauffernent v
les températures Ty de Fécart To(v) - T,(2.5°C/min). Nous constatons ensuite que Ty se rapproche
nettement de T, quand la vitesse de réchauffement awgmente. La cristallisation est retardée. L'écant
des températures T, - T4 nous renseigne donc sur la stabilité de 1'Stat amorphe, Quand les deux pics
se sont rejoints, et done disparaissent, Ia cristallisation a été évitée au réchauffement. La solution est
passée contindment de I'état solide amorphe a 'état liquide surfondu, puis A ['4tat liquide.

A.2.2 - Etude au refreidissement :

Lorsque I'échantillon est & 1'équilibre thermique & T,,,, il est refroidi i vitesse constante. Le
thermogramme obtenu dépend 1 la fois de la vitesse de refroidissement qui a été choisie et de |a
tendance & former un verre de I'échantillon. II a généralement lallure suivante :

T
dH A o) x
dt ! transitoire
' CRISTALLISATION
TRANSITION VITREUSE
régime transitoire du résidu amorphe
de |'appareil
275 120 TK)
| ! >
0 t t{min}
Fig. 3.4 - Thermogramme typique au refroidissement
2.2.1 Analyse du thermogramme :

Nous observons d'abord un pic de cristallisation : il représente 'énergie libérée par la cristallisation
d'une partie de I'eau contenue dans I'échantillon. Nous remarquons easuite vers les plus basses
températures un saut de chaleur spécifique : il s'agit de Ja transition vitreuse. Ces deux phénoménes
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sont plus ou moins prononeés. Si la vitesse de refroidissement est petite, le pic de cristallisation est
important (la quantité de solution cristallisée augmente). Il ¥ a alors moins de sotution vitrifiée et la
transition vitreuse est peu marquée.

2.2.2 Exploitatien du thermegramme :

En refroidissant l'échantillon & différentes vitesses, nous obtenons une série de thermogrammes qui
va permettre de déterminer la vitesse & partir de laquelle la cristallisation sera insignifiante. Nous
estimons pour cela la quantité de glace qui s'est formée & chaque vitesse de refroidissement testée,
Elle est proportionnelle & 'énergie libérée lors de la cristallisation, elle méme proportionnelle 2 1'aire
du pic,

22,21 - Relation gnire la surface d'un pic et la quantité de chaleur échangée :

L'aire d'vn pic dépend des sensibilités de I'appareil choisies pour le tracé du thermogramme. Pour un
pic de surface ', la variation d'snthalpie correspondant au changement de phase vaut : AH = §'x
k.. avec k : la constante de calibration dépendant des sensibitités 3 I'enregistrement. Nous mesurons
la surface 3' aprés enregistrement de la courbe sur une table & digitaliser. La surface est calculée a
partir de la méthode des rapézes.

2.2.2.2 - Estimation de a quantité de glace formée ;

Nous avons choisi une procédure qui permet de comparer entre eux différents échantillons testés a
une vitesse de refroidissement donnée : nous normalisons fa chaleur du pic de cristallisation 4 celle
qu'aurait dégagé un échantillon d'eau pure de méme masse totale. Pour cela, le calorimétre est
préalablement étalonné avec de l'eau désionisée. Nous réalisons cet étalonnage lors d'un
réchauffement 4 2.5 °C/min. La surface du pic de fusion est en effet plus simplement relide 2 la
quantité d'zau que celle d'un pic de cristallisation car la glace fond toujours 4 0°C. Au
refroidissemnent, méme avec de l'eau pure, il v a inévitablement un retard 2 [a cristallisation 4 cause de
la dynamique et la chaleur de solidification dépend de la tempéramre.

Soit M;; ]a masse d'eau désionisée et Sg la surface du pic de fusion correspondant, Pénergie absorbée
i la fusion vaut : AHg= 8y x ky; (avec k. fa constante de calibration de I'étalonnage). Admettons que
la méme €nergie est dégagée lors de la congélation de cette masse My d'eau. Pour un échantillon
quelconque de masse M., dont le pic de cristallisation a une surface §', la chaleur libérée lors de la
eristallisation vaut : AH=5§' x k.. Déterminons la masse m* d'ean pure qui aurait échangé I'énergie
AH (nous faisons ici des approximations qui serontdétaitlées dans le paragraphe suivant 2.2,2.3);

w_ AHXM, 8 xk XM,
|AH| So x kq,

(C3.1)

m* représente donc la masse de glace dont la fusion aurait absorbée & 0°C le méme nombre de calories
que celui dégagé par I'échantillon au moment du pic de cristallisation. Pour simptifier l'interprétation
de cette grandeur, nous la divisons par la masse totale de I'échantillon. Nous obtenons ainsi une
valeur approchée de la proportion q{%) de I'échantillon qui a cristallisé. C'est la grandeur normalisée
que nous avons choisie comme critére de comparaison entre échantillons :

S xk, xM,
Sy X ko, xM

q=100x% (C3.2)

ech

22.2.3 - Aspect énergétique de la transformation :

Nos échamillons contiennent principalement de 1'eau et du cryoprotecteur. Lorsqu'on les mélange, il



Principe des mesures de calorimétrie 51

se produit un dégagement de chaleur noté Qmetange. Dans le cas du 1.2-PD [3/4], cette quantité de
chaleur est environ 10 fois moins impertante que la chaleur latente de fusion de la glace & 0°C
{quantité de chaleur nécessaire pour faire passer lg de glace i l'état tiquide sans faire varier la
température, soit 79.72 cal/g =333 Ng [1/27] & 0°C).

Considérons dans ces conditicns un échantillon de masse M., Lors de son refroidissement, une
partie de l'ean qu'tl contient va cristalliser, soit m avec m<M,y, . Elle proveque une séparation entre
une partie de Feau et du cryoprotectenr. 11 faut denc fournir I'énergie Quepnge pour que la
cristallisation de I'eau soit possible. Si I'on note L(T) la chaleur lateate de fusion de la glace & Ia
température T (cette température T est inférieure & 0°C en présence de cryeprotectenr), la quantité
totale de chaleur libérée lors de la cristallisation de la masse m d'eau s'exprime par :
AH=8'xk.=m X L(D ‘Qmélange~

An moment de I'étalonnage avec l'eau pure de masse My, la chaleur absorbée au pic de fusion
s'exprime par : My % L{0°C). La chaleur qu'aurait libéré la méme masse d'eau pure en cristallisant &
0°C est donc : AHg = 8; X kge =My % L{0°C). Pour une vitesse de refroidissement donnée, la quantité
q s'exprime ators d'aprés (C3.1) et (C3.2) par :

q=100x 2 3 Mo _ 1005 Mo, XL ~ Quiange
A‘HG Mech Mgch MD x L(OOC)
mxL(T)-Q 4
it|q=100x —————.. hoange
soit (g M., = L(G°C) (C3.3)

g est Je rapport exprimé en % entre la quantité de chaleur libérée par la cristallisation de Ja masse m
d'eau dans I'échantillon de masse totale Mg, et la quantité de chaleur qu'aurait libéré en cristallisant
totalement une solution d'sau pure de méme masse totale M

Si T'on néglige la variation de la chaleur latente de fusion L avec la température
m X L{T)y=m x L(0°C). Si 'on pose gue m X L(0°C} - Qmetange = m* x L(0°C), alors (cf. C3.2);

m*XL{0°C) =100% m*
M, x L(0°C) M

q=100x (C3.4

ech

Nous obtenons alors le “pourcentage effectif de solution cristallisée”. 1l n'est pas exact puisqu'il est
calculé sans tenir compte expliciiement de [a chaleur de mélange,

Angell a vérifié que la chaleur latente de fusion de la glace varie bien avec Ia température [3/6].
Boutron a montré que les chaleurs de mélange ean-cryaprotecteur ne sont pas négligeables. 11 a
déterminé les quantités de glace cristallisée en tenant compte des effets correctifs dans le cas du
glycérol et du 1.2-PD [3/4]. Ses résultats montrent que pour les concentrations auxguelles nous
travaillons (entre 15 et 35% de cryoprotecteur), les quantités détermindes sans correction sont
systématiquement sous-évaludes, avec une erreur telative sur g, inférieure i 25%. Avec les autres
échantillons, nous estimons que I'erreur commise est toujours du méme ordre de grandeur, mame s
la température de cristailisation T et la chaleur de mélange varient d'un cryoprotecteur 4 l'avtre. En
effet, pour comparer les différentes solutions cryoprotectrices, la connaissance exacte de m présente
peu d'intérét et sa détermination pour chaque valeur de q serait {ongue et fastidieuse. Aussi, nous
nous contentons, comme l'a fait Boutron pour toutes ses sclutions sauf en [3/4] de déterminer q, la
valeur approchée de proportion de glace formée dans 'échantillon. Pour simplifier, q sera mentionné
comme le pourcentage de solution cristallisée,
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A.3 - Calcul des vitesses critiques :

Lexploitation des thermogrammes permet d'estimer la tendance a former un verre et la stabilité de
I'état amorphe d'une solution cryoprotectrice. Elles sont données par convention par ses vitesses
critiques de refroidissement et de réchauffement (respectivement notées Ve et V). Ce sont les
vitesses au deld desquelles le taux de cristallisation dans l'échantillon analysé est pratiquement nul.
Nous déterminens ces vitesses critiques & partir des équations proposées par Boutron. En s'appuyant
sur la théorie classique de Ia cristallisation décrite par Doremaus [L.1], il a développé un modgle semi-
empirique gut convient au ¢as des solutions cryoprotectrices. Ce modéle ne cherche pas 3 traduire les
mécanismes exacts de la cristzllisation. I essaie de reproduire analytiquement les résultats obtenus au
moment des expériences de calorimétrie [3/7]. Il concerne uniquement les solutions dans lesquelles
un seul composant cristallise. Il est appliqué ici 2 la cristallisation de la glace puisque c'est le principal
probleme des cryobiologistes, mais il peut tout aussi bien &tre utilisé pour un hydrate par exemple
[1/271.

A 3.1 - Hypothéses de travail :

Boutren a supposé que les conditions de eristallisation sont [es snivantes :

1 -Ti vy a qu'un seul front cristallin, Si plusieurs noyaux apparaissent, les cristaux ont tous la méme
Sforme et la méme taille & un instant donré.

2 - La dépendance de la vitesse d'expansion en fonction de la concentration du liquide résiduel est
négligée. Cela revient i considérer que l'on travaille avec un liquide pur. Au niveau des mélanges,
la cristallisation crée des gradients de concentrations qui limitent la croissance des cristaux 3 cause
de la variation consécutive de viscosité et des phénomenes de diffusion.

3 - La vitesse d'expansion du cristal est thermiquement activée, Nous supposons que la viscosité 1
suit une loi d’Arrhénius en température :

n="mg exp( [?'{“) avec Q, I'énergie d'activation et R la constante des gaz parfaits

* Pour une substance pure, la vitesse de croissance U d'um cristal 4 une température T dépend de 1a
viscosité de la solution et de la différence d'enthalpie libre entre I'état liquide et I'état solide. Elle est
donnée par [L1]:

oL, =D

[T (C3.5)

avec L la chaleur latente de fusion, Ty, la température de fin de fusion, Ag la largueur de la zone de
transition entre la phase liquide et la phase cristalline et 1y la viscosité du liguide. 3mnA, caractérise la
force requise par unité de vitesse pour déplacer une particule de diamétre A, dans un milieu de
viscosité 1. Les autres termes correspondent approximativement au gradient d'enthalpie libre au
niveau de la zone de transition [L.1]. Pour une solution, Ty dans C3.5 est la température de fin de
fusion du liquide résiduel, donc elle varie avec la concentration. Nous négligeons cette variation.
Dans ces conditions, la vitesse de croissance du cristal pent s'crire :

U=h(T, —T)exp( *RQTV ) (C3.6)
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.

f

avec h une constante gui vaut —-——f-ror
37‘:}“0 non

* Notons x la proportion de g]nce cristallisable qui est cristallisée dans |'échantillon (0<x<1) [3/57 et V
le volume correspondant. dx/dt = a{x) dV/dt avec a(x) une fonction sans dimension qui caractérise le
modele de cristallisation. En supposant que dV/dt suit thermiquement la méme relation qae U, nous
pouvons écrite :

dx Q,
i =ka(x)(T, T)exp( T J (C3.7)

ot k est une constante de proportionnalité, D'autres équations de ce type reliant dx/dt a x et T ont déja
été proposées par d'autres anteurs [3/8].

+ Considérons que T=Ty+vt, ol Ty est 1a température de nucléation, t le temps et v la vitesse de
refroidissement ou de réchauffement de 'échantillon. Posons AT=T-T, et SUPpPOSONS €N premiére
approximation que la vitesse v reste constante, méme pendant la cristallisation. La résolution de
I'équation différentielle (C3.7) se fait par séparation de variables. Elle conduit A définir Ia fonction
A(x) telle que

Tdx - =
ga( =A{x)= kj'(T -T, vt)exp(R(T +vt)]dt (C3.8)

Le terme exponentiel peut-gtre simplifié par un développement limité en AT/T, jusqu'au deuxigme
ordre. L'intégration donne alors :

A= 521, (aT)

2 2
avec fr, (AT) = exp) =X QAT T, -T, + + R - Tm—Tﬂ+RTﬂ
RT; Q. Q,
2
et ]—kexp Ly |RTy
RT, Qv

Cette équation établit une relation théorique entre x, Tp, Toett: T est la température de fin de fusion
mesurée lors d'un réchauffement lent (Je plus souvent & 2.5°C/min) ; Ty est la température de fin de
surfusion la ptus élevée obtenue  I'expérience [3/4] ; v est la vitesse programmeée au aiveau du DSC
et (O, I'énergie d'activation.

A.3.2 - Etude de la cristallisation au refroidissement :

3.2.1 - Définition théorique de V., :

Pour une température inférieure & la température finale de la cristallisation, nous pouvons considérer
gue le premier terme de Fr,(AT) est négligeable devant le deuxie¢me, comme si mathématiquement
T——c=. Dans ces conditions, fr,(AT) tend vers - (T, - Tg + RTo20),)

RTZ) Ky

2
RTy ) (C3.9)

¥

v

soit A(x)=’:l ( T +Tg—

ob k, =k3(Tm =Ty +

¥

a une valeur constante pour un échantillon donné,
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Pour résoudre complétement I'dquation (C3.9), il faut caleuler A(x). Cette fonction dépend du modéle
de cristallisation. P. Boutron en a étudié quatre, Dans le premier modéle, il considére une géométrie
de cristallisation cylindrique : le front de glace se déplace perpendiculairement A lni-mé&me dans la
direction de 'axe de symétrie d'un cylindre. Dans le suivant, les cristaux grandissent en forme de
sphére et leur rayon est le méme A chaque instant [3/7]. Mais ces modeles ne sont pas réalistes car ils
supposent que les cristaux restent isolés les uns des autres. Pour tenir compte de la rencontre des
cristaux, Boutren a ajouté un terme de ralentissement. Ce facteur pent également rendre compte du
fait que plus le cristal grandit, plus Ia solution qui 'entoure se concentre en cryoprotecteur donc plus
la croissance du cristal est ralentie. Pour caractériser cet effet, il a retenu l'expression 1-x. C'est le
méme modéle que celui utilisé par Avrami [3/9] et par Christian [3/1¢] pour traiter le probléme des
interférences mutuelles entre phases cristallines. Exprimons A{x} dans ces conditions :

3.2.1.1 - Croissance cylindrique avec terme de ralentissement (Zieme modele) ;

Soit Xz 1a longuenr du cylindre 4 l'instant t et Xpe sa longueur maximale. Posens U=dX/dt. Si x
vaut 1 pour Xe = Xpc, alors dXc/dt=Xpc dx/dt. En utilisant i'équation (C3.7) et en ajoutant le terme
en 1-x du ralentissement, nous obtenons par identification avec I'équation (C3.6) ;

k
a(x)= (1-x), soit A(x)=-In{l-x)et k - dong |~L =1In(1-x} (C3.10)
Xec hd

3.2.1.2 - Croissance sphérigue avec terme de ralentissement (4ieme modéle) :
Soit r le rayon d'un cristal 4 Vinstant t, 1y le rayon maximal et Vg le volume maximal correspondant,
Posons U=dr/dt et x=V/Vg=(r/rp 3. Aprés calcul, nous avons dr/dt=(dx/dt) (re/3) x-23, En
introduisant le facteur 1-x dans a(x), nous obtenons aprés identification ;
1
2 il oz 3
a(x)=x(1-x), k L] et A(x}=—ln[l - x3}ré—ln[[+x3 +x3J+wf3_Arctg _\J_{_?nc_l , sait
. -
24+ x3

-~

l
! LI 3
4 =—1n[1—x3]+%1n[1+x3 +X3J+wﬁArctg V3x |- (3.1

v E
2+x3

Théoriquement, la vitesse critique correspond 4 la vitesse pour laquelle x =0. Mais quand x vaut zéro,
A{x) — 0 dans Jes deux modgles avec terme de ralentissement {C3.10) et (C3.11). [l n'y a donc pas
de vitesse critique de refroidissement théorique. Boutron a choisi de définir V., comme la vitesse
pour laquelle "e taux de cristallisation” q au refroidissement devient inférieur 4 0.2%. Cette définition
est en accord avec la sensibilité des mesures au DSC. Aprés développement limité de A(x) autour de
0, les vitesses critiques sont définies par :

k . L .
s pour la croissance cylindrique avec ratentissement (C3.12)
Xq=02%)
S
i . Pan] .
Veer =?" X(q=0.2%)| POUr la croissance sphérique avec ralentissement. (C3.13)

La plupart des auteurs qui travaillent sur des verres définissent leur vitesse critique pour X =106,
avec X la fraction volumigue cristallisée [3/11], Mais une telle restriction parait sans intérét en
cryobiclogie : il est impossible de détecter par calorimétrie différentielle une quartité de glace aussi
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petite et il est probable que les quantités de glace 1étales dans les organes sont supérieures. La limite
de 0.2% est donc raisonnable dans le cadre des systémes biologiques. C'est un choix arbitraire qui
pourra étre repris et adapté au cas par cas,

3.2.2 - Détermination pratique de V. :

Nous calculons d'abord les valeurs de Qinéorigue = Gmax % X, pour x vagiant de 0 & 1. quyy st la quantité
maximale d'cau cristallisable dans fa solution. Elle peut 8tre déterminée expérimentalement 2 la plus
petite vitesse de refroidissement testée quand les valeurs expérimentales de q atteignent un plateau aux
plus petites vitesses. Cette quantité est inférieure 4 la quantité d'ean réellement présente dans Ja
solution car la formation de glace provoque une surconcentration du mélange résiduel qui vitrifie sans
cristalliser. Nous déterminons ensuite avec (C3.9) les vitesses théoriques correspondantes en ajustant
la valeur de k4 de manidre & superposer la courbe théorique {Qenéoriques Viheorique) AUX POINtS
expérimentaux {q,v). k4 peut étre considéré comme une caractéristique de la tendance & former un
verre de l'échantillon. Plus kg est petit, plus la vitesse critique de refroidissement est petite.,

Dans la pratique, le modgle qui se révele le plus proche des résultats expérimentaux est le modéle 3
croissance sphérique avec ralentissement. Il reproduit bien les thermogrammes enregistrés lors des
tests de calorimétrie en présence de 1.2-PD ou de glycéro] [3/7]. P. Mehl a d'ailleurs observé au
cryomicroscope la croissance des cristaux de glace dans des solutions cryoprotectrices avec du 1,3-
BD [3/12] ou du 1.2-PD [3/13]. 1l a constaté que les cristaux ont tous Ja méme taille et la méme
vitesse de croissance ; ils sont pour [a plupart sphériques, avec quelques uns de forme discoide. Les
principales hypothéses posées par le modele & croissance sphérique sont donc vérifides. Par
conséquent, nous déterminons V., 4 partir de 'équation (C3.13). :

A.3.3 - Etode de la cristallisation au réchauffement :

3.3.1 - Définition théorique de V., :

C'est la vitesse & partir de laquelle I'état amorphe n'a plus le temps de cristalliser pendant le
réchauffement {3/5]. Plus cette vitesse est petite, pus I'Stat amorphe est stable. Pour détenminer Voers
nous étudions la dérivée de I'équation (C3.7). A la température Ty, c'est-i-dire au sommet du pic de
cristallisation an réchauffernent : d2H/dt? = 0. Or dw/dt ~dH/dt done dx¥/di2 =04 T =Ty, En dérivant
'équation (C3.7), on obtient :

2
d—x=ka(x)exp(;?rvj{k('rm -T) cxp(:Q—")m—v+{Tm w1")(2—“§"].

de? RT / dx RT
KT, (T, -T,)* exp(;{_%]éﬁ_’fd
On en déduit, pour T=Ty et x=xy [3/14] : |v= 3 S L CX (C3.14)
T+t Ty =2 T,
R R

Cette expression donne une relation théorique compliquée entre v 1a vitesse de réchauffernent. Tsla
température au sommet du pic de cristallisation 4 la vitesse v et x, la fraction de glace cristallisée i T,
Mais 'expérience mostre que x, reste pratiquement constant tant que les pics de cristallisation et de
fusion ne se superposent pas [3/14], Les courbes théoriques tracées dans ces conditions & partir de
(C3.14) indiquent une variation presque linéaire de 1/T, avec le logarithme de la vitesse. Ce nest pius
vrai lorsqu'on se rapproche de la vitesse critique car le pic de cristzllisaton ne e déplace alory
quasiment plus, seufe son amplitude dimninue. MacFarlane a observé un comportement sizlaire pour
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fe 1.2-PD [3/15] jusqu'a environ 15°C en dessous de Ty, avec une méthode et un modzle de calcul
différent. Cela nous cenforte dans l'idée que i'hypothése faite sur x4 n'est pas déraisonnable. La
vartation 1/T, = f(log(v)) peut donc s'écrire sous la forme

—%—:a’xlog(va’ ou ;%‘-:mea'><lo=i_,-(v)+Tm><b‘=caT><log(v)+[5.r (C3.15)
4 d

3.3.2 - Détermination pratique de V. :

Nous mesurons les températures Ty et Ty, @ différentes vitesses de réchauffement  partir de 'état
amorphe. A mesure que la vitesse de réchauffement augmente, la température Ty se rapproche de T,
Quand Ty est suffisamment prés de Ty, les pics de cristallisation et de fusion commencent & rétrécir
peu & peu. Lorsque la vitesse critique est atiginte, les pics ont disparu. En général, Ty diminue quand
la masse de I'échantillon augmente. Le volume de la solution est en effet plus important. Le nombre
de sites de nucléation augmente donc dans l'échantillon. Mais entre 3 et 7 mg, 1'écart que Yon peut
cbserver sur Ty pour une solution donnée reste inférieur & 1°C [3/5]. Nous pouvons considérer avec
une bonne approxirnation que les relevés de T, sont homoggnes.

La vitesse critique de réchauffement a été définie comme la vitesse porr laquelie la quantité de glace
cristallisée au réchauffernent est inférieure 2 0.5%. En pratique, pour déterminer Vi, C3.15 est
extrapolée jusqu'a une température Ty qui vaut 0,95 T,, [3/14]. Cette valeur est basée sur des résultats
expérimentavx. La vitesse critique de réchauffement V,,,, est définie par l'expression suivante :

(C3.16)

La plupart du temps, la vitesse critique de réchauffement est largement supérieure aux vitesses
accessibles avec le DSC. Son calcul est donc assez approximatif. It passe par 'extrapolation des
mesures expérimentales sur plusieurs ‘'ordres de grandeur. Seul I'ordre de grandeur de V., nous
intéresse. Il arrive cependant que la vitesse critique soit directement accessible par 'expérience. Elle
est alors définie 4 partir des quantités totales de glace cristallisées au réchauffement déduites de 1a
surface des pics. V\,,, est atteinte lorsque q< 0.5%.

A3.4 - Limite de ce modéle semi-empirique :

Certaines hypoth&ses ont éié faites pour simplifier ie processus de cristallisation. Elles sont
nécessaires pour mener  bien les calculs mais efles ne traduiseat pas vraiment la réalité des
phénomeénes :

- Le remplacement de T par T, + vt dans (C3.7) par exempie implique gue l'on travaille  vitesse
constante. Mais 1a vitesse réelle de refroidissement d'un échantillon n'est pas constante. Elle prend du
retard pendant la cristailisation de glace, malgré la différence entre les puissances fournies aux deux
fours. Cette approximation est toutefois nécessaire car nul e connait les conditions exactes de
refroidisserment des échantitlons,

- Par ailleurs, Uhlmann admet que la loi d' Arrhénius donne une représentation correcte de la variation
de viscosité avec la lempérature [3/8], mais sur des intervalles de températures réduits. Or, nous
travaillons généralement entre 120K et 275 K. Le modzle de William, Landel et Ferry [3/16] serait
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donc mieux adapté & notre situation. Il utilise une variation de viscosité selon la relation de Vogel-
Fulcher, valable entre la température de transition vitreuse T, et T, + 100K :

n'=1 exp[ R(T ?T )]
2

of1 T'y pourrait représenter la température de transition vitreuse {déale & laquetle le volume libre, 1a
fluidité et l‘enlropie de configuration s'annutent {3/17]. Si N est remplacé dans (C3.8) par 1", seule
l'expresston analytique des constantes ky et k, change. La méthode de caleu] de Veer feste la méme,
L'hypothése simplificatrice d'une loi d’Arrhénius rintervient donc pas directement dans le calcu de
la vitesse critique de refroidissement. Elle a'est pas tout & fait exacte mais eile a I'avantage de
simplifzer les calculs en limitant le nombre de paramétres pour décrire le processus de cristallisation.

- En revanche, au refroidissement, I'équation C3.8 est résolue en négligeant les termes du
développement limité d'ordre supéricur 2 deux et cela entraine des erreurs. Plusieurs auteurs ont
repris le modéle de Boutron [3/18]. Au lieu de faire un développement limité, ils ont proposé une
expression numérique exacte en utilisant une méthode d'intégration. Au niveau du calcut de Vi, les
valeurs qu'ils obtiennent pour x=0.5% sent en bon accord ave celles de Boutron. Mais pour V...,
leurs vitesses critiques sont inférieures 3 celle calculées par Boutron dans les soiutions
cryoprotectrices. La méthode du développement limité entraine donc des erreurs qui donnent une
vitesse critique de réchauffement plutft pessimiste. Leurs calculs montrent aussi que 1/Ty ne varie pas
de fagon linéaire avec log(v} pour les solutions polyméres (avec du PVP par exemple) & cause des
processus de diffusion qui ont toujours un comportement de type non Arrhénius i basse température.
Une version du modéle de Boutron intégrant les propriétés de transport serait donc un modgle plus
réaliste du processus de cristallisation. Il serait aussi plus complet puisque transposabie i Pétude
d'autres systémes,

A.3.5 - Comparaison avec les autres méthodes :

1l est intéressant de comparer notre modle de fravail avec les différentes théories de la cristaltisation
reconnues par ailleurs :

1 - Avrami {3/9] a posé les bases de la théorie classique de la cristallisation & partir de l'état surfondu,
Il a Jonguement wdié les transformation isothermes et permis & d'antres autenrs de construire les
courbes TTT (Time Temperature Transformation) [3/193, et par la sunite les courbes CT ou CCT
{Continuous cooling Transformation) [3/20]. Ces courbes donnent le temps que met une fraction
volumique d'vn échantillon pour cristalliser A une cestaine température. Elles permetient d'estimer sa
vitesse critique de refroidissement, Elles sont généralement utilisées en métatlurgie ou pour les verres
minéraux. Elles peuvent étre tracées de maniére théorique & partir des équations d'Uhlmann [3/11].
Ces équations relient la quantité de solide formé au taux de nucléation et 3 {a vitesse de croissance des
cristaux. Mais cette méthode impose la connaissance de nombreux parameétres caractéristiques de
I'échantillon difficiles & déterminer expérimentalement. Une autre méthode semi-empirique consiste &
utiliser 'équation de Johnson, Meh] et Avrami [3/21] valable a température constante :

E.
Xt =[—exp(~~Kj exp(ﬁ;}t"‘} (C3.17

ol X représente la fraction cristallisée dans 'échantillon. Il faut alors déterminer les valeurs de Ej, Kj
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ou n, & partir des thermegrammes obtenus au DSC. Ce travail exige différents traitements
mathématiques de 'équation (C3.17). IIs sont recensés par Yinnon et Uhlmann, avec le cadre de
leurs approximations [3/8}. L'exposant d'Avrami n, peut étre interprété selon une formule dérivée des
travaux de Christian pour les verres métalliques [3/12] par n, = a, + b,¢, ¢ 4, varie de O pour un
nombre de cristaux constant 4 1 pour un taux de nucléation constant ; b, représente lz dimension du
cristal 1, 2 ou 3 ; ¢, est un coefficient qui vaut 1 si le phénoméne est contrdlé par I'intertace liquide-
solide et 0.5 s'il est contrlé par la diffusion. En effet, les germes grandissent i une vitesse qui
dépend de la diffusion des molécules d'eau jusqu'au cristal et de la fagon dont elles traversent
Vinterface. Le phénoméne. de croissance peut donc &tre contrdlé i la fois par la diffusion et par
l'interface [Li].

* Sutton # utilisé les courbes TTT et les courbes CT pour analyser les propriéiés cryoprotectrices
de certaines solutions {3/221. 1l les a étudiées sous forme d'émulsicn pour éviter les mécanismes
de nucléation hétérogenes incompatibles avec sa théorie. Mais lutilisation de microémuisions géne
la propagation du front de glace, et donc la détection du pic de cristallisation. De plus, des
mécanismes de nucléation hétérogéne interviennent parfois aux interfaces entre le fiquide et
Pémulsifiant [3/23], déformant les courbes TTT. Concrétement, les vitesses critiques qu'il obtient
sont inférieures A cefles caleulées avec le modele de Boutron [3/1,3/24]. Tl y a deux explications
possibles a ce résultat. D'une pars, les vitesses critiques de refroidissement calculdes A partir des
courbes TTT et des courbes CT dépendent énormément du modéie de calcul utilisé et des
parameétres choisis dans les équations [3/25]. D'autre part, la méthode TTT suppose une nucléation
homogéne au refreidissement alors que Boutron se place dans les conditions réelles de
cristallisation, c'est-a-dire & partir de la nucléation hétéragéne qui se produit pius tot. Les cristaux
de glace ont donc plus le temps de croitre,

* P. Mehi a également comparé l'approche de Boutron A celle de la théorie classique [3/12] mais
au réchauffement cette fois. Boutron cherche la vitesse critique qui limite 1 0.5% le taux de
cristallisation au moment du réchauffement. Or, d'aprés Mehl, plus la concentration dun
cryoprotecteur augmente, plus la densité de noyaux diminue, donc plus la tailie des cristaux
augmente pour ua méme signal enregistré au DSC. P. Mehl propase alors de définir V., comme
la vitesse & partir de laquelle la taille des cristanx n'est plus néfaste au niveau interstitiel st
intracellulaire des ceilules biologigues [3/26]. Cette méthode demande une connaissance précise
des parametres cinétiques de la nucléation et de Ia cristallisation des solutions érudiges. La théorie
de Jonison-Avrami et le modéle d'Ozawa-Chen permettent de les déterminer en faisant plusicurs
hypotheses simplificatrices. Le rayon maximal des cristaux de glace est fixé & 60 nm (dans
I'hypothése d'une géomélrie sphérique). Les vitesses critiques de réchauffement qu'il en déduit
sent beaucoup plus €levées que celles obtenues d'aprés fe modéle de Boutron, Pour 42.5% de [.2-
PD par exemple, il obtient 5 10%°C/min au lieu de 240°C/min d'aprés les calculs de Boutron.

L'idée de P. Mehl met cependant en évidence ure des faiblesses du modale de Boutron, Sa théorie
suppose un nombre de neyaux constant, Or, cette hypoth2se ne tient pas compte des effets
transitoires de nucléation qui peuvent étre importants si la viscosité du mélange est grande, des
probiémes de nucléation secendaire [3/21] qui peuvent modifier {a cristallisation, ni méme de la nature
stalistique du phénoméne, quil s'agisse de fa nucléation homogéne ou hétérogéne. 1 se trouve Gue
pour les solutions avec lesquelles nous travaillons habituellement, ce modile convient bien mais ce
n'est pas une théorie "générale” et nous ne la vérifions que sur la gamme limitée des vitesses du DSC.
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2 - D'autres auteurs proposent une technique plus qualitative pour déterminer la facilité avec laguelle
le matériau étudié peut gtre vitrifié. Hruby associe la tendance 4 former un verre au paramétre K, tel
que [3/27}:

Ti-T,

I=Tm_Td

K

T, est la température de transition vitreuse, Tp, la température de fin de fusion et Ty la température de
cristallisation au réchauffement & partir de I'état amorphe. Plus la valeur du paramétre K, est grande,
plus Ia tendance a former un verre de la substance est grande {3/27]. Cela correspond & une petite
différence Ty, - Ty donc & une surfusjon trés tongue. Ce coefficient a l'avantage de se calculer A partir
de grandeurs facilement mesurables. Mais il n'y a pas de relation explicite avec la vitesse, méme sj
Ky dépend implicitement des vitesses de refroidissement et de réchauffement. Il n'y a donc aucun
moyen de définir analytiquement une vitesse de vitrification 2 partir de ce coefficient.

3 - Finalement, il semble que le modéle de Boutron soit un cas particulier de Ia théorie développée par
Sestak et Berggen [3/28] en écrivant 'équation (C3.7) sous la forme :

S (X 1-0" % (~ - )P (C3.18)
avec s, ny et p des exposants spécifiques valant respectivement : 0, / et 0 dans le modile & croissance
cylindrigue avec terme de ralentissement, 2/3, 1 et 0 dans le modele & croissance sphérigue avec terme
de ralentissement. D'aprés les calculs menés par Sestak et Berggen, le cas p=0 du modéle de
Boutron cormespond i une réaction contrélée par la nuciéation, la croissance des cristaux ou les
phénomenes de diffusion. Mais MacFarlane et Forsyth [L3] considrent que le modtle de Boutron
modélise la cristallisation 3 interfaces contrdlées (croissance limitée par la vitesse de transfert de I'ean
en solution & travers l'interface liquide/solide du cristal). D'autres- autenrs utilisent un terme de
ralentissement en (1 - x)™ mais avec ny# 1 [3/29]. Une méthode géométrique permet de déterminer
0, & partir de la forme des pics observés en calorimétrie [3/30] mais elle se place dans le cas trés
particulier of s et p sont nuls, Nous ne pouvens donc pas T'utiliser,

B - Calorimétrie différentielle dans les
solutions cryoprotectrices

Comme neus l'avons vu, pour vitrifier puis dévitrifier un organe & des vitesses raisonnables sur le
plan expérimental, il est nécessaire de l'imprégner d'une solution cryoprotectrice fton toxique
suffisamment efficace. La connaissance des vitesses critiques d'une solution est donc une information
capitale dans le cadre de la cryopréservation d'organes car c'est un argument de choeix. Elles

permettent d'évaluer sos "pouveir cryoprotecteur” du point de vue des propriétés thermniques, c'est-a-

dire de connaitre sa tendance i former un verre et la stabilité de son état amorphe.

Nous I'avons déterminé pour plusieurs solutions crycprotectrices que nous avons préparées nous-
mémes. Nous avons étudié leurs propriétés thermiques par calorimétrie différentielle 4 balayage et
nous avons estimé leurs vitesses critiques selon le modzle de Boutron,
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B.1 - Comportement des solutions cryoprotectrices a
basse température :

Les sofutions & base de 1.2-PD ont un comportement tout 4 fait classique puisque seuls la glace
cristallise. Dans celles & base de 2.3-BD, un hydrate cristallise au réchaufferment,

B.1.1 - Conditions de cristallisation des solutions cryoprotectrices :

La figure 3.5 montre l'évolution d'un sys@me binaire ean-cryoprotecteur sans hydrate lors d'un
refroidissement. Les courbes notées L représentent les températures d'équilibre du liquidus en
fonction de la composition de la solution. La courbe fléchée donne I'évelution d'une solution
cryoprotectrice de concentration C9.

Comme tous les solutés, le cryoprotecteur abaisse

) la température de cristallisation de la glace

Teo A I'équilibre en dessous de 0°C jusqu'd une

oec Jf L température T,,. A I'équilibre, la cristallisation se

T | produirait de Ty, 4 T, ol se formerait un solide

| avec la composition de l'eutectique {mélange de

T, /\ cristaux de glace pure et de cristaux de soluté pur),

T. Mais 1'équilibre thermodynamique n'est jamais

[ atteint et la cristatlisation de 'eutectique n'est

T 44_\}, jamais obtenue dans nos expériences. La glace

I > commence & apparaitre & une température T, plus

0 100 basse que Ty et appelée température de fin de
concenlration du cryoproleclaur (%) i o

surfusion au refroidissement. Lorsque la glace se

Fig. 3.5 - Diagramme de phase schématisé forme (partie continue de la courbe fléchée), il y a
d'un sysiéme binaire eau-cryoprofecteur sans thération d'é . .. e 1 N
hydrate [1/5] une [ibération d'énergie qui réchauffe le systeme et

simuitanément, la composition du liquide résiduel

change avec une augmentation de |a concentration.
A mesure que le refroidissement continue, la température diminue A nouveau mais plus la vitesse de
refreidissement est élevée, plus on s'éloigne de I'équilibre. La solution résiduelle devient alors un
liquide amorphe de plus en plus visquenx qui vitrifie & T,

Les solutions que nous avons testées contiennent aussi des sels, mais nous n'avens jamais vu
d'eutectique salin cristalliser car les sels présents dans les liquides de conservation ne sont pas
suffisamment concentrés.

Lors du refroidissement d'un liguide, les courbes donnant la vitesse de nucléation et la vilesse de
croissance des cristaux en fonction de la température sont décalées {L1] (figure 3.6). Quand les
températures sont supérieures a Ty, le liquide reste stable. En dessous, il rentre en surfusion. D'aprés
la courbe U, le sclide peut théeriquement cristalliser jusqu'a la température T, mais il faut qu'il y ait
eu formation préalable de germes. Or le taux de nuclgation I n'est appréciable quentre T et Ts. La
zone critique se situe donc entre Ty et Ty, Prés de T, la vitesse de germination est faible et la vitesse
de croissance importante : il se forme done un petit nombre de grands cristaux. Prés de To, le taux de
nucléation est impoertant et la vitesse de cristallisation petite : il se forme donc un grand nombre de
petits cristaux. La courbe de nucléation ayant son maximum 2 plus basse température, la cristallisation
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au refroidissement est défaverisée. Au réchauffement
par contre, les processus de nucléation et de
cristallisation s'enchainent dans I'ordre. Il est donc
plus facile de cristalliser au réchauffement qu'au
refroidissement.

Le seul moyen d'éviter toute nucléation serajt de
travailler avec une solution dont la concentration en
cryoprolecteur serait supéricure ou égale A celle
donnée par le point d'intersection entre la courbe des
températures de transition vitreuse T, et
Vextrapolation fictive de la courbe du liquidus T
[1/61] sur un diagramme de phase. Cela revient & dire
que la concentration dans la solution serait telle
qu'elle ne cristalliserait plus car I'état vitreux serait
plus "stable". Mais la solution serait alors tres
concenirée, et dong toxique..,

Fig. 3.6 - Taux de nucléation I et vitesse de
cristaflisation U en fonction de la température

B.1.2 - Cas particulier du refroidissement :

Lorsque les solutions cryoprotectrices sont testées sous forme d'une goutte, les températures ou
commence la cristallisation sont supérieures i celles obtenues par d'autres autenrs pour les mémes
solutions en émulsion (ot seule la nucléation homogéne intervient). Nous en concluons donc que
dans nos échantitlons, la cristallisation se fait an refroidissement par nucléation hétérogene. 1l se peut
qu'il y ait un peu de nucléation homogéne mais la croissance des cristaux correspondants serait
difficile & cause de la viscosité élevée de la solution si prés de la transition vitreuse [3/31]. La
nucléation hétérogéne intervient donc principalement. Elle peut &tre due aux impuretés contenues dans
le liquide, aux défauts 4 la surface des capsules du DSC (cf. chapitre n"3, B.4) ou aux dislocations
qui peuvent apparaitre dans I'état amorphe et qui devienntent de nowveaux sites de nucléation [L2]). Au
nivezu de la forme cristalline, seule la glace hexagonale apparait car la température de cristallisation
est plus élevée que celle & taquelle la glace cubigue peut exister,

B.1.3 - Cas particulier du réchauffement :

En démarrant le réchauffernent a partir de 1'état solide amorphe 4 120K, on peut supposer que la
cristallisation se fait 4 partir de Ia nuciéation homogéne. Mais ce n'est qu'une hypothése. I y a
toujours le risque de fractures dans le verre, Ces fractures agissent comme des sites de nucléation
hétérogéne [3/31]. Les contraintes mécaniques localisées le leng des fractures peuvent en effet
changer l'ordre local des molécules dans le verre {3/32] et favoriser la nucléation. Par ailleurs, il a été
montré que le taux de nucléation de certaines solutions aqueuses augmente lentement en dessous de la
transition vitreuse [2/5). Ce processus n'est pas directement visible en calorimétric si les cristaux ne
grandissent pas {car le DSC a des sensibilités limites insuffisantes) mais il favorise la cristallisation
lors du réchauffernent.

Des mesures aux rayons X ont moniré qu'en présence de cryoprotecteur [1/26], il v a d'abord
formation de glace cubique puis passage de la glace cubique i la glace hexagonale au cours du
réchauffement. Il est impossible de déceler cette transformation sur les thermogrammes de
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calorimétrie car la chaleur dégagée est trop petite. Beutron a vérifié que la vitesse de transformation de
la glace cubique en glace hexagonale dans les solutions cryoprotectrice suit la méme loi que celle dans
I'eau pure (cf. chapitre n°1, A.2.2} [3/33]. D'autres théories considérent que les deux formes de
glaces sont présentes dés e départ. Au moment de la nucléation, il se formerait autant de germes de
glace cubique que de germes de glace hexagonale et durant la croissance, il y aurait une dissolution
progressive des petits noyaux cubiques au profit de cristaux hexagonaux [1/13]. C'est le phénomeéne
de coalescence appelé "mirissement d'Ostwald” au cours duquel les cristaux les plus petits
disparaissent au profit des plus gros. Hl nécessite la diffusion de I'eau de la région des petits cristaux &
la zene des gros.

B.2 - Résultats expérimentaux : influence des sucres et
des solutions. vectrices

B.2.1 - Préparation des solutions eryoprotectrices :

Chaque solution est préparée dans l'optique d'gtre utilisée avec des matériaux biologiques. Nous
avons donc travaillé avec des liquides de conservation utilisés de manigre spécifique en clinique. Il
s'agit de I'Euro-Coltins (EC) pour les reins, du Saint Thomas (ST) pour les ceeurs, et du Miller et
Mazur (un tampon salin aux phosphates noté MM) peur les globules rouges (leurs compositions sont
données a l'annexe 2). Nous avons travaillé avec deux dialcools : le 1.2-PD et le 2.3-BD. Leurs
principales caractéristiques sont regroupées i 'annexe 3.

Les concentrations de nos solutions sont exprimées en poids par poids. Leurs compositions varient
selon la nature du liquide de conservation et la quantité de cryoprotecteur utilisée. Chague solution est
équilibrée en sels (cf. chapitre n°2, 3.2.3). Cetie condition est indispensable 4 la préservation des
métabolismes dans les organismes vivants.

Sur les conseils de biologistes, nous avons ajouté a certaines préparations quelques pourcents de
sucre, Nous avons travaillé avec différents sucres, les uns en CgH, 405 (le mannitol et le sorbitol), les
autres en CypH»0y; (le saccharose et le tréhalose). Tls seront indifféremment notés § sur les figures,

B.2.2 - Mesures de calorimétrie dans les solutions cryoprotectrices :

Une partie de nos résultats ont fait I'objet d'un articte [1/51] publié dans la revue Cryobiology que
nous repreduisons 4 I'annexe 4. Ils nous ont permis de mettre en évidence ['intérét des sucres dans
les solutions cryoprotectrices. Ils nous oat également permis de conclure sur l'efficacité de chaque
cryoprotecteur et sur les différences entre les liquides physiologiques. Dans ce qui va suivre, nous
résumerons d'abord une partie des résultats publiés, puis nous donnerons une présentation plus
synthétique en tenant compie des nouveaux résultats obtenus depuis la publication de ['article.

2.2.1 - Effet des sucres sur la tendance i former un verre des sclutions :

La figure 3.7 donne les résultats que nous avons obterus au refroidissement avec respectivement
30% de 2.3-BD, 30% de 2.3-BD et 4% de sorbitol, et enfin 34% de 2.3-BD dans du Miller et Mazur
équilibré en sels. Ces courbes sont tout & fait typiques des échantillons que nous étudions en
caloriméteie. Elles correspondent i la proportion de selution q{%) qui cristallise en fonction de la
vitesse de refroidissement, Les symboles représentent les points expérimentaux. Les courbes lissées
sont les courbes théeriques du quatrieme modele de Boutron, A basses vitesses, les courbes débutent
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par un plateau correspondant 4 la quantité maximale (gy,,) de solution cristallisable dans I'échantilion.
Lorsque la vitesse augmente, q diminue jusqu' atteindre des valeurs trés proches de zéro i grandes

vitesses. La vitesse critique est relevée au pied de la courbe pour q=0.2%.

*  30%23-BD
30 4 30%2.3-BDH% S
: ® 4% 23.BD

Pourcentage de solution
cristallisée en glace (%)

-1 10 100

Vitesse de refroidissement (°C/min)

1000

Fig. 3.7 - Courbes obtenues au refroidissement

La figure 3.8 représente I'évolution de T../T, en fonction du logarithme de la vitesse de réchanfferment
dans les mémes solutions. Comme I'énonce le modile de Boutron, nous obtenans une variation
lingaire. La comparaison directe de ces droites est difficile car il faut les extrapoler sur plusieurs
ordres de grandeur pour estimer la vitesse critique de réchauffement V., mais leur position refative
peut nous renscigner car les pentes sont assez voisines. Les vitesses critiques et les principales

caractéristiques des sofutions sont regroupées dans le tableau 3.1.

f ®  30% 2.3-BD
1.45 A 30% 2.3-BD+4% S
B 34% 2.3-BD
L- e
135 . T -
T/, b
‘ e -
|
1.23 ™~ .
Il
T m
1,15£ ot a il L s
1 100
Vitesse de réchauffement (°C/min)
Fig. 3.8 - Courbes obtenues au réchayffement
23-BD sucre | Vi (°C/min) | Ve, COMINY [ Quax (%) | T (KD
30% 0% 162 1.1 197 25 2598
30% 4% 71 29105 238 257.6
34% 0% 30 4300 21.8 256.9

Tableau 3.1 - Vitesses critigues des solutions & base de 2.3-BD dans du Miller et Mazur
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Il y a trois choses importantes i remarquer :

» L'augmentation de la concentration en 2.3-BD de 30% a 34% abaisse fortement les vitesses
critigues, Ce résultat confirme l'action dose dépendante des cryoprotecteurs.

« L'addition des 4% de sorbitol a 30% de 2.3-BD diminue également les vitesses critiques. Ce
résultat parait assez logique puisque la présence de 4% de sucre fait chuter de 4% la quantité d'eau
présente dans la solution. Ceci se traduit A la fois par une diminution de gy, de Ty, et des vitesses
critiques. Toutefois, les réductions sont plus faibles que celles provequées par I'addition de 4% de
cryoprotecteur, Avec 34% de 2.3-BD, 1a vitesse critique de refreidissement diminue d'un facteur 3
et celle de réchauffernent de 4 ordres de grandeur, contre simplement un facteur 2 et 2 ordres de
grandeur avec 4% de sorbitol (méme résultat obtenu avec 4% de tréhalose}.

* Les améliorations obtenues par Uaddition de sucre ou de 2.3-BD sont toujours largement
supérieures att réchauffement.

Des mesures paralléles {cf. annexe 4) ont meontré que les quatre sucres que nous avons choisis sont
pratiquement équivalents au niveau de la calorimétrie. Seuls leurs effets biochimiques sur les organes
permettront de les différentier.

Ainsi, l'addition d'un sucre "de protection” présente l'avantage de réduire significativement les
vitesses critiques tout en limitant les effets toxiques. En ce sens, le sucre peut &tre considéré comme
un véritable cryoprotecteur. Il est moins performant au niveau des propriétés physiques mais ptus
actif au niveau de la protection quand il est adapté au syst2me, Pour trouver le bon compromis eatre
l'efficacité et la toxicité de la solution cryoprotectrice, il faus done choisir le sucre adéquat et jouer sur
les concentrations de cryoprotecteur et de sucre. Mais la mise au point de la solution dépend aussi du
cryeprotecteur retenu et du liquide de conservation A utiliser. Contrairement au cas des sucres, la
natire de ces deux composés joue un rle déterminant au nivean du "pouvoir cryoprotecteur” des
solutions {cf. chapitre n°3, B).

2.2.2 - Effet du eryoprotecteur et du liquide de conservation

Pour faire une étude comparative, j'ai regroupé tous les résultass abtenus avec du {,2-PD ou du 2.3-
BD dans du Saint Thomas, de 'Enro-Collins ou du Miller et Mazur. A titre indicaltif, f'ai ajoutd les
résultats obtenus quand le cryoprotecteur est mélangé & de l'ean pure. La figure 3.9 présente
l'ensemble des vitesses critiques de refroidissement. La figure 3.10 donne les vitesses critiques de
réchauffement. Dans les deux cas, nous avons utilisé une échelle logarithmique sur l'axe des
ordoanées pour facikiter la lecture des graphes.

2.2.2.1 - Comparaison des cryoprotecteurs :

Pour une concentration variant entre 30 et 35% de cryoprotecteur {zone grisée), les vitesses critiques
des solutions avec du 2.3-BD sont toujours inférieures i celle obtenues avec du [.2-PD, Ce résultat
est vérifié quel que soit le liquide physiologique utilisé, Dans le cas du Miller et Mazur par exemple,
lorsque 30% de 1.2-PD et 4% de sucre sont remplacés par 30% de 2.3-BD et 4% de sucre, fa vitesse
critique de refroidissernent est divisée par 4 et celle de réchauffement chute sur plus d'un ordre de
grandeur. Avec 34% de cryoprotecteur, l'effet est encore plus marqué. La vitesse critique de
refroidissement est divisée par 8 et celle de réchauffement perd pratiquement 4 ordres de grandeurs,
Le 2.3-BD est donc plus efficace que le 1.2-PD aussi bien au niveau de la tendance & former un verre
que de la stabilit€ de I'état amorphe. D'aprés les travaux de Boutron, il s'agit méme du cryoprotecteur
le plus performant [1/46] en ce qui concerne les propriéiés thermigques.
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Fig. 3.9 - Bilan des vitesses critiques obtenues au refroidissement dans les solution
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Fig. 3.10 - Bilan des vitesses critiques obtenues au réchauffement dans les solutions

2.2.2.2 - Comparaison des liquides de conservation ;

30% de 2.3-BD ont été testés dans I'=an et dans les trois solutions de perfusion classigues. Les points

concernés {en symboles creux) se situent sur la verticale indiquée par une fléche aux figures 3.9 et

3.10. Trois cas de figures se présentent :

* eau pure : les vitesses critiques sont [es plus élevées.

» Miller et Mazur et_Saint Thomas : les sels ont remplacé une petite quantité d'eau, Iis
modifient faiblement la composition des solutions et les vitesses critiques obtenues diminuent

légerement. Les résultats sont pratiquement équivalents pour les deux liquides de conservation.

* Eure-Collins : c'est avec ce liquide que les résultats sont les plus satisfaisants. La vitesse
critique de refroidissement (50°C/min) semble tout 3 fait envisageable expérimentalerent et les
procédés micro-ondes devraient permettze d'obtenir des vitesses assez proches de {a vitesse
critique de réchauffement (4 10# °C/min). L'Euro-Collins est donc un liquide de conservation plus
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efficace que le Midler et Mazur et le Saint Thomas, Mais c'est aussi un liquide enrichi : en plus des
sels, it contient Jéja 44 de glucose et nous avens montré 1'effet cryoprotecteur du sucte,

S'il fallait classer les solvants en terme d'efficacité au nivean de la cryopréservation, 'zau serait donc
le moins performant. Viendraient ensuite dans |'ordre d'efficacité croissante les selutions salines
simples comme le Saint Thomas et le Miller et Mazur, et pour finir, la solutien d'Euro-Collins. Ce
classement n'est pas contredit par les quelques expériences réalisées avec du 1.2-PD (a 34%). 1l
semble donc indépendant du cryoprotecteur, Notre étude comparative permet ainsi de conclure sur
l'influence des produits utilisés : Vamélioration des conditions de vitrification de Ueau par la présence
du cryaprotecteur dépend de la nature er de la quantité des solutés que U'on dissour dans l'eau,

B.3 - Influence du mode de conservation des solutions :

Pour utiliser plusieurs fois ces solutions eryeprotectrices, par exempie au niveau biologique (tests de
toxicité, perfusions d'organes...), nous envisageons de les préparer en grande quantité de maniére &
éviter de faire varier trop de paramétres. Mais il faut auparavant vérifier si ces solutions restent stables
dans le temps. Pour émdier cette stabilité, nous avons choisi une solution 4 30% de 1.2-PD et 5% de
tréhalose dans du Saint Themas &quilibré en sels car elle a fait l'objet de mesures dans des ceeurs de
rat {ces mesures seront préseniées dans le chapitre n°3, C.1). Nous l'avons réguliérement testée
pendant plusieurs mois pour voir si ses propriétés thermigues évoluaient dans le temps.

B.3.1- Mise en évidence du probléme de conservation :

11 est bien connu que les solutions organiques mal conservées ont tendance i se dégrader, Les
processus de dégradation sont liés & la contamination éventuelle par des microbes, des bactéries ou
des impuretés au moment des utilisations. Les germes se nourrissent des produits présents dans la
solution et si la température de conservation n'est pas suffisamment basse, ils se multiplient. Nous
avons donc stocké notre solution'a froid et nous avons cheisi de comparer l'éffet de deux
températures de conservation : une partic de la solution a € placée au réfrigérateur 2 4°C dans des
flacons préalablement nettoyés en polysfyréne ou en verre ; l'autre partie a été placée au congélateur &

-10°C dans des flacons de méme nature. Chaque type de solution a ensuite é1é réguliérement testé,

Pour suivre leur comportement, nous avons analysé I'évolution des vitesses critiques de
refroidissement car elles sont plus fiables (elles sont généralement toutes dans 1a gamme de vitesses
accessibles par le DSC). La figure 3.11 présente cette évolution dans le temps pour chaque condition
de conservation. Nous avons normalisé les vitesses en les divisant par la vitesse de refroidissement
obtenue juste aprés fabrication de la solution. Durant les deux premiers mots (zone grisée), les
résuftats fluctuent énormément, Au deli, j'ai espacé un peu les tests de calorimétrie et 'évolution des
vitesses critiques devieat plus marquée. Les résultats indiguent un comportement différent suivant la
température de conservation et la nature du container ;

*  Au réfrigérateur, les vitesses critiques de refroidissement diminuent dans le temps.

* Au congélateur, I'évolution est moins nette car les résultats sont trés dispersés, mais globalement,
les vitesses suivent la méme tendance avec une diminution beaucoup plus lente,

» Dans les deux cas, l'effet semble plus important lorsque la solution est conservée dans du
polystyréne. Nous remarguons aussi beaucoup de fluctuations avec les flacons en verre,
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Fig. 3.11 - Evolution des vitesses critiques de refroidissemens normalisées

Pour confirmer ces observations, nous avons prélevé un peu de solution dans les flacons de
polystyréne et nous I'avons plongé & 77K dans des cryotubes. Trojs mois plus tard, les vitesses
obtenues sont légérement plus élevées que les vitesses du jour de préiévement. Compte tenu de la
précision de ces mesures, elles montrent que 1'4volution a é1é interrompue par la trempe dans I'azote
tiquide. 1l semble donc que nous ayons i faire & un processus thermiguement activé,

Pour le mettre en évidence, nous avons

1.2 préparé un nouveau stock de solution
g ; a a cryoprotectrice et nous 'avons chauffé
o2 . . .
oy puts maintenu & 40°C dans un flacon en
g;.‘g 0.8 C’Q o polystyréne et dans un flacon en verre.
Eg 06 B =@ polystyréne La figure 3.12 présente fes vitesses
9 & . O veme - [ .
53 04 B critiques de refroidissement normalisées
i_’—'aé 02 Te -~ que nous avons obtenues. Trois mois
5 7 Tl @ suffisent pour conclure. E'amélioration
= 0 P TR P I S BEPS | P | N
2040 50 80100 del la teadance & former un verre est
temps (jours) évidente dans le polystyréne : efle se
Fig. 3.12 - Evolution de la solution chauffée 3 40°C  confond avec la dispersion des résultats

dans le flacon en verre,

Les résultats obtenus au réchauffement ne sont pas représentés mais ils conduisent tous 2 la méme
conclusion : notre seluticn n'est pas stable dans le temps. Elle subit en fait des transformations trds
favorables pour la cryopréservation puisque ses vitesses critiques diminuent dans le temps. Nous
avons donc tout intérét 2 comprendre les raisons de cette évolution.

B.3.2 - Analyse du comportement de la solution cryoprotectrice :

Pour interpréter le processus d'activation thermique et comprendre I'effet des différents flacons, nous
avons demandé une analyse biochimique de la solution évolude et des mesures en ultra viglet (UV)
pour identifier fes composants dissous.
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3.21 - Résultats des analyses chimiques :

Le Service Central d'Analyses Chimiques rattaché au CNRS (& Vernaison, Rhone) a déterminé les
concenirations en ions sodium, potassium et magnésium de notre solution i différents stade de son
€volution. Nous en avens déduit les concentrations correspondantes du 1.2-PE. Ces valeurs sont
rapportées dans le tableau 3.2 avec le nombre de jours entre la fabrication de iz solution et I'analyse.

type -10°C 4°C 40°C
polystyreéne | 30.6% aprés 400 jours 36.6% apres 600 jours 37.4% aprs 100 jours
VEITE 31% aprés 100 jours - 31.3% apras 100 jours

Tableatr 3.2 - Surconcentration en 1.2-PD

Elles sont toutes supérieures aux 30% de cryoprotecteur initiaux avec une augmentation spectaculaire
dans [e polystyréne 4 4 et 40°C, c'est-a-dire dans les cas ol les vitesses critiques sont fortement
abaissées. Les nouvelles concentrations obtenues sont d'ailleurs cohérentes avec les vitesses critiques
déterminées en calorimétrie (cf. annexe 4). L'évolution observée est donc simplement provoquée par
une déshydratation de [a solution.

Ce résultat est confirmé par '¢velution de deux paramétres caractéristiques de la solution
crycprotectzice : sa température de fin de fusion Ty, et la quantité maximale de glace cristallisable Qmax-
Les figures 3.13 (a} et (b} donnent pour chaque solution testée leurs valeurs normatisées aux valeurs
initiales, Nous observons avec T une certaine dispersion, elle est lide & Vinstabilité du DSC au
niveau des températures. Mais globalement, nous constatons dans les deux cas une forte diminution

pour les solutions conservées dans du polystyréne, ¢t une, moins prononcée, pour les solutions
stockées dans du verre.

@ 40°C - polystyrene
®  4°C - polystyréne
@ -{0°C - polystyréne {b)
B 40°C - verre
B 4°C - verre
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Fig. 3.13 - Evolution de T,, ef de g

La calorimétrie corfirme donc les changements dans les proportions en eau de la solution par rapport
4 sa composition initiale. Il y a une déshydratation d'autant plus importante que la température est
€levée car la pression de vapeur de I'ean (et done, la quantité d'eau qui s'évapore, pour un voiume de
liquide et un volume du flacon donnés) augmente avec la température. Nous sommes donc confrontés
au probléme d'étanchéité des flacons de stockage. Il semble que les récipients en polystyréne sont
moins étanches que ceux en verre. Mais nous ne pouvons pas exciure non plus hypothése que le
ftacon agisse directement sur la sotution. Le verre est complétement inerte vis & vis des solutions
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organiques. Le polystyréne par contre contient des additifs (stabilisants, assouplissants ou traces de
catalyseur) qui peuvent étre extraits du polymére par un sofvant comme le 1.2-PD. Si un matériau
amorphe se dissout dans la selution, il favorise 1'stat vitreux et les vitesses critiques diminuent, Il est
donc nécessaire de vérifier si fe plastique a diffusé dans la solution cryoprotectrice. C'est 'objet des
mesures en UV.

3.2.2 - Analyses en ultra violet* :

Les mesures de spectroscopie UV prouvent que le plastique n'a pas diffusé dans la solution car il n'y
a pas d'absorption pour les longueurs d'onde des cycles benzéniques du polystyréne [3/34]. Elies
montrent toutefois un léger déplacement (de quelgques nm) du pic d'absorption du 1.2-PD
normalement situé entre 215 et 240 nm. Mais ce résultat ne semble pas significatif du probigme de
diffusion du plastique,

B.3.3 - Conséquences pratiques :

Cette analyse est spécifique 4 la solution préparée pour les ceenrs, taquetle présente une dispersion
assez inhabituelle durant les premiers jours. Cette dispersion est probablement lide & sa complexité et
& la nature de ses composants. Les conclusions sur I'évelution observée ne sont pas définitives
puisque tous les phénomenes mis en jeu ne sont pas encore compris. Nous nous garderons donc de
généraliser ce comportement 3 'ensemble des solutions eryoprotectrices, Il faudrait faire une éwde
systématique en fonction du cryoprotecteur, de la solution vectrice, et du sucre éventuellement ajouté.

Neéanmeins, cette étude préalable met en évidence un grave probléme dans notre méthode de
conservation : la solution se déshydrate progressivement & cause de [a mauvaise étanchéité des flacons
de conservation. Nous nous sommes empressés de coriger notre protocole. Dorénavant, nous
utilisons des flacons en verre trés hermétiques et nous protégeons les houteilles avec de l'aluminium
pour éviter toute attaque des UV (les UV sont favorables 2 la transformation des diols en aldéhydes),
Naus utilisons aussi des bouchons téflonss pour assurer une meilleure étanchéité et nous conservons
tes solutions au congélateur. Enfin, nous n'envisageons plus un stockage longue durée des solutions
puisque les analyses chimiques montrent qu'au bout de trois mois de conservation dans un flacon en
verre & bouchon téfloné (voir tablean 3.2), la concentration de 1.2-PD augmente de 1%. La
déshydratation reste faible, mais suffisante pour avoir un effet marqué en cajorimétrie et probablement
aussi au aiveau de la toxicité,

B.4 - Influence des capsules utilisées en calorimétrie

Pour réaliser les tests de calorimétrie, la goutte de solution cryoprotectrice est déposée dans le fond
d'une capsule en aluminium adaptée aux échantillons volatils. Théoriguement, cette capsule ne doit
pas influencer le comportement de la solution et les résultats obtenus de 1975 3 1995 ont toujours éé
reproductibles. Pourtant, depuis 1995, les mesures systématiques que nous avons réalisées sur une
solution & 30% de 2.3-BD dans de I'ean désionisée nous ont conduit & penser que la capsule joue un
r8le non négligeable dans les résultats que nous obtenons. En effet, 2 partir de cette date, les lots de
capsules qui nous ont &té fournis nous ont donné des résultats différents en calorimétrie différenticlle.

* Je tiens & remercier Messicurs Le Nest et Viallet de I'Ecole Fragaise de Papetarie et des Industries Graphiques de Grenoble.
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B.4.1 - Mise ¢n évidence de 1'effet des capsules :

Nous avens fait une étude comparative de la solution avec deux lots de capsules 0219-0062
commercialisées par Perkin-Elmer. Le premier, noté "ancien” a ét€ acheté début 1993, Le second,
noté "nouveau” date de fin 1995, Nous avons comparé leurs effets sur les étalornages du DSC et sur
les tests de la solution cryoprotectrice. La capsule de référence a toujours été adaptée an type de
capsule test€. Pendant Ia séric de tests, 1a solution a été conservée au congélateur dans un flacon en
verre correctement fermé pour écarter tout risque de dégradation ou de déshydratation,

4.1.1 - Comparaison des étalonnages :

Pour vérifier si des capsules différentes conduisent 4 des étalonnages différents, nous avons testé
chaque type de capsule immédiatement 1'ua aprés I'autre, de maniére & éviter toute évolution du DSC
entre les expériences. Les températures mesurées sont présentées dans le tableaw 3.3. Nous
remarquons qu'elles sont toujours plus petites dans les anciennes capsules, bien que I'écart de
températures ne dépasse pas 0.5K. L'eau et le cyclohexane sont pourtant des corps purs qui
transitent toujours i la méme température. Les produits étudiés avec chaque type de capsule sont
identiques et les traitements thermigues sont exactement les mémes. Ces résultats semblent donc
montrer que la thermalisation des capsules est différente. Le petit retard observé dans les nouvelles y
suggére des échanges thermigues moins bous. If faut noter cependant que l'écart des températures
reste dans la limite de précision des mesures.

Anciennes capsules | Nouvelles capsules
T cyclohexane (K) 182.9+£0.3 (n=2) 183.1£0.3 {n=2)
T eau {K) 2727202 {n=2) 2729204 (n=2)

Tableau 3.3 - Tempéraiures étalons

4.1.2 - Comparaison des vitesses critiques de la solution cryoprotectrice :

Les mesures de calorimétrie en dynamique sont toujours délicates A interpréter. Plusieurs parameétres
influencent la sensibilité des mesures : le choix des calibres de réglage, les durées d'attente entre les
différents traitements thermiques, le niveau d'azote liquide etc... Dans notre démarche, nous avans
essay¢ d'adopter une systématique de travail de manitre a étudier précisément le rdle des capsules :

| - La masse des échantillons est comprise entre 3 et 5 mg,

2 - Les refroidissements sont étudiés de la vitesse fa plus rapide & la vitesse la plus lente. Des tests de
reproductibilité ont montré que plusieurs refroidissements successifs 4 1a méme vitesse donnent
des pics semblables avec une différence de surface minime (Aq < 1%). Mais si les vitesses de
refroidissement successives sont choisies de fagon aléataire, la forme et la surface des pics de
cristallisation ne sont plus reproductibles. 11 est donc important de tester les refroidissements en
série et de respecter l'ordre des vitesses décroissantes,

3 - Pour I'étude au réchauffement, la stabilité des mesures est telle que l'ordre des vitesses de
réchauffement est sans influence. Les tests de reproductibilité (n=4) ot montré un écart de 0.5°C
sur les températures de transition. It se confond avec l'erreur de mesure expérimentale.

Le tableau 3.4 regroupe les vitesses critiques que nous avons détermindes pour la solution
cryoprotectrice. Nous présentons les valeurs moyennes sur plusieurs tests avec leurs erreurs standard
dans les deux types de capsules. Les vitesses critiques sont systématiquement plus petites dans les
nouvelles capsules, avec un écart trés marqué au refroidissement. La cinétique de cristallisation
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change donce de fugon trés reproductible d'un type de eapsuie 3 Fautre. 1 s'agil pourtant du méme
numéro de série. Des analyses microscopiques ont montré qu'en fait, P'état de surface des capsules
est nettement différent,

Anciennes capsules Nouvelles capsules
Veer (°C/min) 339+ 16 (n=4) 22523 (n=7)
Vieer (°Cluiin) 1.9810°+7.23 108 (n=4) B 10104 L4.05 108 (n=5)

Tableaw 3.4 - Vitesses critiques de ka solation crvoprotecirice
4.1.3 - Comparaison des états de surface :

Nous avons observe les capsules au microscope métatlurgique Axiotech en D.LC. (Différential
Interference Contrast), Les figures 3,14 (a) et (b) montrent leur surface intéricure, Ces photographies
ont £t€ prises avec le méme grossissement : 1 mm correspond & 1.9 um. Nous obscrvons dans les
anciennes capsules des traces de laminage fines et régulitres. Duns fes nouvelles par contre, les traces
de laminages sont trés grossitres avec arrachement de métal, La profondeur des défauts a 6t6 mesurée
en déplagant un profilométre perpendiculairerent au sens du laminage. Des rainures entre 2Hm et
4 pm de hauteur, talées sur une dizaine de pm, ont 618 mises en évidence. La structure des nouvelles
capsules est donc tris frrégulitre, avec un état de surface beaucoup moins lisse que celui des
anciennes.

Fig. 3.14 - Swrface imtérienre d'une ancienne capsule (a) et dwne nowvelle capsule (b)
o correspond 4 1.9 pun

I convient de déterminer le rdle cxact des états de surface sur le comportement des liquides. Nous
avons choisi d'aborder ce probléme par deux approches complémentaires ;

- un examnca détaillé des thermogrammes obtenus avee les anciennes et les nouvelles capsules,

- un changement des états de surface, suivi d'un test en calorimétrie,

B.4.2 - Influence des anciennes et des nouvelles capsules sor le
comportement de la solution cryoprotectrice :

4.2.1 - Etude des thermogrammes au refroidissement :

Nous avons comparé I'évolution des différentes grandeurs caractéristiques du processus de
cristallisation : la forme des pics et leur évolution avee la vitesse de refroidissement, les variations des
températures de nucléation et leurs conséquences sur le calcul de V... Nous décrirons chacun des
phénomenes dans le détail avant de proposer une interpréuation générale des résultats,
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4.2.1.1 - Forme deg pics de cristallisation :

Cette cristallisation se traduit sur les thermogrammes par des pics exothermiques. Avec la solution
test & 30% de 2.3-BD dans l'ean, ifs commencent 4 apparaitre nettement dés -160°C/min. Les figures
3.15 et 3.16 montrent leur évolution en fonction de la vitesse. Pour bien comprendre les figures, il ne
faut pas oublier que la chute de dH/dt vers 270K n'est qu'un transitoire correspendant au début du
refroidissement. On voit d'ailleurs qu'il peut étre plus grand que les pics de cristallisation.

N — : ]
S5t :
g 30L 3
i C ]
S a5t 4 ]
g o “ ~ 40°C/min ]
s - / 80°C/min ]
20 " 1/ — - - {60°C/min ]
: L/ — — -320°C/min ]
150 0 v v b b ey e T
300 250 200 15G 100
Température (K)

Fig. 3.15 - Déplacement des pics de cristallisation dans les anciennes capsules

Aux grandes vitesses, nous obtenons systématiquement deux pics de cristallisation bien séparés {cette
observation est aussi valable en présence de 1.2-PD) mais l'allure de ces pics varie d'un type de
capsule & I'autres. Avec les anciennes capsules (figure 3.15), nous observons d'abord un grand pic
(*} suivi par un aotre plus petit (7). Ce deuxitme pic tend & disparaitre dans le premier quand la
vitesse de refroidissement diminue . Avec les nouvelles au contraire {figure 3.16), la cristallisation est
plus hésitante. Il y a d'abord un petit pic (T) suivi d'un autre plus important {*), lequel tend a
diminuer puis a se fondre dans le premier 4 mesure que la vitesse de refroidissement diminue.
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Fig. 3.16 - Déplacement des pics de cristallisation duns les nouvelles capsules
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4.2.1.2 - Evolution de la température de nucléation :

La temperature ob le taux de nucléation est le plus important est toujours inférieure 2 {a températuze A
taquelle la vitesse de croissance des cristaux est maximale [L1]. Cela signifie qu'au refroidissement,
la cristaliisation s'emballe dés que les noyaux sont formés, La température de nucléation se confond
dong avec la température A laquelle commence la cristallisation. Nous relevons cette termpérature au
début du premier pic de cristallisation, Elle est notée T,. Nous prenons la précaution d'attendre
suffisamment longtemps & T, povr laisser 4 'eau pure et au liquide du résidu amorphe le temps de
bien se mélanger (neus considérons que J'$quilibre est atteint lorsque la plume de l'enregistreur
s'immobilise, ce qui correspond  des variations de 0.01 meal/s pour un écart de 1 mm avee la plus
grande sensibilité de l'appareil). -

250 —e—Tc (K) n°1 )
E #— Tc (K)n°2 | 2nciennes capsules
245 p—a— Tc (K} n°3
240F
g 35t
£ 230E
225 __ & To(K)n°l kY
220 E.:S: ?g Eﬁ; Eug nouvelfes caEsuIes\n
sETen TN |
1 10 V{°C/min) 100

Fig. 3.17 - Evolution de T, avec la vitesse de refroidissement

La figure 3.17 représente I'évelution des températures T, pour différents tests dans les anciennes et

les nouvelles capsules en fonction de la vitesse de refroidissement. I! y a deux choses importantes 4

rernarquer !
* La empérature T, est plus élevée dans les anciennes capsules. A -2.5°C/min, I'écart atteint
pratiquement 7 K (au lieu des 0.5 K remargués aux étalonnages). La cristallisation commence done
beaucoup plus tét dans les anciennes capsules. Cela signifie que leur structure est favorable 3 la
nucléation hétérogene.
* La deuxi#me remargue concerne I'évolution de T, avec la vitesse, Dans un milien confiné of les
gouttes de liquide sont inférieures & 40 A, la température de nucléation ne varie pas avec la vitesse
de refroidissement car les problémes de nucléation hétérogene sont pratiquement éliminés [3/35].
Par contre, dans notre cas, la solution n'est pas confinée et il se produit de la nucléation
hétérogéne. La logique voudrait que T, augmente quand la vitesse diminue. Clest ce que l'on
observe dans les ancienncs capsules. Dans les nouvelles par conire, les températures ont une
variation beaucoup moins cohérente, avec une dispersion importante entre les £chantillons. Mais
rappelons qu'il s'agit de nucléation hétérogene sur une surface trés perturbée. La formation de
glace lors d'un refroidissement peut déformer la goutte, La surface d'échange entre [e liquide et le
métal n'est donc plus la méme au refroidissement suivant. Elle peut présenter de nouveaux défauts
plus propices 4 la nucléation hétérogéne au refroidissement suivant, d'od les varations de T.. Cet
effet est d'autant plus accentué que les nouvelles capsules ont une structure trés irréguliére,

4.2.1.3 - Détermination de la vitesse critique de refroidissement V., ;
L'observation des thermogrammes montre que les pics de cristallisation sont déformés et plus prés de
la tramsition vitreuse dans les nouvelles capsules, En pratique, cela pose un probléme pour définir la
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ligne de base aux grandes vitesses. Il y en résulte une incertitude importante sur le relevé des
surfaces. Nous nous sommes toujours piacés dans les conditions les plus défavorables, clest-a-dire
que nous avons défini les plus grandes surfaces possibles pour calculer le taux de eristallisation. La
figure 3.18 montre 'évolution de la quantité de glace cristallisée en fonction de la vitesse de
refroidissement pour différents &chantillons, Nous constatons dans les anciennes capsules que les
points expérimentaux suivent bien le modéle de Boutron correspondant aux cristaux sphériques avec
terme de ralentissement. Avec les nouvelles par contre, ils s'écartent de a courbe théorique entre
-20°C/min et -5°C/min. La solution cryoprotectrice ne cristallise donc pas dans ces capsules selon le
modéle de Boutren.

—8— [ anciennes
—h—

—_— O -
B
—_—f
R .

1 10 160 1000
¥ {*C/min)

nouveiles

Pourcentage de solution cristallisée
en glace
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Fig. 3.18 - Variation de q{%) avec la vitesse de refroidissement

En revanche, la quantité maximale de solution cristallisée ne varie pas ou peu avec le type de capsule
(c'est une propriété intrinstque a la solution). Dans fes anciennes, ¢, vaut 28.1+0.4% (n=5) et
dans les nouvelles 26.9+3.4% {n=8). Les nouvelles capsules changent done principalement la
cinétique de cristallisation de Ia solution eryoprotectrice au refroidissement. Nous avons regardé si les
autres modeles étudiés par Boutron étaient plus en accord avec Pexpérience ;

» modéle n°l - croissance cylindrique du cristal

* modéle n°2 - croissance cylindrigue du cristal avec terme de ralentissement

* modgle n°3 - crojssance sphérique du cristal

* madéle n°4 - croissance sphérique du cristal avec terme de ralentissement,
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Fig. 3.19 - Courbes théoriques pour les quatre moddles de cristallisation
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La figure 3.19 situe les courbes théoriques calculées avec chague modéle par rapport aux points
expérimentaux obtenus dans les nouvelles capsules. Nous vérifions immédiatement que les modgles
sans terme de ralentissement (1°1 et n°3) ne sont pas adaptés & nos résultats. Par contre, nous
constatens que les points expérimentaux qui ne suivaient pas le quatriéme modzle de cristallisation
sont placés sur la courbe théorique du deuxiéme modele, 11 y a par conségquent deux régimes de
cristallisation dans ces nouvelles capsules. Aux grandes vitesses, les cristaux grandissent de maniére
sphérique. Aux plus petites vitesses, ils évoluent de fagon cylindrigue. Nous pensons que ies canaux
gravés dans le métal des capsules guident la croissance des cristaux en cylindres. Cette interprétation
est cohérente avec les observations de Luyet [L2]. Il a montré que la forme des cristaux change avec
la vitesse de refroidissement de la slution cryoprotectrice. Aux grandes vitesses, les cristaux sont
sphériques et nous suivons bien le quatridme modile. Aux petites vitesses, leur structure est
organisée en unités hexagonales. L'éiat de surface de la capsule joue un rdle plus important car les
échanges thermiques sont plus lents. Les cristaux grandissent alors le long des canaux et forment des
cylindres, comme le suppose le deuxizme modele.

Ainsi, dans les nouvelles capsules, la cinétique de cristallisation varie selon le régime de vitesse.
Nous ne pouvons donc plus calculer la vitesse critique de refroidissement par extrapolation d'une
courbe théorique puisque cette méthode suppose que la cristallisation sujt toujours le méme modsaie,
quelle que soit Ia vitesse de refroidissement, Les Vi, indiquées dans le tableau 3.2 sont des valeurs
indicatives. La seule vitesse que nous puissions donner avec certitude est la vitesse critique de
refroidissement expérimentale. Nous savons qu'elle est comprise entre -160°C/min et -320°C/min
puisqu'il n'y a pas du tout de cristailisation & -320°C/min.

4.2.1.4 - Interprétation globale des résultats

A partir de ces nouvelles données sur les processus de cristallisation dans chaque type de capsule,
nous povens essayer d'interpréter 'allure des pics de cristailisation présentés aux figures 3.15 et
3.16. 1l y a deux points & expliquer : 1a présence systématique des deux pics de cristallisation aux
grandes vitesses et l'inversion de taiile entre le premier et le deuxizme pic selon les capsules.

* Pourguoi deux pics de cristallisarion ?

I1'y a dans chague goutte de solution cryoprotectrice une partie du liquide directement en contact avec
le fond de la capsule. Lorsque la température diminue, cette fraction de solution se refroidit en
premier. Dés que sa eristallisation commence (premier pic sur les thermogrammes), il ¥ a une
libération d'énergie qui réchauffe localement le reste de solution, lui-méme surconcentré en
cryoprotecteur, Cette solution en masse se refroidit avec un certain décalage et ne cristallise qu'a plus
basse température (deuxiéme pic sur les thermogrammes). L'effet est d'autant plus marqué que la
vitesse de refroidissement est élevée A cause de la dynamique du systéme. Si la goutte touche
plusieurs parois  la fois, le probléme est encore plus complexe car la capsule ne se thermalise pas
uniformément instantanément. Quand la vitesse diminue, la cristailisation correspondant au premier
pic s'étale, au dériment de la deuxidme qui disparait.

Ce schéma intuitif explique simplement [a présence des deux pics de cristallisation aux grandes
vitesses. Mais il pose un probleme : aprés le premier pic de cristaiiisation, la solution résiduelle est
beaucoup plus conceatrée dans les anciennes capsules que dans les nouvelles car fa quantité de ¢glace
formée y est supérieure (le pic est plus gros). Le deuxiéme pic de cristallisalion devrait done étre plus
retardé dans les anciennes capsules que dans les nouvelles capsules O e newt pas le cis Les
températures T, relevées au début du deuxitme pic sont assez proches tvoir tableau 3 51, avee un
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accord remarquable & -80°C/min.

T (K) T, {(K)
-80°C/min 2316219 192.7+ 0.1
Ancienne -40°C/min 236.1£0.9 194,5+3.1
-80°C/min 2274149 192.7 £ 0.5
Mouvelle -40°C/min 229.3£0.9 200.1+0.1
-20°C/min 2330431 202.6+£0.3

Tableau 3.5 - Variation des températures de cristallisation au refroidissement

De fait, nous proposons uhe autre explication, Le deuxi®me pic observé sur les thermogrammes
pourrait &tre le résultat de deux effets qui se superposent : l'effet de surconcentration évoqué
auparavant, et celui de la cristallisation A partir de nucléation homogéne. Cette nucléation se produit
naturellement 4 plus basse température que la nucléation hétérogéne (cf. chapitre n°1). C'est une
propriété intrinséque de Péchantillon qui ne dépend pas de I'état de susface des capsules mais qui
varie seulement avec la vitesse de refroidissement. T'; serait donc la température de nucléation
homogene de la solution test. Cette suggestion est difficilement vérifiable dans le cas du 2.3-BD cur,
A notre connaissance, aucune référence bibliographique ne fait allusion aux températures de nucléation
homegéne dans les solutions agueuses de 2.3-BD, Par contre, acus trouvons ces températures pour
le 1.2-PD [3/13]. Nous avons done testé la solution 2 30% de 1.2-PD et 5% de tréhalose dans du
Saint Thomas avec les ncuvelles capsules, Cette composition a pratiquement les mémes proprigiés
qu'une solution contenant 35% de 1.2-PD dans l'eau (cf. annexe 4).

Vitesse (°C/min} Températures (K}
T -80 184.1£0.9
(35%1.2-PD+5%Tré+ST) 40 191.0% 0.6
{n=38) -20 193.2+0.4
-10 193.0£ 0.6
Th (35%1.2-PD+ean) =25 193.2

Tableaw 3.6 - Comparaison de T', et de T), pour le 1.2-PD
Le tableau 3.6 compare les températures T'; que nous avons obtenues en calorimétrie 3 la température
de nucléation homogéne T, mesurée par d'autres auteurs [3/13]. Aux plus petites vitesses de
refroidissement, T'; est tz&s proche de Ty. L'hypothase d'une cristallisation par nucléation homogéne
n'‘est doac pas tout i fait incohérente, au meins dans le cas du 1.2-PD.

» Pourquor une inversion de taille entre les pics ?

Nous associons ce phénomeéne 3 1'état de surface des capsules. Si leurs anomalies sont différentes, il
en est de méme pour leur mouiilabilité et la surface de contact entre le liquide et le métal est modifiée.
Drans les anciennes capsules, nous avons remarqué que la goutte perle et se place natrellement prés
de la paroi iatérale de la capsule (figure 3.20-a}. La hauteur de liquide h, au dessus de la surface est
importante. Dans les nouveiles au contraire, nous observons que la goutte s'étale plus facilement
grice aux canaux gravés dans le métal (cet étalement est plus faverable au deuxidéme modale de
Boutron). Deux positions sont alors envisageables. Soit [a goutte est déposée perpendiculairement
fa direction du laminage {figure 3.20-b), elle recouvre alors la moiti€ du fond de la capsule ; soit la
goutte est déposée parallélement au laminage (figure 3.20-c), eile s'étale alors en formant un
croissant. Dans les anciennes capsules, les différents cristaux apparus aprés la nucléation hétérogéne
grandissent en méme temps. La hauteur de liquide b est importante. Le taux de cristallisation est donc
éleve et le pic exothermique associé assez large. Dans fes nouvelles par contre, la cristallisation aux



Calorimétrie différentielle dans les solutions cryoprotectrices 77

grandes vitesses est aussi de type sphérique mais les hauteurs d'ean ' et h" sont plus petites. La taille
des cristaux est donc limitée par les bords de la goutte et le premier pic de cristallisation est moins
impontant. Cette interprétation est renforcée par I'observation suivante : dans les nouvelles capsules, il
y a deux pics de cristallisation jusqu'a -20°C/min en position (b} alors gqu'en position {c), les deux
pics sont encore présents 4 -10°C/min. 1¥'apres la figure 3.19, nous savons que [a cristallisation est
cylindrique dans cette gamme de vitesses et la longueur moyenne des canaux est plus petite en (c) d"
qu'em {b} d" Le taux de cristallisation par nucléation hétérogéne est done plus limité et pour atteindre
la quantité maximale de glace cristallisable & la vitesse testée, il doit v avoir cristallisation par
nucléation homogéne,

{a)

Fig. 3.20 - Position de la goutte dans la capsule

Aux petites vitesses de refroidissement, I'interprétation est plus facile. Quand les échanges
thermiques sont lents, les cristaux ont plus de temps pour s'organiser [1.2). Dans les anciennes
capsules, tous les cristaux grandissement en méme temps en se mélant les uns aux autres, 1l n'y a
alors quun seul pic de cristallisation (voir figure 3.21-a). Dans les nouvelles capsules, leur
croissance doit se faire 2 |a fois en hauteur et en longueur, selon fa direction des traces de laminage.
Nous observons alors un pic de cristallisation trés déformé {voir figure 3.21-b), chaque "doigt”
pouvant représenter un cristal (ou un petit groupe de cristaux) en supposant qu'ils restent
suffisamment éloignés les uns des autres.

T

NN~

{a) (b}

Fig. 3.21- Forme des pics de cristallisation a 2.5°C/min
4.2.2 - Etude des thermogrammes au réchauffement :

L'étude comparative des réchauffements montre des différences beaucoup moins significatives qu'au
refroidissement. Qualitativement. Ia solution se comporte de la méme maniére dans les deux types de
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capsules. Nous ne relevons aucune anomalie particulidre sur les thermogramines. Les températures Ty
et Ty, restent sensiblement équivalentes, avec une meilleure reproductibilité dans ies anciennes
capsules ot une etreur standard inférieure 4 0.5 dans les deux cas (m@me ordre de grandeur que
Terreur expérimentale de {a mesure). Les courbes T,/ Ty sont donc trés proches les unes des autres
(figure 3,22). Apris extrapelation aux vitesses plus élevées, nous obtenons une vitesse critique de
réchaufferment légérement plus petite dans les nouvelles capsules (tableau 3.4). La diminution de Vi
est en accord avec la diminution de V.. Contrairement au cas des anciennes capsules pour lesquelles
Voo > 320°C/min, les réchauffements sont ici étudiés & partir d'un état totalement amorphe, Il y a
dong cristallisation & partir de la nucléation homogéne et non recristallisation sur des noyaux déja
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Fig, 3.22 ~ Evolution de T,/T; avec la vitesse de réchauffement

En résumé, 1'étude comparative des anciennes et des nouvelles capsules met en évidence un fen de
cauge a effet entre le type de capsule et Ia cinétigue de cristallisation. 11 y a dans les nouvelles capsules
deux régimes de cristallisation au refroidissernent et les vitesses critiques sont toujours beaucoup plus
petites que dans les anciennes. Nous pensons que 1'état de surface est & l'origine du probléme. Pour
le vérifier, nous avons modifié 1'état de surface de plusicurs capsules du nouveau lot et nous les
avons testées en calorimétrie avec la méme solution cryoprotectrice.

B.4.3 - Influence de I'état de surface des capsules sur les résultats de
caloriméirie

4.3.1 - Effet du dépolissage :

L'intérieur d'une capsule a été dépoli par projection de microbilles de verre (diamétre moyen 7 um)
dans un flux d'air comprimé. La capsule a été ensuite nettoyée au trichloréthyléne pendant 10 minutes
sous ultrasons puis séchée au gaz pur sec. La surface obtenue est complétement dépolie (figure 3.23).
La goutte de solution cryoprotectrice s'y étale tres facilement. Les résultats des tests de calorimétrie
sont surprenants, Le systéme suit bien le quatrieme modgle au refroidissemnent et la vitesse critique
obtenue est €levée : Vo = 460°C/min. Cette augmentation est conséeutive 3 celle des sites de
nucléation hétérogene. 1l n'y a plus l'organisation initiale des défauts (figure 3.14-b) & la surface et
quetle que soit la vitesse, la cristallisation se fait en un seul pic. Au réchauffement par contre, la
vitesse obtenue est anormalement petite : Vi, = 9.2 106 °C/min. Nous n'avons pas d'explications 2
proposer, si ce n'est que la Vo, élevée empéche l'étude des réchauffements & partir d'un état
complétement amorphe. Le liquide qui cristallise au réchauffement est en réalité surconcentré en
cryoprotecteur.
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4.3.2 - Effet du polissage :

L'intérienr d'une capsule u ét¢ poli sur un tour avec de la pite "Metal Polish" (de granulométric
comprise entre 1 et 5pum). La capsule a ensuite @€ nettoyée au trichlorsthyléne pendant 10 minotes
sous ultrasons. La surlace oblenue est présentée A la figure 3.24. Les vitesses critiques sont
1égérement plus petites que celes oblenues sur des nouvelles capsules non polies @ Ve, = 189°C/min
et Voo = 248 109 °Cfmin et le quatrieme modele n'est pas bien suivi,

Nous pensions que le polissage provoquerait une plus forte diminution des vitesses critiques en
réduisant le nombre de sites de nucléation. Muis ce n'est pas [e cas. Le polissage a bien éliminé un
grand nombre de défuuts mais il n'a pu supprimer de lu surface tous les sites de noeléation
hétérogéne. Par aillenrs, Ianalyse microscopigue montre que les nouvelles capsules onl une surface
extéricure aussi abimdée gua l'intérieur. Or la capsule n'a pas été polie sur T'extérieur. Le contact
thermique entre le four et la capsule ne se tait done pas sur un plan (comme c'est le cas dans les
anciennes capsules trés lisses & Pextérieur} mais par des points. Localement, certaines purties du
liguides sont alors refroidies plus vite. On peut imaginer qu'elles se comportent comme de nouveaux
sites de nucléation hétérogéne, compensant I'sffel bénéfigue du polissage. Avec le dépolissage, cos
deux effets vont dans le méme sens et lu vitesse critique de refroidissement sugmente.

Ces expériences prouvent que I'état de surface des capsules agit sur le comportement de ta solution
cryoprotectrice, Elles contredisent cependant tes résultats que nous avons obtenus avec les capsules
brutes ou les gros défauts a la surface des nouvelles capsules sont moins favorables A la cristallisation
de glace que les petits dans les anciennes. Mais la cristallogéngse est un probieme compliqué qui se
regarde i 1'échelle des sites de nucléation. Pour qu'un site induise la germination d'un cristal, il faut
par exemple que sa structure cristallographique reproduise parfaitement celle du cristal [1/9]. La
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maille de l'atuminium est cubique alors que celie de la glace qui se forme au refroidissement est
hexagonale. Le cristal se forme donc & partir des défauts qui désorganisent complétement les
molécules d'eau. A I'échelle moléculaire, les fines rayures {figure 3.14-a) doivent représenter des
sites de nucléation beaucoup plus actifs que les larges tranchées des nouvelles capsules,

4.3.3 - Effet du nettoyage :

L'apalyse au Microscope Electronique & Balayage (noté M.E.B.) d'une nouvelle capsule montre ia
présence de saletés et d'éclats d'aluminium sur la surface intérieure, ainsi que des traces de fer {elles
pourraient provenir des outils d'emboutissage). Les capsules prises telles quelles ne sont pas propres.
Nous avons décidé de comparer deux technigues de nettoyage : celle du recuit ou celle du nettoyage
chimique.

4.3.3.1 - nettoyage par recuit seul :

Aprés nettoyage des capsules et de leur couvercle A I'éthanol, l'ensembie a &té recuit sous vide
secondaire pendant une heure 4 une température de 350°C. Le refroidissement jusqu'a 'ambiante
s'est fait sous vide puis sous argon. Des analyses au M.E.B. ont montré qu'aprés traitement, la
capsule contient moins de 1% de salelé. Le recuit nettoie bien les capsules. Il augmente aussi leur
mouillabilité. Il eniéve doac des produits en surface qui peuvent géner I'étalement de la solution
cryoprotectrice sur le métal.

Par rapport aux résultats obtenus avec les capsules brutes, un seu! pic de cristallisation apparait au
refroidissement dés -20°C/min. Aux plus grandes vitesses, la ligne de base est micux définie et le
premier pic de cristallisation aprés nucléation hétérogéne est moins gros. Par contre, la cinétique de
cristallisation ne change pas, méme si le quatridme modgle est correctement suivi. Les vitesses
critiques obtenues ; V.,=225°C/min et V=219 106 °C/min sont voisines de celles détermindes
pour les nouvelles capsules non traitées . Le recuit n'améliore donc pas les choses mgmﬁcarwement

4.3.3.2 - nettoyage en vapeur de trichloréthyléne :

It s'agit d'une technique de nettoyage trés fine. Aprés passage sous vapeurs de trichloréthyléne
chaud, les capsules et leurs couvercles sont rincés i 1'6thanol sous ultrasons. Cette opération &limine
normalement toutes les graisses d'emboutissage encore présentes en fine pellicule dans le fond de la
capsule. La mouillabilité obtenue est effectivement remarquable et nous constatons que les vitesses
critiques sont beaucoup plus petites que celles des capsules non traitées (figare 3.25). Nous avons
réalisé le méme test sur une ancienne capsule. La goutte de solution cryoprotectrice s'étale beaucoup
micux et les vitesses critiques diminuent considérablement aprés le nettoyage {figure 3.25). L'analyse
des thermogrammes nie montre aucun changerment au niveau de la forme des pics ou des températures
de nucléation T, et T, dans chague type de capsule. Le nettoyage modifie seulement la cinétique de
cristallisation.

L'aluminium s'oxyde toujours en surface au contact de l'oxygéne de l'air. 1l y a passivation par une
couche d'alumine qui ne dépasse pas quelques couches atomiques. Cette oxydation est identique dans
toutes les capsules et [a couche d'alumine résiste au nettoyage par vapeurs de trichloréthylzne. La
présence d'alumine ne peut donc pas expliquer les différences de mouillabilité ou de transfert
thermique observés entre les capsules brutes et les capsules nettoyées. De toute évidence, il y a dans
ces capsules un produit gras qui retient les saletés (éclats métalliques, poussidres et autres) puisque le
nettoyage a un effet sur les vitesses critiques, Cette couche de preduits doit agir comme une résistance
thermique et perturber les échanges thermiques puisque I'écart entre la température du four (consigne)
et celle du liquide est plus élevé en présence de graisse.
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Fig. 3.25 - Effet du nettoyage sur les vitesses critiques de la solution test

Le nettoyage semble augmenter la tendance 4 former un verre de la solution car il améliore
considérablement les échanges thermiques. 1l favorise un meilleur contact entre le liquide et la capsule
métallique, la surface d'échange devient plus grande et la température du Hquide suit mieux les
variations imposées par les fours. Les vitesses critiques que nous déterminens dans les capsules non
traitées sont surestimées. Nous supposons que les refroidissements se font 2 fa vitesse programmée
alors qu'ils sont ralentis par les saletés en surface. Nous plagons done les points expérimentaux q{%)
sur les courbes théoriques 4 des vitesses trop éievées par rapport A la vitesse de refroidissement réelle
de la solution. Plus les capsules seront propres, moins I'erreur commise sera importante.

B.4.4 - Conclusion sur le rdle des capsules :

Dorénavant, nous ne pouvons plus ignorer l'influence des capsules dans les mesures de calorimétrie.
En dynamique, lenr état de surface détermine la cinétique de cristallisation car il influence le taux de
nucléation hétérogene et la mouillabilité de la capsule, Lenr propreté, qui dépend des graisses
d'emboutissage ¢f des produits de nettoyage utilisés  ja fabrication, fixe la qualité des échanges
thermiques et la vitesse des traitements subis par I'échantillon. Cette conclusion pose un gros
probléme de caractérisation pour les échantillens liquides. Contrairernent 4 ce que nous pensions
Jusqu'd présent, il n'y a pas de "pouvoir cryoprotecteur” intrinsdque aux solutions cryoprotectrices.
Les vitesses critiques que nous déterminons dépendent toujours de I'état de surface des capsules et de
T'histoire thermique de 1'échantillon. Cet effet est d'autant plus marqué que nous 1'étudions sur des
systmes instables contenant des antigefs. En comparant les tests pour un lot de capsules donné, le
probléme est partiellement résolu. Cest d'ailleurs de cette maniére que nous avons procédé pour les
expériences qui seront présentées dans les paragraphes suivants sur des Schantillons solides. Mais si
nous voulons faire des mesures en absolu et les comparer avec les anciens travaux de Boutron, il faur
retrouver des capsulés du type "anciennes capsules”. Ce n'est pas chose facile car toutes les capsules
veadues actuellement ont une surface abimée A canse des nouvelles méthodes de fabrication, ce qui
nous a été confirmé par le fournisseur. Mais nous avons quand méme réussi 2 trouver un lot avec un
état de surface satisfaisant. Pour assurer une bonne reproductibilité entre capsuies i l'intérieur de ce
lot, nous les avons soigneusement nettoyées en vapeur de trichloréthyléne et nous avons ajouté un
film d'huile siticone dans le fond. Nous obtenons dans ces conditions une allure des pics conforme
celle attendue dans les anciennes capsules, avec les bonnes vitesses critiques : Vo =306 °C/min {au




82 Chapitre n°3 : Calorimétrie différentielle 3 balayage

lieu de 339 °C/min) et V= 1.3 107 °C/min {au liew de 1.9 10° °C/min}, et un bon suivi du quatrizme
modele.

Pour clore cette partie sur I'étude des solutions cryoprotecirices, retenons que la calorimétrie
différentielle permet de sélectionner les solutions cryoprotectrices quand les sclutions sont conservées
dans des flacons étanches vers -10°C et que les capsules en aluminium sont propres et sans défaut.
Toutes les vitesses critiques de refroidissement que nous avons présentées ici sont inférieures de
plusieurs ordres de grandeurs aux 108 °C/min nécessaires pour vitrifier de 'eau pure. Elfes justifient
au niveau des propriétés thermiques le choix des cryoprotecteurs que nous utilisons. Nous pouvons
donc maintenant aborder le probléme des conditions de vitrification des organes imprégnés
de solution cryoprotectrice, Pour les déterminer, nous avons reproduit le méme type
d'expérience que celles engagées sur les liquides, en travailfant cette fois sur des morceaux d'organes
de petits mammiferes, préalablement perfusés avec la solution cryoprotectrice.

C - Calorimétrie sur des organes de petits
mammiferes

Nous avens travaillé avec deux type d'organes : les ceeurs de rat et les reins de lapins., Ces
expériences ont fait l'objet d'une publication dans la revue Cryobiology [3/36]. Elle est présentée a
I'annexe 5. Nous résumerons dans les pages suivantes les principales conclusions de cette publication
en ajoutant quelques résultats complémentaires.

C.1 - Calorimétrie différentielle sur des ceeurs de rat :

Apres quelques essais préliminaires avec des sclutions de compositions diverses, nous avons décidé
de travailler avec une sofution 4 30% de 1.2-PD (purissimum - Fluka) et 5% de tréhalose (D(+)
dihydraté - Sodipro} dans du Saint Thomas équilibré en sels (noté ST). La concentration de 30%
retenue pour le 1.2-PD est un compromis eatre la grande toxicité de ce cryoprotecteur vis 3 vis des
ceeurs de rat et la nécessité d'avoir des résultats exploitables en calorimétrie. La présence du sucre est
indispensable, aussi bien pour abaisser la toxicité que pour améliorer les propriétés thermiques de la
solution. La solution cryoprotecirice est préparée en poids par poids avec de I'eau déminéralisée et
désionisée.

C.1.1 - Traitement du ceur :

Nous travailions avec des cosurs de rat provenant de la méme espace que celle retenue pour les tests
de toxicité. Celte lignée de rat résiste bien aux attaques virales mais ne supporte pas le froid. Les
résullats obtenus en calorimétrie ne dépendent donc que de la solution cryoprotectrice. Le prélévement
et la préparation de T'organe suivent le méme protocole que celui utilisé pour les tests de toxicité (cf.
chapitre n°2). Seuls le nettoyage et les conditions de perfusion varient.

1.1.1 - Nettoyage du ceur :

Apres avoir enlevé le thymus (tissu qui assere ¥immunité du cceur de rat) et dégagé I'zorte sur prés
de un centimetre, la camile remplie de ST est mise en place. Stoppée par les valvules sigmoides, elle
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permet la perfusion rétrograde des coronaires (figure 3.26). Pour rincer les cavités internes du ceeur
encore pleines de sang, nous dégageons l'entrée des ventricules et nous enfongons A l'intérieur un
cathéter rempli de ST froid. Nous pressons alors sur les ventricules en injectant du liquide puis nous
ringons le ceeur & Pintérieur et 2 l'extéricur. Cette technique de nettoyage est certainement
traumatisante car elle peut casser les valvules. Nous pensons toutefois quelie facilite l'imprégnation
des tissus en cryoprotectenr,

1.1.2 - Perfusion :

Nous savons que la solution cryoprotectrice peut diffuser & travers la surface extérieure du ceur car sj
un coeur perfusé de eryoprotecteur est plongé dans du ST pur, il s'équilibre en moins de deux heures
en ST. Pour tirer profit de cette observation, nous avens introduit le cceur dans un tube 3 hémolyse
dans lequel plonge un tuyau déversant la méme solution cryoprotectrice que celle perfusée dans les
coronaires. Le tube & hémolyse est fendu pour évacuer le surplus de liquide. La solution de bain se
renouvelie donc et suit & peu prés la montée en concentration du cryoprotecteur (il ¥ a une petite
différence a cause des effluents de | veine coronaire).

La perfusion se fait & 4°C griice 4 un systtme d'échangeur qui refroidit 1a solution et le tbe &
hémolyse contenant le cceur. La température est contrdlée en permanence grace & un thermocouple.,
Une pompe péristaltique impose un débit de perfusion constant de 0.5 ml/min, Comme pour les tests
de toxicité, nous mesurons la pression de perfusion aortique i lentrée des coronaires. Elle est limitée
& une hauteur de 60 centimtres d'sau par un systéme de débordement {une hauteur inférieure nuirait i
la diffusion du cryoprotecteur dans les tissus). Le contréle de catte pression est un ben indice de
qualité pour ta perfusion. Une montée régulitre signifie que le cryoprotecteur pénétre bien dans les
tissus.

Le coeur est d'abord rincé par une circulation de ST pur pour vider fes coronaires de leur sang. La
durée de ringage ne dépasse pas 10 minutes car le ST pur ne contient pas d'ageat de protection contre
le froid, contrairement A d'autres liquides de conservation [2/14]. Commence ensuite la rampe de
montée en concentration du cryoprotecteur, Elle s'étale & peu prés sur 40 minutes. Cette durée nous
semble un bon compromis entre la nécessité d'imprégner lentement les tissus pour avoir une bonne
diffusion du cryoprotecteur et a volonté de limiter ses effets toxigues. Nous avans étmdié 'influence
de plusieurs conditions de perfusion sur le comportement d'ure solution cryoprotectrice dans le coeur
de rat :

° certains coeurs ont été perfisés par le
Départ des coronaires

Artere aore réseau coronaire,
& v . ! ] i I;
canulée Yalvuies sigmoides « pour d'autres, un ringage conting du
ventricule gauche (c'est-i-dire la plus
Canule de ringage grosse cavité du ceeur) a &té ajouté i la

Veine coronaire du ventricule gauche

perfusion coronaire. Cette technique n'est
pas plus traumatisante que le ringage
préliminaire des ventricules. Elle permet
d'éviter que le ventricule gauche ne se
Drain d'évacuation gorge de solution nen renouvelée lorsque
les valvules sigmoides sont mal fermdes,

Fig. 3.26 - Préparation du ceeur pour la perfusion
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Pour chacune de ces conditions, rous avons fait varier la durée du palier de perfusion & concentration
Jfinale de 2 minutes & I8 et 48 minutes (ces durées tiennent compte du temps de vidange des tuyaux,
soit & peu prés 12 & 13 minutes), Durant la perfusion, le ceeur est réguliérement massé pour faciliter la
circulation du liquide. Lorsque la durée fixée est atteinte, le coeur et les ventricules sont & nouveau
rincés avec la solution cryoprotectrice A concentTation maximale,

Le coeur présente alors plusieurs symptdmes de Ia toxicité du cryoprotecteur. 1! est trés dur (les
membranes cellulaires trouées ont laissé passer les ions calcium responsables de la contraction). Les
coronaires apparaissent trés nettement avec des tiches blanchitres et des points rouges de part et
d'autre. Avec un ringage continu du ventricule gauche, la partie gauche du ceeur semble parfois plus
claire que la partie droite. Avec les longs paliers, le ceeur est craquelé en surface dans certains cas. I}
est évident que les tissus ont éé en contact avec te cryaprotecteur.

C.1.2 - Mesures de calorimétrie :

L'application de mesures physiques & l'étude d'échantillons biologiques demande une certaine
prudence. Par nature, ces échantitlons ne sont jamais reproductibles. Il y a un paramétre essentiel que
nous ne pouvons maitriser : il s'agit de la viabilité ou de la résistance physique des coeurs. Si nous
voulons interpréter le comportement des solutions cryoprotectrices dans l'organe, nous devons
absolument aborder le probléme de manitre statistique. C'est te seul moyen d'atténuer l'effet de
dispersion biologique naturelle. Chaque condition de perfusion a donc &t testée plusieurs fois.

1.2.1 - Description de la méthode expérimentale :

Entre la fin de la perfusion et [e début des tests de calorimétrie, le coenr de rat et la solution perfusée
au palier sont stockés dans des tubes en polystyréne, i une température comprise entre 4 et -10°C. Le
ceeur reste plongé dans un fond de solution cryeprotectrice.,

Les tests de calorimétrie sur les coeurs sont tous réalisés le jour du prélévement. Les morceaux sont
systématiquemnent découpés dans le bas du ventricule gauche. A cet endroit, la paroi est trés épaisse et
assez éclaircie, Cette zone fait donc partie des zones les mieux perfusées de 'organe.

Les mesures au refroidissement se font en suivant I'ordre décroissant des vitesses, Cette précaution
doit normalement limiter l'influence gue peut aveir une cristallisation sur la cristallisation au
refroidissement suivant. En effet, les cristaux de glace risquent de détruire l'organisation des cellules
et des capillaires, créant alors de nouveaux sites de nucléation hétérogéne et masquant les effets de
confinement. Nous vérifions que les résultats obtenus suivent bien le modéle de Boutron (dans 1 cas
sur 13).

1.2.2 - FEtude de la solution cryoprotectrice de perfusion :

Ceute solution ne peut pas ire préparée en grande quantité puis stockée au congélateur car une
conservation & -80°C proveque une précipitation ircéversible des sels du ST (en particulier du calcium
ués difficile & redissoudre). La solution cryoprotectrice est donc préparée lors de chague expérience
de perfusion puis je la teste en caletimétrie quelques jouss aprés sa fabrication. Théoriquement, cette
solution a toujours la méme composition. Or, st nous comparons les résultats obtenus au F} des
perfusions, nous constatons une dispersion impertante des vitesses critiques, aussi bien au
refroidissement qu'au réchauffement : Vo =241+ 14 K/min et V., =44 107% 11 107 K/min. L'etreur
qui peut entacher I'estimation des vitesses critiques est de quelgues pourcents, Elle ne peut
absolument pas expliquer les variations observées. Nous avons donc analysé ces résultats en fonction
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de Ia durée et de [a température de conservation (réfrigérateur 4°C ou congglateur -10°C) de la
solution.
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Fig. 3.27 - Dispersion des vitesses critiques obtenues dans les solutions au refroidissement

Comme nous nous y attendions, nous n'avons trouvé aucune corrélation sur moins d'une sematine,
Par conséquent, la dispersion doit &tre liée 4 la fabrication de la solution cryoprotectrice. Elle est
préparée en poids par poids par quantité de 100 g au minimum, avec une balance précise 4 0.1 g prés.
Il semble peu probable que les quantités des produits soient erronées, d'autant que 1a température de
fin de fusion T, caractéristique de la solution ne varie pas : Tp=256.0+0.1 K. En ce qui concerne
les constituants, nous utilisons des produits purs pour le cryoprotecteur et le sucre, et nous veillons 3
ne pas les polluer en les utilisant, Seule la fabrication du ST est délicate car il combine plusieurs
solutions salines faiblement concentrées, préparées i I'avance par les biologistes. Les erreurs de
dosage ne sont jamais exclues (au niveau de la concentration en CaCl, notammeat), ni les tisques de
souillage, de dégradation ou de vieillissement. La figure 3.27 représente ce que I'on obtiendrait si
Yon regroupait les tests & partir des dates de fabrication des solutions cryoprotectrices, chaque groupe
correspondant "a priori” & une préparation donnée des solutions salines du ST. Apparemment, ces
regroupements donment une explication logigue de la dispersion des vitesses critiques de
refroidissement (les résultats au réchauffement vont dans fe méme sens). La "qualité” du ST semble
donc responsable de la dispersion des vitesses critiques. Méme si nous n'en comprenons pas encore
la raison, le fait est que des petites variations dans la solution de ST ont une grande influence ay
niveaw des tests de calorimétrie. La filtration 2 des tailles inférievres 4 40 um diminuerait le risque de
poilution mais elle dermanderait un vide trés poussé qui peut poser un probléme pour les substances
assez volatiles comme le cryoprotecteur, et surtout l'ean,

1.2.3 - [Influence des conditions de perfusion sur le comportement de la
solution cryoprotectrice dans les cceurs de rat :

Nous avons choisi de présenter les résultats en divisant les vitesses critiques obtenues dats le ceeur
par celles obtenues pour la solution cryoprotectrice perfusée dans le méme ceeur. Ces résultats sont
notés N au refroidissement et Ny au réchauffement. Ils permetient d*éliminer les erreurs
éventuelles de préparation des solutions, les erreurs expérimentales de calerimétrie (déréglements du
DSC, évolution de I'étalonnage) et les problemes de capsules.
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Fig. 3.28 - Effet des conditions de perfusion sur les vitesses critiques dans le ceenr de rat

Nous présentons ces valeurs en fonction du protocole de perfusion. Nous visualisons ainsi

directernent I'effet de ia durée du palier et l'effet d'un ringage continu du ventricule gauche, La figure

3.28 donne, pour chaque condition de perfusion, les valeurs moyennes des vitesses normalisées avec

l'erreur standard comme barre d'erreur. Elle indique la dispersion expérimentale des résultats,

Globalement, nous pouvons faire les observations suivantes :

1- Pour une durée de palier {ixée, le ringage en continu du veatricule gauche abaisse
systématiquement les vitesses critiques et produit une réelle amélioration par rapport au
comportement thermique de la solution seule. Ce résultat prouve donc l'intérét de rincer le
ventricule gauche durant la perfusion pour améliorer |'imprégnation du ceeur en gryoprotecteur.

2- L'eifet de fa durée du palier par contre est moins net, aussi bien au refroidissement qu'au
réchauffement, i cause des faibles améliorations & 18 minutes. Mais rappelons que dans les tissus
biologiques, nous ne pouvons dissocier la toxicité des caractéristiques thermiques du
cryoprotecteur. Il se pourrait donc que 1'évolution des vitesses critiques en fonction de la durée du
palier soit le résultat de ces deux propriétés qui s'opposeat ent permanence dans les cellules.
L'effet "cryoprotecteur” l'emporte quand les cellules sont presque intactes (palier de 2 minutes)
ou trés abimées (palier de 48 minutes), c'est-i-dire lorsque 1'état des cellules est uniforme.
Autrement, la "toxicité" prend le dessus et nous savons qu'avec un palier de 18 minutes, les
dégiits commencent a Etre conséquents (cf. chapitre n°2). Le taux de pénétration du cryoprotecteur
diminue alors & cause des changements structuraux dans les cellules et les vitesses critiques
augmentent.

Nous n'avons présenté ici que les résultats obtenus dans les morceaux de ceeur testés le jour du
préiévement. Mais certains ceeurs coupés sont restés plongés dans leur solution cryoprotectrice et
conservés au congélateur, Les jours suivaats, d'autres morceaux ont été étudiés et nous avons
constaté une diminution des vitesses critiques avec la durée de conservation. Bien que les zones de
prélevement varient d'un jour i I'autre, nous attribuons ce phénoméne 2 la diffusion du
cryoprotecteur dans les tissus. [l montre qu'a 1'9ssue de la perfusion, l'imprégnation du coeur n'est
pas uniforme et surtout, qu'elle w'est pas saturée. La calorimétrie confirme donc gue les conditions de

perfusion des coeurs de rat doivent encore &tre optimisées.

Un moyen d'imprégner suffisamment les tissus pour avoir des vitesses critiques de refroidissement et
de réchauffement raisonnables passe par une perfusion longue. Pour homogénéiser la présence du
cryoprotecteur dans le ceeur, nous pensons gu'il est avantageux de jouer sur I'effet de diffusion
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travers les parois. Nous proposens de rincer le ventricule gauche en continu en trouvant [e moyen de
ne pas endommager les valvules, et de plonger le cceur dzns le liquide de perfusion.

1.2.4 - Aspect statistique de I'étude sur les ceeurs de rat :

Il serait imprudent d'analyser plus en détail i'influence de chaque protocole de perfusion. Pour une
condition donnée, les résultats fluctuent beaucoup d'un ceeur 4 ['autre. La dispersion est d'ailleurs
plus importante av réchauffement car la méthode de détermination de V., est moins précise que celle
de V.. Cette dispersion est lide 4 1a nature biologique des échantillons. Les séries de rats ne sont pas
toujours homogenes : certains ceeurs trop petits ont des tissus fragiles ot la technique de ringage
ventriculaire peut &tre extrémement traumatisante ; pour d'autres, plus vieux et plus résistants,
I'anesthésie est difficile et le rat peut rentrer en syncope respiratoire au moment du prélévement du
ceeur. Le découpage des morceaux pour la calorimétrie intervient lui aussi. Il est délicat et souvent
imprécis, compte tenu de la taille réduite des ceeurs, La moindre pression appliguée sur lss morceaux
peut provoguer un asséchement local et il est difficile de choisir des morceaux de structuse
équivalente. Rien ne garantit non plus que le cryoprotecteur soit réparti uniformément dans le bas du
ventricule gauche : dune part, la viscosité de la selution est importante ; d'autre part, [e cceur contient
un réseau de capillaires montés en paralléle qui ne sont pas ouverts en permanence. S'ils sont fermés
au départ, ils [e restent toute la durée de la perfusion.

Nous sommes done conscients que les résultats que nous présentons ici méritent d'étre confirmés par
d'autres essais. Mais c'est une expérimentation teés fourde qui demande une contribution importante
des biclogistes. Je signale que sur 22 expériences réalisées, 9 se sont révélées inexploitables A cause
de plusieurs problemes techniques. Nous avons d’abord éliminé les expériences pour lesquelles nous
avions des doutes sur la solution cryoprotecirice. Ensuite, certains ceuts ont ét6 arrétés avec du ST
trop froid qui 2 localement congelé le coeur. D'autres enfin ont été mal perfusés. Lors de I'installation
du drain cu du cathéter dans le ventricule gauche, la canule s'est déplacée au niveau de la crosse
aortique et a ouvert les sigmoVdes. Toute {a solution perfusée s'est alors déversée directement dans le
ventricule gauche sans passer par les coronaires. Au petit débit auquel nous perfusons, nous ne
pouvons pas détecter i temps cet incident, sauf peut-&tre au niveau de I'évolution de la pression de
perfusion qui chute anormalement. Cet échec nous a au moins permis de vérifier que le ringage en
continu du veniricule gauche est une condition de perfusion nécessaire mais pas suffisante. Elle
permet juste une meilleure homogénéisation du gryoprotecteur dans les tissus. Enfin, des bulles d'air
se sont parfois introduites dans les tuyaux de perfusion et lorsqu'une bulle est coincée dans la canule,
elle géne la circulation de la solution cryoprotectrice. Globalement, nous avons essayé de tester
chaque condition de perfusion sur au moins deux ceeurs différents et nous n'avons présenté que les
résultats significatifs.

1.2.5 - Conclusion sur les mesures de calorimétrie dans les ceeurs de rat

En érudiant le comportement du cryoprotecteur dans le coeur de rat, nous avons accés i deux types
d'informations :

» Nous pouvons vérifier si le cryoprotecteur a correctement_imprégné les tissus. Si ce n'est pas le

cas, les vitesses critiques que nous déterminons sont supérieures 2 ceiles de la solution
cryoprotectrice car elle s'est diluée dans les liquides interstitiels, La solution réelle que nous
étudions en calorimétrie est alors moins concentrée en cryoprotecteur que la solution initialement
perfusée.
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¢ Lorsque les condions de perfusion permettent une diffusion correcte de la solution dans les
Usails, NOUs coislatons que ses vitesses critiques diminuent significativement par rapport A celles
de la solution cryoprotecirice. Les tissus agissent donc sur les conditions de vitrification de

maniére trés favorable,

C.2 - Calorimétrie différentielle sur des reins de lapin

Pour confirmer ces résultats, nous avons poursuivi cette étude avec des reins de lapins. Les premigres
mesures de caloriméirie sur des merceaux de reins de lapin perfusés ont fait 'objet d'une partic de la
thése de JF. Peyridieu {2/1]. Je rappellerai brigvement ses principaux résultats avant de présenter les
dernieres expériences que nous avons menées avec a collaboration du C.R.S.S.A. Les expériences
ont été réalisés en présence de 2.3-BD (1 97%dl - Aldrich). Le liquide de conservation utilisé est
I'Euro-Collins (EC) car il est habituellement utilisé lors des transplantations rénales. Les reins ont &té
perfusés 4 4°C avec 30% de 2.3-BD dissous dans 1'EC équilibré en sels.

Le rein a une structure trés hétérogene déerite 4 Ja figure 3.29. Il a trois zones caractéristiques (3,29} :

Capsule fibreuse zone corticale
Colonne rénale
(de Bertin)
zome
Bassinet médullaire
Uretdre Calice rénal
Pyramides de Malpight

Fig. 3.29 - Coupe schématique d'un rein de lapin

- la "zone corticale” {ou cortex) : c'est la couche extérieure composée de glomérules qui servent
de filtres,

- la "zone médullnire” : c'est une zone trés divisée. D'un c61é se regroupent les colonnes de
Bertin dont la structure se rapproche de celle du cortex. De l'autre, les pyramides de Malpighi et
les calices rénaux conduisent {'urine vers le bassinet.

- le "bussinet" : il s'agit d'une sorte de poche dans laquelle est collectse I'urine qui a été filuée.

C.2.1 - Premiers résultats obtenus sur les reins de lapins :

Les vitesses critiques obtenues par JF, Peyridieu sur les reins de lapin sont présentées a la figure 3.30
et comparées 2 celles de la solution cryoprotectrice. Contrairement au cas des ceeurs de rat, il est
heaucoup plus facile de conclure. L'amélioration est ici systématique. Nous retrouvons le probizme
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de dispersion biologique mais nous constatons avant tout que les vitesses critiques sont toujours plus
petites dans l'organe, avec un effet plus ou moins marqué selor la zone du prélevement,
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Fig. 3.30 - Vitesses critignes obtenues dans des reins de lapins [3/36]

Comme le concluait notre publication, il n'y a que deux fagons pour expliguer [a différence entre les
effets observés dans les coeurs de rat et les reins de lapins @ un effet de solution cryoprotecirice ou un
effet de structure des tissus. Pour trancher entre ces deux interrogations, nous avens décidé de
reprendre l'expérimentation sur les reins de lapins pour émdier I'nfluence du cryoprotecteur et de [a
solution de conservation. Nous avons choisi les reins de lapin pluat que les ceeurs de rat car
Fimprégnation des tissus par la solution cryoprotectrice a été vérifiée par une expérience de RMN
[3/37].

C.2.2 - Influence de la solution cryopretectrice sur les reins de lapins:

Nous avons testé les quatre combinaisons possibles esitre les cryoprotecteurs ¢ 1.2-PD et 2.3-BD) et
les solutions de conservation (ST et EC). Les solutions ont éié fabriquées en poids par poids et les
liquides de conservation équilibrés en sels. Nous avons gardé une concentration de 30% en
eryoprotecteur et ajouté 5% de sucre (not€ $) dans le ST pour tenir compte des 4% de glucose
présents dans ['EC.

Le rein est prélevé sur un lapin anesthésié par une équipe constitude d'un vétérinaire du C.R.S.5.A.
et de deux chirurgiens du service d'urotogie et de transplantation rénale du C.H.U., de Grenoble. T|
s'agit de lapins albinos New Zealand, pesant généralement entre 2.7 et 4.5kg. Une fois [z veine
rénale et Fartére clampées, le rein est rapidement excisé et aussitdt rincé de son sang avec une solution
& base d'héparine et de Krebs refroidie & 4°C (clest [e "flush"}. La température du rein chute alors
rapidement et le rein s'éclaircit, il est vidé de son sang. 1l est ensuite monté sur un dispositif de
perfusion & pression régulée qui permet de travailler & une températvre de 4°C, Le protocole de
perfusion comprend trois étapes (cf. figure 3.31).
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* (1) Flush et ringage avec une solution de Krebs (1) durant I'installation,

* (2) Une solution d'EC (ou de ST) est perfusée jusqu'a ce que la pression de perfusion {ou la
résistance correspondante définie au chapitre n°2, 4.1) se stabilise, Cette étape dure entre 30 et
60 minutes.

* (3) La montée en concentration du cryoprotecteur est ensuite lindaire. Sa vitesse dépend du débit
de perfusicn du rein, En général, cette denxiéme phase dure une heure.

* (4) La perfusion se termine par le palier 4 concentration maximale en cryoprotecteur. Ce palier
dure & peu prés deux heures.

A
(Sﬁﬁ;’;‘i) (1) perfusion du Krebs
(2} perfusion du liquide physiologique
| {St Thomas ou Euro-Cotlins}
(3) montée en concentration
| du cryoprotecteur
H | | (4) palier & concemiration maximale
2040 i ’ | / L L du cryopraotecteur
P e e e
e lemps

Fig. 3.31 - Protocoie de perfusion des reins de lapin

Avant les tests de calorimélrie, le rein traité est transporté puis stocké dans la solutien de perfusion 3
concentration finale vers 4°C pendant quelques heures, Compte tenu des effets de diffusion du liquide
dans le rein lorsque celui-ci est découpé, nous avons limité les tests de calorimétrie sur les denx jours
qui ont suivi fe prélévement du rein. Aprés examen de T'organe et découpe coronale, j'ai prélevé les
morceaux dans les zones caractéristiques, Elles se distinguent trés nettement les unes des antres car
elles n'ont pas la méme coloration. Le cortex est foncs, la zone médullaire beige clair et le bassinet
totalement blanc. Les vitesses critiques de refreidissement obtenues sont représentées i la figure 3.32
et les vitesses critiques de réchautfement & la figure 3.33. Plusieurs morceaux ont été prélevés dans la
zone médullaire. II s'agit de 1a zone située au milieu du rein donc la plus éloignée de la surface du
rein. Nous avons retrouvé la dispersion importante des vitesses critiques remarquée par JF, Peyridieu
dans cette zone (figure 3.30), Les valeurs correspondantes reportées sur les figures 3.32 et 3.33 sont
les valeurs moyennes,

Neus vérifions que la tendance A former un verre est toujours meilleure lorsque ta solution est
confinée dans les morceaux de rein, sauf pour la solution i 30%2.3-BD et 5%S dans du ST au niveau
du cortex. Mais ce rein avait des problémes de vascularisation du cortex constatés par les chirurgiens
au moment du prélevement. La perfusion du cryoprotecteur jusqu'a cette zone a donc été difficite (la
résistance de perfusion déterminée sans tenir compte de la viscosité était anormalement élevée :
120 mmHg/ml.min au lieu de 60-80 dans les autres reins). La vitesse critique que nous y obtenons
ne peut pas étre significative puisqu'elle est pius élevée que celle de la solution.

Au niveau de Ia stabilité de I'é1at amorphe, les remarques sont identiques. Notons toutefois gue pour
{a solution de 1.2-PD dans I'EC, nous n'avons pas réussi 2 déterminer la vitesse critique de
réchauffement car la vitesse de -320°C/min n'était pas suffisante pour vitrifier la solution au
refroidissement, Le fait que nous ayons accs aux vitesses critiques dans 'organe avec cette solution
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prouve donc que le rein a une influence trés bénéfique sur les conditions de vitrification.
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Fig. 3.32 - Vitesses critigues de refroidissement obtennes dans les reins de feyprin®
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Fig. 3.33 - Vitesses critiques de réchanffement obtennes dans les reins de lapin®

C.3 - Comment interpréter I'amélioration des conditions
de vitrification :

Quelie que soit ka solution utilisée, it est plus facile de vitrifier un rein de lapin imprégné de solution
eryoprotectrice que la solution seule. L'effet varie plus ou moins selon la lecalisation des morceaus
découpds, selon Ia fucilité avee laquelle ta solution a diffusé dans les tissus et selon $a solution
utilisée, Mais 'amélioration est systématique guand Ta perfusion est correcle. y compris pour Ia
solution de 1.2-PD dans fe ST. Le caeur de rat et le rein de lapin réagissent done différemment pour
ume méme solution. Ce résultat met en évidence Iinfliuence spéeifigue des tissus sur Fabaissement

des vitesses eritigires.

Nous remarguons par ailleurs une diminution systématique de gy, et de Ty, quelle que soit [s nature

* = N TS .
Contrairemient & L ligure 3300 cos tests ol €66 réalises avee de pouvelles capsules, Mais noos supposms Gue sz les
morceaus diorganes, Féu de susface s moins dinlluence.
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de l'organe, ses conditions de perfusion et les résultats obtenus pour les vitesses critiques.

» Abaissement de g0
Dans les ceeurs de rat, le rapport moyenng de qg,,, dans I'organe sur la valeur de qpq, de la solution

seuje vaut 0.80% +0.02. Dans les reins de lapin, nous n'avens pas toujours aceds A la valeur de gy
tant Ia cinétique de cristallisation est génée par les tissus. Mais lorsque la détermination est possible,
le rapport des g, vaut 0.78% £ 0.01. L'eau cristallise donc moins dans les tissus. Ce résulta
signifie que la concentration en eau de la solution y est plus petite. C'est logique puisque les cellules
contiennent une certaine quantité de substances diverses qui se mélangent i la solution cryoprotectrice
et diminuent la concentration de l'eau dans les liquides.

» Abaissement de T,,

La différence moyennée des températures T,, entre la solution seule et les morceaux d'organes vaut
24K %023 dans les coeurs de rat et 4.2 K £0.3 dans les reins de lapin. Cette diminution fait penser i
I'effet de confinement. Le confinement de l'eau dans divers milieux poreux {3/38,3/39] induit en effet
une diminution de la température T, lorsqu'une certaine quantité d'eau reste nan gelée a I'issue du
refroidissement, méme 2 faible vitesse [3/40]. Dans la plupart de ces matériaux, le diametre des pores
est de quelgues dizaines d'angstréms, Leur taille est assez proche des interstices dans lesquels la
solution cryoprotectrice diffuse dans les tissus. Ces dimensions sont plus petites que celles des
capillaires (environ 8 pum) mais Peffet du confinement est aussi connu A cette échelle : dans des
émulsions par exemple, le point de fusion & I'équilibre est abaissé [3/41]. Ii semble donc qu'il y ait
une similitude entre le comportement de l'eau confinge dans les milieux inertes et celui de I'ean
confinée dans les tissus biologiques [3/42]. Au niveau des organes, cet effet de confinement peut &tre
di & la présence du résesu capillaire trés ramifi¢ dans les tissus. Les capillaires peuvent par exemple
géner la croissance des cristaux de glace & cause des forces de capillarité par effets de tension
superficielle. Mais l'influence de chaque solution testée dépend aussi de la nature et de la dimension
des pores spécifiques ou des canawx qui retiennent la solution cryoprotectrice dans les morceaux,

En supposant que le comportement de la solution cryoprotectrice soit lié & son confinement, nous
pouvons proposer ure interprétation au sujet des différences remarquées entre le rein et le ceeur., Le
rein est un filtre, C'est un tissu simple, avec une grande distribution au niveau des diametres des
canaux de circulation. Cet arrangement est favorable au confinement de la solution cryoprotectrice car
elle est guidée par des canaux de plus en plus ramifiés. Le cceur par contre est un muscle composé de
tissus fibreux. L'arrangement des canaux de circulation y est différent et leur ouverture dépend en
partie de I'état de contracture du muscle. L'imprégnation est donc beaucoup plus difficile et
I'amélioration des vitesses critiques moins spectaculaire.

D - Mesures en milieu confiné

Pour interpréter 'amélioration des vitesses critiques, nous avons vortu modéliser les phénomenes de
confinement en imprégnant la solution cryoprotectrice dans des milieux poreux inertes, moins
compliqués que les tissus biologiques. Actuellement, les mificux poreux font 'objet de nombreuses
études tant A caractére fondamental {3/35] qu'appliqué [3/43,3/44]. Ce sont des solides contenant des
pores, ¢'est-i-dire des espace vides pouvaat ou non étre reliés entre eux. Ils sont caractérisés par la
taille des pores et par leurs propriétés d'hydratation. En effet, la proximité des parois des pores et
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teurs possibilités d'interactions avec les liquides peuvent introduire des modifications importantes sur
les propriétés des liquides,

D.1 - Choix des milieux poreux :

Les émulsions sont utilisées depuis longtemps pour étudier les états surfondu et vitrenx de 'ean en
I'i'mmobilisant sous forme de gouttelettes [3/45]. Mais elles sont difficiles 2 fabriquer de fagon
reproductible sans le matériel adéquat. Par ailleurs, elles ne donnent pas une vision trés réaliste de ce
qui peut se produire dans les tissus_biologiques car la selution cryoprotectrice confinée dans une
émulsion n'interagit jamais avec le surfactant pnisque ces deux produits sont non miscibles, Nous
leur avons préféré'd'autrcs systémes poreux dans lesquels la solution cryoprotectrice peut ou non
réagir avec le mitieu. Nous en avons choisi 5 dont les principales caractéristiques physico-chimiques
sont regroupées dans le tableau 3.7 .

* Sachant que les systémes biologiques prennent parfois un état de gel au niveau membranaire, les
hydrogels nous ont semblé &tre des milieux pereux intéressants en tant que modsle. Nous en avons
retenu vn d'origine naturel, 'AGAROSE, qui sert de milien de culture en bactériologie. L'agarose
est un phycocolloide (polysaccharide isolé de 1'agar), biclogiguement inerte et non toxique [3/46]. 11
forme spontanément un gel dés 0.5% d'agarose par refroidissement dun mélange aqueux chaud
[3/47], et ce gel est trds stable dans Ie temps. Sa formation est thermoréversible [3/48] mais elle
montre une hystérésis importante : les températures de fusion et de gélification ne sont plus les mémes
d'un cycle de température 4 l'autre. Lorsque le gel est préparé avec de l'eau pure, la tatlle moyenne
des pores varie avec la concentration C, d'agarose selon la relation : ®(nm) = [40.7%C,(%)¢7
[3/49]. L'agarose forme donc un gel de matrice microporeuse dont on peut faire varier la taille des
pores en jouant sur [a concentration de poudre d'agarose utilisée.

* Nous avons également travaillé avec des hydrogels synthétiques. C'est le cas de I'ES70 qui nous
a été fourni par la société ESSILOR. Cet hydroget fait partie de la famille des polyméres PHEMA
(polyhydroxyethyl méthacylate). Ces polyméres ont une grande stabilité chimique et une bonne
intégrité mécanique. lls sont également biocompatibles, de nature hydrophile [3/50], et gonflent
lorsqu'ils sont plongés dans une solution aqueuse. Leur porosité a été estimée entre 194 et 304 2
partir du taux de pénétration de produits de tailles moléculaires différentes [3/51].

* Le BIOGEL P6 est aussi un hydrogel synthétique 4 base de polyacrylamide, i1 se présente sous
fa forme de bitles microporeuses qui gonflent au contact de la solution, Lorsque la suspension de
billes est saturée en liquide, I'hydrogel a schématiquement deux compartiments : celui 4 Intérievr des
billes et celui & l'extérieur des billes. La dimensions des pores qui se forment entre les billes
regroupées au hasard st difficile 4 quantifier [3/52] mais ta taitle de la bille gonfiée est bien calibrée,
Elle est estimée 3 20 ou 25 A pour le biogel P§ dans 'approximation de pores sphériques [3/40).

+ Nous avons également travaill€ avec des milieux porenx solides, Le YYCOR est un verre poreux,
essentiellement composé de silice. A sec, il a une porosité bien définie avec des pores de petites taille
de T'ordre de 40 A, plutdt de type cylindrique [3/35]. A cause de sa forte hygroscapie, it présente de
gros risques de pollution par Fhumidité de l'air. B nécessite donc un nettoyage préalable par
chauffage 4 [00°C pendant 2 heures dans de I'eau oxygénée i 30%. Il est ensuite rincé 2 l'sau
désionisée puis séché 3 [60°C dans une étuve pendant 2 & 3 heures [3/53].

* Enfin, nous avons travaillé avec des FILTRES de différentes natures. Ils se prétent
théoriquernent & une éude physique systématique, compte tenu de la gamme variée proposée par les
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fournisseurs. Nous avons retenu comme matériaux support l'ester de cellulose, le nylon, le téflon et
le polypropyléne, et nous avons choisi des diamatres variant de 0.1 4 100 jum. Tous les filtres ont &té
ulilisés sans nettoyage préalable.

Mairs Composition Propriéids Diamatre des pores D | imprégnation [ Provenance
YYCOR 310, 96% verre transparent, 40A < 18%p/p CORNING
B10, 3% fortement
ES70 N-vinylpyrrolidone polymére PHEMA, 304 80%pip ESSILOR
70% Lransparent
Méthacrylate de
méthyl 30%
BIOGEL Ps polyacrylamide billes poreuse de 200 & 203 25A - BIO-RAD
400meshs
AGARQSE polysaccharide non hygroscopique, 53.3nm 6 %pip HISPANAGAR
naturel isolé de gel thermoréversible 65.2nm $T7%pip
I'Agar 8.66am 98%p/p
140.7nm 99%p/ip
ESTER de | acétale et nitrate de filtre de qature 0.1um 63.7%p/p MILLIPORE
CELLULOSE cellulose hydrophile 0.3um 70.5%p/p
0.8um 77%plp
1.2um 75.4%p/p
3pm 75.3%p/p
8Lm 83%p/p
PPP pelyprepylene préfiitre s épais, 1.2um 13%pip BIOBLOCK
hydrophile
TEFLON t€flon supporté par membrang filtrante, ium 3 %plp BIOBLOCK
unc couche de hydrophobe
poiypropylénc
NYLON nylon coulé sur une membrane de 3. 1pm 50%pip BIOBLOCK
trame de polyesier, macrofiliration, 1.2um 58%p/p
structurg saadwitch hydrophile 10pm 55%pip
NYLON nylon pur membranz de L0pem - BIOBLOCK
macrofiltration, L00m -
structure tamisée

Tableau 3.7 - Caractéristiques des miliewx poreux

Compte tenu du diamétre moyen des capillaires (8 um), nons pensons modéliser l'effet du
corfinement hors systéme circulatoire, c'est-3-dire au aiveau intracellulaire ou extracellulaire, avec un
systéme poreux dont la taille des pores est inférieure & 8 um. Inversement, pour des pores dont fe
diamétre est supérienr 4 8 {lm, nous cherchons 4 modéliser l'effet de confinement dans le systéme
circulateire. A titre comparatif, sachant que le volume moyen dune molécule d'edu est de 3 105 ml &
273 K [3/54), un pore sphérique de 30 A de diamétre contient 2 peu pres 470 moiéeules d'eau |

D.2 - Préparation des échantillons pour Ia calorimétrie :

Pour faire les tests de calorimétrie, nous avons choisi une solution a 30% de 2.3-BD (lot
n°04009DM) dans de l'eau désionisée. C'est une solution simple, proche de celle qui # conduit aux
grandes améliorations obtenues dans les reins de lapins. L'Euro-Collins est ici remplacé par de {'eau
pour lirniter fe nombre de paramétres. Durant toute la série d'expériences, plusieurs sclutions d cette
composition ont été préparées. Nous avons testé chacune d'elles plusieurs fois de manidre A
normaliser les résultats obtenus en milieu confiné, Elles sont restées conservées au congelateur dans
un flacon en verre i bouchon téfloné.

Les conditions de préparation des échantiflons varient d'un milies poreux 2 lautre :

VYCOR . l'imprégnation du vycor se fait par un bain de 48 heures dans la solution

cryoprotecttice & lempérature ambiante. A saturation, l'imprégnation est faible,
inférieur & 18% en poids par poids.
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ES70 . I'hydrogel reste plongé pendant 15 jours dans la solution cryoprofectrice & terpérature
ambiante. A l'issue de ce bain prolongé, l'imprégnation expérimentale est de 80%,
avec un facteur 5 sur le gain en volume.

BIOGEL F6 : la poudre de biogel est versée en pluie dans la solution cryoprotectrice. Le mélange est
’ ensuite faiblement agité durant 7h 4 1a température ambiante par un agitateur suspendu
en forme d'ancre (pour éviter l'abrasion des billes). Puis le mélange est laissée en
décantation pendant une nuit. Le prélevement de cet échantillon est particuliérement
délicat. 1 est en effet trés difficile de récupérer les billes gonflées sans les écraser ou

sans exces de solution car il n'y a pas de structure solide.

AGAROSE : nous avons directement préparé le gel avee la solution cryoprotectrice. La poudre
d'agarose, versée en pluie dans 10cm? de solution, est dispersée par le solvant grace 2
une agitation magnétique, & température ambiante, Le mélange est ensuite porté i
ébullition pendant une agitation magnétique permanente. Nous utilisons pour cela un
flacon trés hermétique afin d'éviter toute déperdition de solvant par évaporation. Le
mélange est ensuite laissé & température ambiante jusqu'a ce que le gel se forme, A
mesure que la température diminue, 1a solution devient tras visqueuse et it y a
gélification en dessous de 45°C. Puis ce gel reste tel quel 24 heures minimum 3 I'abr
de Ia lumigre avant d'8tre testé,

FILTRE : limprégnation des fiitres se fait dans un bain de solution cryoprotectrice pendant
environ 20h & température ambiante. Comme ce sont des matériaux légers, nous
sommes obligés de prévoir une surface de filtre importante pour tester suffisamment de
solution. Mais if faut éviter les mauvais contacts thermiques entre le fiftre ot la capsule
du DSC. Naus avens donc choisi de découper fes filtres 3 la dimension de la capsule
avec un emporte pigce. Ce procédé permet de contrdler la géométrie de Yéchantillon
atnsi que le contact thermique entre I'échantillon et la capsule. Nous découpons
plusieurs morceaux {méme nombre par type de filtre) et nous les empilons dans [a
capsule. Cette technique nous évite de garder trop de solution prisonniére entre les
morceaux de filtres.

Lorsque chaque milieu confing est correctement imprégné de solution cryoprotectrice, nous en
prélevons un morceau pour le tester en calorimétrie, 11 est essuyé sur un verre de montre de fagon 3
assécher les surfaces (nous voulons travailler sur 1a solution vraiment confinde 2 l'intérieur du
morceau). Ces conditions expérimentales nous empéchent d’avoir plusieurs échantillons strictement
identiques pour un méme milieu porewx. Chaque milicu est danc testé & deux ou trois reprises et nous
faisons la moyenne des résultats obtenus. Pour les tests de calorimétrie, nous svivons le protocole
opératoire des tests sur les morceaux d'organes,

D.3 - Effet du confinement sur les vitesses critiques :

Quel que soit le type d'échantillon éudié. la solution cryoprotectrice confinde suit assez bien le
modgle de Boutron, aussi bien au refroidissement qu'au réchauffement. Nous avons done pu calculer
tes vitesses critiques selon Je quatrieme modzle et nous avons normialisé les vitesses critiques i celles
obtenues dans la solution en masse pour éliminer I'effet des capsules Les figures 313 ¢ 3,35
représentent les valeurs moyennes par type d'échantillon. selon ~a nature et Iy tilte des pores. La
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barre d'erreur indique la dispersion des résultats et non l'erreur expérimentale. Tous les calculs ont
été fait i partir de Ja masse de solution retenue dans {'échantillon poreux.
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Fig. 3.35 - Vitesses critiques de réchauffement normalisées en milieu confiné

Nous constatons qu'en milieu confing, il y a une diminution systématique des vitesses critiques car
ies rapports normalisés sont tous inférieurs & F'unité. Le résultat est trés spectaculaire au
réchauffement. Il semble donc que le confinement défavorise la cristallisation de la glace.
Globalement, l'étude des milieux poreux confirme done l'effet de confinement dans [es morceanx
d'organes, aussi bien sur 'amélioration de 1a tendance A Former un verre que sur la stabilité de 1'état
amorphe. Cependant, pour cette érude, il faut noter au niveau du dépouillement des thermogrammes
quelques particularités spécifiques A chaque type d'échantillon.

D.3.1 - Mesures de calorimétrie avec le VYCOR:

La masse élevée de I'échantillon sec et son imprégnation relativement faible rendent le dépouillement
des thermogrammes délicat. H faut en effet travailler avec de petites sensibilités pour éviter la
saturation de l'appareil due 2 la chaleur spécifique élevée de I'échantiflon, Or ces calibres sont
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inadaptés pour faire des mesures précises avec moins de 1.5 mg de solution cryoprotectrice (ce qui est
le cas de nos échantillons).

D.3.2 - Mesures de calorimétrie dans I'ES70 :

Les pics de fusion obtenus aux réchauffements semblent se faire en deux temps, ce qui pose un
probléme pour déterminer la température Ty, Le volume final important des échantillons, difficile 3
€valuer avant les quinze jours d'imprégnation, peut expliquer ce résultat. Il conduit en effet i un
deuxieme point de contact entre la capsule et I'échantillon au niveau du couvercle.

D.3.3 - Mesures de calorimétrie dans le BIOGEL P6 :

Nos tests ont montré que plus la quantité de solution cryoprotectrice présente autour des billes est
élevée, plus I'échantillon se comporte comme la solution cryoprotectrice en masse ! ses vitesses
critiques se rapprochent en effet de celles de la solution en masse. Ce constat expligue d'ailleurs la
dispersion des résultats que nous obtenons. En fait, lorsqu'il y a peu de solution autour des biiles, les
molécules d'ean et de cryoprotectenr doivent se lier avec les sites polaires du biogel P6. Ces
interactions isolent les molécules d'zau les unes des autres et retardent la cristallisation. Par contre,
lersqu'il y 2 trop de solution, le comportement de |a solution se rapproche de celui de la solution
libre. D'autres auteirs ont fait le méme type de remarque 4 propos du Sephadex imprégné d'eau et
testé en calerimétrie {cet hydroge! a les mémes caractéristiques physiques que le bicgel P6) : quand la
quantité d’eau contenue dans I'échantillon augmente, la température de fin de fusion se rappreche de
ceile de l'eau pure [3/38] ; I'eau autour des billes 3 tendance & déshydrater les petits pores et le taux
de cristallisation aupmente [3/55].

D.3.4 - Mesures de calorimétrie dans I'AGAROSE

Des mesures de calorimétrie différentielle ont été réatisées par d'autres auteurs dans de 'agarose
fortement concentrée (de 20% 4 45%) préparée avec de I'eau pure [3/47]. Elles oiit mis en évidence
l'existence d'eau non gelable au refroidissement dans |'agarose. Les auteurs associent ce phénoméne
& la structure du gel : des zones de jonctions riches en polymére séparent les pores les uns des autres
et at niveau de ces zones, l'eau se trouve frés confinée ou fortemnent lide aux molécules d'agarose, ce
qui empéche la formation des cristaux de glace hexagenale.

Pourtant, dans notre cas, les échantillons d'agarose sont ceux pour lesquels les vitesses critiques sont
les plus €levées. Par aillers, nous nous heurtons & un gros probléme de reproductibilité : comparons
par exemple la dispersion des résultats ohtenus avec I'agarose 4 4% (pore de 53.3 nm) sur les figures
3.36 et 3.37. Elle est liée aux conditions de préparation du gel, en particulier au niveas du chauffage.
Pour résoudre ce probléme, nous avons essayé de recuire le gel & 100°C pendant 2 minutes, puis de le
laisser se refroidir plus de 24 heures A la température ambiante avant de Ie tester en calorimétre, Mais
les résultats obtenus alors ne sont pas satisfaisants car les conditions de vitrification sont plus
mauvaises que celles de la solution cryoprotectrice en masse (nous ne les avons pas représentées sur
les figures 3.36 et 3.37).

Avec aucun autre type de milieu poreux nous n'avons obtesu d'aussi mauvais résultats. La spécificité
de T'agarose est que l'eau et le cryoprotecteur sont tous les denx intégrés 4 la structure du gel. Au
moment de la gélification, le polymére subit des changements de conformation [3/48]. Les molécules
d'agarose, d'abord & I'état de tortillons, se transforment en hélices. Lorsque le gel est préparé avec de
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I'eau pure, ces hélices sont stabilisées grice aux molécules d'eaw par liaisons hydrogéne entre les
brins du pelymere [3/47]. Nous ignorons si la présence de 2.3-BD modifie cetie structure, Il change
déja les conditions de formation du gel puisqu'il brise les amas de moléeules d'ean, ce qui augmente
la concentration des molécules d'eau libre susceptibles de stabiliser les hélices d'agarose. Par aillevrs,
il est connu gue les dialcools agissent sur le polymere d'agarose [3/36] car certaines firmes
américaines les utilisent pour purifier la poudre d'agarose, Les résultats que nous obtenons nous
laissent penser que le cryoprotecteur se lie préférentiellement & l'agarose, piégeant un liquide moins
concentré que la selution cryoprotectrice initiale dans les pores.

En conséguence, ce milieu poreux est assez loin des systémes que nous voulons modéliser car le
cryoprotecteur fait partie de la matrice poreuse. Il pose aussi des problémes de préparation, ou de
stabilité. Nous n'exploiterons donc pas d'avantage les mesures de calorimétrie dans l'agarose.

D.3.5 - Mesares de calorimétrie dans les FILTRES :

Avec les filtres, nous souhaitons analyser f'effet du diamétre des pores et l'influence du matériau de
confinement selon qu'il est plus ou moins hydrophile. Mais les conditions expérimentales sont
parfots prebiématiques. 11 faut dans certains cas empiler jusqu'a 7 morceaux pour travailler avec une
quantit€ raisonnable de solution cryoprotectrice. La durée de préparation des échantillons est allongée
ce qui ne laisse aucun moyen de contrdler les conditions d'asséchement, c'est-A-dire de maitriser la
quantité et la concentration finale de solution i cause de 'évaporation. Or le point d'ébullition de I'=an
est & 100°C contre 177°C pour le 2.3-BD (mélange racémique dextro/levo). L'évaporation de Feau
pourrait donc expliguer la grande réduction des vitesses critiques dans ce type d'échantillon, Il est
possible que la solution qui imprégne les filtres soit surconcentrée en cryoprotecteur par rapport i la
solution initiale.
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Fig, 3.36 - Relevés de T, en milieu porenx

Cependant, si I'on compare les températures Ty de fusion de I'hydrate du 2.3-BD dans les filtres,
par rapport 4 celle d'une solution en masse 2 30% ou 35% de 2.3-BD {figure 3.36G), nous constatons
que fes variations de Try, ne vont pas dans le sens d'une augmentation de la concentration de 2.3-BD
(2 l'exception des membranes en nylon pour lesquelles ['évaporation est rapide et évidente). Ces
résultats permettent done d'écarter 1'idée d'une éventuelle surconcentration au niveau des filtres et
mettent la diminution des vitesses critiques sur le compte du confinement.
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Cette affirmation est corroborée par les mesures que rous avons effectues dans les filtres avec de
ean pure. Nous y avons relevé la température de fusion Tin.mes de 1'zau pure et nous 'avons
comparée 4 273.15K. La différence AT, pes = 273.15 - Tr.mes €5t représentée i la figure 3.37
(contrairement au cas des solutions, la température T, . st relevée ici au début du pic de fusion,
c'est-3-dire au nivean du décollement de la courbe dans sa partie ascendante car le processus est
isotherme ; tous les réglages sont identiques d'un filtre 4 I'autre pour homogénéiser les tests). Dans la
plupart des cas, la température T, ., est abaissée et le pic de fusion est tres déformé avec deux et
trois bosses. Il y a done un réel effet de confinement.
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Fig. 3.37 - Relevé de la température de fusion de Veau pure dans les filtres

Nous resterons toutefois trés prudents au niveau des interprétations car I'analyse des thermogrammes
obtenus avec les filires est souvent délicate. Au réchauffement par exemple, la température de fin de
fusion est difficile 4 définir car Jes pics sont transformés en bosses. Nows ne pouvons que donner une
estimation de Ty, Cet étalement des pics peut venir de 1a distribution de Ia taille des pores autour de [a
valeur indiquée par le fabriquant, ou de la répartition non homogene de la solution dans les filtres, Par
ailleurs, cortains échantillons ont pu étre réchauffés sans cristallisation dans la gamme de vitesses
disponibles sur le DSC. Or ce sont des cas pour lesquels le modite de Boutron n'est plus adapté.
Lorsque la vitesse critique de réchauffement est triss petite, te rapport T,/ T tend 2 s'éloigner de 0.93,
valeur pour laquelle fe tanx de cristallisation est infésieur ou égal 4 0.5%. 1l faut alors passer par le
calcul de Qg (moyenne de la quantité de glace qui cristallise puis qui fond) pour savoir A partir de
quelle vitesse Quy devient inférieure 3 0.5% [3/14]. Les vitesses critiques de réchauffement
inférieures & 160°C/min reportées aprés normalisation A la figure 3.35 ont 4té déterminées de cette
fagon.

Enlin, au refroidissement, il y a des anomalies sur les thermogrammes que nous ne pouvons pas
interpréter & I'aide des mesures de calorimétrie seules, Nous observons en effet, dans guelques cas,
pour des filtres de natures différentes, un pic supplémentaire reproductible, Ce pic exothermique se
manifeste aux grandes vitesses de refroidissement puis diminue et disparait quand la vitesse de
refroidissement diminue. Nous n'avons pas réussi 4 trouver 'origine de cet effet. Bn pratique, je n'en
ai pas tenu compte, Dans les cas ol la vitesse critique de refroidissement a pu &tre calculée selon la
méthode classique (quatriéme modale), nous avons vérifié que ces pics, considérés comme parasites,
ne doivent effectivement pas &tre pris en compte,
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D.4 - Influence du confinement sur le comportement des
solutions cryoprotectrices :

Manifestement, le confinement provogue une amélicration globale des conditions de vitrification, trég
favorable du point de vue de la cryopréservation. Mais il n'agit pas sculement au nivean des vitesses
critiques. L'examen des thermogrammes met aussi en évidence des changements an niveau des
températures caractéristiques de la solution Ty, T, et T; ainsi que sur gy, En examinant dans le
détail chacune de ces modifications, nous allens essayer d'interpréter les effets de confinement. Nous
ferons pour cela intervenir les effets de solution c'est-d-dire les interactions éventuelles entre le fluide
¢t le milien poreux, et fes effets capillaires qui dépendent de Ia taille des pores.

D.4.1- L’eau en milieu poreux :

Les interactions entre le liquide et les parois du milieu porsux sont trés importantes pour déterminer
les propriétés du fluide et son comportement & basse température. Par nature, la molécule d'eau peut
s'associer 4 d'autres molécules de différentes manieres [3/57] : elle peut étre chimiquement lige,
comme avec des sels hydratds ; adsorbée sur des sites hydrophiles par lisisons hydrogzne ; attirée sur
des sites ioniques par son moment dipolaire ou retenve par forces de capiilarités. Johari et
Pathmanathan ont réalisé des mesures diélectriques dans des gels de PHEMA afin d'y déterminer les
différentes formes de l'eau [3/54]. Ils ont décelé trois types de relaxations différeates, associées &
trois types d'sau : l'eau libre proche de l'sau en masse, l'eau lide 3 Ia matrice poreuse et I'eau
perturbée, dans un état intermédiaire entre les deux précédents. En étendant ce résuitat aux autres
milieux poreux, nous en déduisons que la structure de l'eau confinée est trés complexe.
Schématiquement, nous retiendrons deux cas extrémes : les molécules d'ean qui cristailisent, en
contact avec d'autres molécules d'eau, et celles qui ne cristallisent pas, reliées au support poreux.
C'est la raison pour laguelle I'eau confinée est souvent discutée en termes d'eau libre et d'eau lide
[3/57], le terme d'eau liée se rapporiant i la quantité d'eau qui présente des propriéiés physiques
significativement différentes de celles de I'eau libre. Il s'agit en particulier d'un abaissement de la
pression de vapeur, d'une énergie de liaison élevée (mesurée par déshydratation), d'une mobilité
réduite (observée par RMN) et de la non congélation 2 basse température. Mais la proportion d'eau
liée en milieu confiné dépend bien sir de la nature du milieu poreux et du type de solution aqueuse,
c'est-a-dire des affinités entre le cryoprotecteur, l'eau et le support poreux.

D.4.2- Tensions superficielles et forces de capillarités :

Dans les systémes poreux présentant une grande surface, les effets de tension superficielle sont
déterminants. Ils ont pour origine l'attraction moléculaire de type Van des Waals et ils expliguent les
phénomenes qui se produisent & la surface de séparation entre deux milieux. Dans une goutte de
liquide par exemple, il existe une surpression inversement proportionnelle au rayon de la goutie
[1/56]. C'est ce qu'énonce la relation de Laplace :

2

AP=~3’~ (avec par exemple v =73 10-3 N/, tension superficielle de I'eau 3 20°C)(C3.19)

La thermodynamique des phénoménes de surface a été développée par Gibbs. Analysons pour
commencer la transiticn de phase liquide/vapeur. Considérons une goutte de liguide immobile sur un
support solide (figure 3.38). Cette situation est envisageable dans les milieux poreux lorsque les
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pores ne sont pas compiétement remplis. Notons 8 l'angle de mouillage du support par le liguide,
D'aprés la condition de Young : YeosB8=Ygs —Ys avee Ysg la tension de surface entre le miligu
poreux et le gaz, et v5; la tensjon de surface entre le milien poreux et le liguide [1/56].

Y liquide

Fig. 3.38 - Goutte de liguide sur une surface solide

L'équation de Kelvin (oz de Gibbs-Thomson) interpréte le réle des phénomenes de surface dans la
transition de phase liquide/vapeur en terme d'activité dang un systéme capillaire [3/43] ;

_—2v ycosB_ 2v Ay
___RT RT
avec a l'activité, Ay la différence entre la tension de surface liquide/pore et la tension de surface
gaz/pore, vy, le volume molaire de P'eau, R la constante des gaz parfaits, T la température et r le rayon
des capillaires. Ainsi, 2 mesure que la taille des capillaires est réduite, I'activité diminue, ce qui
implique que l'eau est davantage liée [3/43].

In(a) (C3.20}

Pour des interfaces entre un liquide et un solide, la relation de Gibbs-Thomson est plus compliquée
que C3.20. Mais dans la plupart des cas, les phénomenes mis en jeu sont déerits de fagon
satisfaisante par cette équation [3/58}. Qualitativement, cela signifie que plus la taille des pores est
petite, plus I'zau est liée, donc plus il y a une diminution importante de 1a température de congélation
a ['"équilibre et ce retard défavorise la eristallisation au profit de [a vitrification.

Ainsi, la théorie classique prédit I'existence de liquide confiré & des températures inférieures au point
de congélation [3/59]. Ce phénoméne physique est largement répandu dans les organismes vivants.
Au nivean biologique par exemple, fes membranes cellulaires sont dotées de pores membranaires de 3
285A [L21 et l'eau quils contiennent ne commence A geler 4 U'équilibre selon Mazur que vers -10°C
[3/42].

D.4.3 - Effets du cenfinement sur les propriétés caractéristiques des
solutions cryoprotectrices :

4.3.1 - Température de cristallisation T, au refroidissement :

Pour étudier l'effet du confinement sur le processus de congélation, reprenons le raisonnement de
Molz, Wong et al. [3/35]. Stmplifions le problzme en considérant un milieu poreux dont les pores
sont sphériques. Admettons que la phase solide (ici la glace) ne mouille pas ta surface des pores. '
Dans ce cas, la congélation commence au centre dy pore. Supposons aussi que {a taille des pores est
suffisamment petite pour qu'il y ait cristallisation par aucléation homogene. L'enthalpie libre de
formation du cristal de rayon r est alors donnée par I'enthalpie Yibre du volume du germe et l'eathaipie
libre & l'interface liquide-solide (voir C1.3) : AG=AG, +AG,

avee  AG,=-4nr*y. pour Yo la tension de surface entre le liquide et la giace,

L
et AGy =AH,, (1_[_1): AH,, £=Lﬁl AI- avec Ly Ia chaleur latente molaire de fusion et Vo le

m Tm v m Tm
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4 LAT
volume molaire de la glace {(cf. chapitre n°1, A.2.1). Ainsi : [AG=~ dnriye, +*3— ar’ L

(C3.21)

Vme

D'aprés l'expression de AG, il est clair que l'énergie de nucléation est fortement affectée par le
confinement puisque le rayon des cristaux de glace est limité par le rayon des pores, La température &
laquelle dAG / dr=0 définit la température de congélation & I'équilibre en milieu poreux. Elle conduit
4 un abaissement de la température de fin de fusion & 'équilibre AT de :

2V T
AT:lr_lng_L.t_n. (€C3.22)
;

associée i la tension de surface Yo entre la phase liquide et la phase solide, et au rayon des pores.
Cette expression propose une relation linéaire entre l'abaissement du point de congélation et 'inverse
du rayon des pores. Elle donne des résultats en accord avec I'expérience dans le cas de I'hélium
confing dans du vycor [3/35].

Nous avons relevé sur nos thermogrammes les températures de début de solidification T, aux plus
petites vitesses de refroidissement que nous avons testées. Nous représentons sur la figure 3.39 les
valeurs moyennes oblenues par type d'échantillon de la différence entre la température de congélation
de I'=an dans la solution en masse et celle de 1'eau dans ia solution confinée, en fonction de lI'inverse
dn diametre des pores. Nous constatons que 1'écart AT, n'est pas towjours positif, Mais les barres
d'erreur indiguent une grande dispersion.

WAL Ty YT

20

:— | ATe=Te. en masse - Te.confinge { _
10k { J e Vyeor
3{ 3 1o ESTO
& [ 4} 3 ]2 BiogeiP6
- 0= — 1 & Nylon
G i ®  Filtre ester-cellulose
-10“- 1 4 Filtre téflon
i ¥ Filtre polypropyléne
200 ]
SR ST IR SRR ST ST
10° 10° 107 10° 10*

/D (m-1)

Fig. 3.39 « Modification de lu température de congélation en milieu confiné

11 est done difficile de conclure. D'une pact, les problémes d'impuretés et les risques de dégradation
des milieux poreux 2 cause des cristaux de glace peuvent nous placer dans les conditions de
nucléation hétérogéne, D'autre part, nous remarquons que l'initiation de la cristallisation dépend de la
vitesse de refroidissement. La nucléation est donc plus contrlée par la cinétigue que par la gédométrie
des pores (contrairement & ce que peuvent observer d'antres auteurs dans le cas du vycor [3/33]). Par
ailleurs, nous ne constatons pas d'évoluiion linéaire de AT, en foaction de /1, contrairement i ce
qu'énence le modéle de calcul (C3.22). Mais dans notre cas, l'effet de taille des pores est difficile &
évaluer dans la mesure ol nous ne savons pas si les milieux poreux sont imprégnés a saturation.
Quand la quantité de sobution retenue est loin de la quantité de solution totale admissible, les pores ne
sont pas completement remplis et il y a le problgme de la répartition non homogéne du liquide dans les
pores. Du reste, le modele de calcul proposé plus haut montre de fagon phénoménologique comment
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les transitions de phases sont modifiées & cause des dimensions réduites en milieu confingé. Mais il ne
tient pas compte de |a géométrie réelle du milieu, des interactions possibles du liguide avec 1a surface
des pores, ni de l'interconnexion entre les pores. Enfin, malgré les faibles vitesses de refreidissement
que nous avons utilisées pour relever T, (2.5 ou 5°C/min), nous devons travailler avec un systéme
hors équilibre, alors que 1'équation C3.22 est &tablie pour la congélaticn A I'équilibre. Ce modéle
devrait donc &tre mieux suivi par ia température de fin de fusion Ta.

4,3.2 - 'Température de fin de fusion T, :

Nous avons relevé les valeurs de Ty, 2 2.5°C/min au réchauffement dans les échantillons poreux et
nous représentons |'écart moyen entre-la température Ty, de |a solution en masse et celle de la solution
confinée, par type d'échantillon (figure 3.40). 1l est toujours positif, méme avec la dispersion
expérimentale. Ce résultat rejoint les conclusions formulées par d'autres autenrs sur la diminution de
Ty, en milieu confiné [3/38].

N IiTm = Tin. en masse - m.confinée ]
15‘1 & Vycor
C ] & Es7
G ok {1 ® Biogel P&
".’é r 7 ® Nylon
(-_d' - 41 ®  Filtre ester-ceilulose
y 1 & Filtre iéflon
5 ] - ¥ Filtre polypropylne
X i g ]
3 4
[y }) BRI R BT IR R
10 10° 10° 107 10 10
1/D (m-1)

Fig. 3.40 - Abaissement de la température de fin de fusion en milieu confiné

Conformément i 'équation C3.22, it y a une réduction assez niette de la température de fin de fusion
en miliee confiné. Mais comme le montrent nos résultats expérimentaux, elle ne dépend pas
seulement de la taille des pores :

- la quantité de ligquide confind est déterminante [3/38]. Avec peu de solution cryoprotectrice, comme
c'est le cas dans certains filtres et dans le vycor, les molécules sont facilement adsorbées par le
milieu poreux lorsqu'il est hydrophile, et la proportion d'eau liée dans 'échantillon est élevée,

- pour avoir un cffet important, il faut que la densité de polymére et V'interconnexion des pores soit
adaptées. Prenons le cas d'une matrice flexible comme I'ES70 par exemple. Si les pores
communiquent bien les uns avec les autres, la cristallisation massive de la solution libre va avoir
tendance & déshydrater les compartiments plus petits, entranant alors la cristallisation de la solution
liée [3/38] et modifiant la structure du milieux confiné (ces effets sont probablement t8s proches de
ceux qui doivent se produire dans les morceaux d'organes). Les cristaux de glace qui apparaissent
peuvent déformer la matrice de 'hydroge! et donner lieu a I'apparition de compartiments de tailles
différentes [3/55]. La solution confinée dans les pius gros pores se comporte alors au réchauffement
presque comme la solution en masse. A I'inverse, pour des pores petits, et une densité de matiare
élevée {cas du vycor), les trous sont bien isclés les uns des autres. La solution est alors trés bien
confinée [3/55] car il y a une barriére de diffusion naturelle {3/40] et I'effet de confinement est tras
net. La nature du polymeére joue donc un rdle important.
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4.3.3 - Effet da confinement sur gp,, :

Les valeurs moyennes des quantités maximales de glace cristallisée dans les échantillons sont
normalisées par la valeur correspondante dans fa solution en masse (figure 3.41). Ces valeurs sont
systématiquement inférieures 2 l'unité. La quantité maximale de solution cristallisable en glace est
donc réduite en milieu confiné. Ce résultat confirme nos conclusions sur les différentes formes d'eau
dans les pores, avee une proportion d'eau lie qui varie visiblement suivant la nature du milieu poreux
et la taille des pores. Il rappelle également un effet de pression, probablement li€ 4 la géne mécanigue
provequée par la proximité des parois dans le milieu poreux lorsque les cristaux de glace grandissent
et augmentent de volume, .

1
03[ i‘ +
[ ]
[ n T o Vycor
w 06[ B 4 o ES70
e [ 1 ® Biogel P§
E 041l } 1 ® Nylon
=TT "I ®  Filire esiercellulose
g - + &  Filtre téflon
i 02L _ T Filtre polypropylene
lig to* 107 10¢ 10°*
Diamétre des pores (m}
Fig. 3.41 - Abaissernent de G, en milien confiné
4.3.4 - Transition vitreuse T, au réchanffement :

4.3.4.1 - Variation de la température de transition vitreuse en milieu confing :

[ g,
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Fig. 3.42 - Evolution de la transition vitreuse en miliex confiné

L'étude de la transition vitreuse donne une mesure dynamigue sur la cinétique des liquides confinés
au réchauffement. La figure 3.42 représente ['écart AT, entre la température de transition vitreuse du
liquide massif et celle du liquide confiné, mesurées au point d'inflexion sur les thermogrammes i
2.5°C/min, en fonction de l'inverse du diametre des peres. Nous constatons (figure 3.42) que AT, est
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systématiquernent négatif, méme avec l'erreur expérimentale, ce qui signifie que a température de
transition vitreuse augmente en milieu confing.

Or, & quelques exceptions pres [3/60], ce résultat est contradictoire avec la majorité des sésultats
obtenus par d'autres auteurs [3/61,3/62), Tls observent généralement un abaissement systématique de
T, dans les liguides confinés, avec un AT/Tg plus petit que I'abaissement relatif du point de
congélation. Pour expliquer cette chute, ils évoquent une réduction de 1a densité du liguide dans les
pores [3/6]j, ou font appel au concept de "la longueur de coopérativité" [3/63]. Ce concept a été
introduit pour expliquer les mécanismes physigues qui ralentissent les mouvements moléculaires dans
les liquides surfondus prés de la transition vitreuse [3/64]. Le modgle suppose un réarrangement
moléculaire de type coopératif sur une longueur donnée an moment de la transition vitreuse. Cette
longueur caractéristique & nécessaire pour que Je systéme évolue a éié estimée 4 20 A pour les liquides
susceptibles de vitrifier [3/64] et elle diminue quand la température augmente [3/63). Le modéle de
coopérativité fait donc intervenir un effet de taille. Pour un systéme dans lequel la longueur § est plus
grande que la taille des pores, des molécules de plus en plus nombreuses sont bloguées en
permanence, ne pouvant réagir aux perturbations extérieures. La transition vitreuse se déplace alors
vers les hautes températures de maniére  ce que la lengueur de coopérativité devienne comparable
aux dimensions du confinement. Inversement, pour des géométries dont la taille des pores est plus
grande que la longueur de coopérativité de la sclution en masse & T, (ce qui est Ie cas dans nos
échantillons), & ne devient comparable aux dimensions du conrfinement £3/63] que si la température
ditninue en dessous de T,. Tout le volume de liquide contenu dans le pore transite alors. Sappelt et
Jickle expliquent ainsi I'abaissement de T, pour les liquides confings dans des milieux poreux dont la
taille caractéristique est comparable i la Jongueur de coopérativité [3/64].

Mais contrairement A nous, ces auteurs travaillent avec des liquides purs non aqueux. Il se peut que
dans notre cas, i cause de la présence de I'eau, les interactions entre le liquide confiné et les parois
environnantes du milien poreux soient suffissmment fortes pour réduire 1a mobilité du liquide et
augmenter T,, compensant l'effet de réduction induit par e confinement. Par ailleurs, les modeles
d'entropie de la transition vitreuse annoncent une diminution de Yeniropic d'un liquide confiné dans
des petits pores, ce qui déplace la transition vitreuse vers les hautes températures {3/611. Enfin, nous
pouvons expliquer phénoménologiquement i'augmentation de Tg par la relation de Laplace qui donne
l'augmentation de la pression du liquide dans le pore par rapport 4 la pression de vapeur du liquide :

2y
r

AP= (C3.23)

oll Ay est Ia différence entre la tension de surface liquide/pore et la tension de surface gaz/pore,
combinée i la relation d'Ehrenfest établie dans le cas des transitions du deuxizme ordre [1/56] :

dT, Aot

—L =T v —_ C3.24
dP g 'mas ACP ( )

Atake et Angell [3/65] ont vérifié pour de nombreuses substances que ia pente des courbes de T, en
fonction de la pression est toujours positive, avec toutefois une valeur plus faible dans le cas des
alcools que pour des matériaux sans liaison hydrogéne, En combinant C3.23 et C3.24, nous avons :

Ao 2 Ay

Ac? r

BT =V T, (€3.25)

Ol Viny, est le volume massique, Ao la variation du coefficient de dilatation volumique isobare et Ac,,
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L varnaton de L capadite thermgue massigue. AT, est positif si AP est positif, ¢'est-d-dire Ay positif.
En supposunt yue les pores sont completement remplis, il n'y a plus d'interface liquide-gaz au niveau
du pore et Ay = 5, tension de surface liquide-pore, or cette grandeur est toujours positive. Nous
retnarquons cette fois encore que I'effet doit &ire inversement proportionnel 2 la taille des pores. Mais
il dépend ici du milieu poreux i cause de Ay. Nous ne pouvons donc pas observer une variation
linéaire commune & 'ensemble de nos expériences.

4.3.4.2 - Modification de la largeur de transition :

Pour certains échantillons, j'ai observé des transitions vitreuses anormalement larges, Ce phénoméne
est peut-étre di au fait que ‘plusieurs formes d'eau transitent dans 'échantillon. J'ai relevé la largeur
de transition & 2.5°C/min et la figure 3.43 représente la valeur normalisée par la solution
cryoprotectrice seule. Il semble que pour les petits pores (D<10-8 m), I'effet soit plus sensible car le
rapport devient supérieur & {'unité. D'autres auteurs ont constaté le méme phénomene avec de
'éthyiene glycol en solution confiné dans un hydrogel de PHEMA [3/50]. Selon eux, cet
€largissement de la transition vitreuse traduit un élargissement de la distribution des temps de
relaxation prés de T,. H est peut-tre lié 4 la distribution dans 1a taille des pores ou aux taux inégaux
de remplissage des pores les uns par rapport aux autres,
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Fig. 3.43 - Variation de Ia largeur de transition en milieu confiné

4343 - Changements de chaleur spécifique A la transition vitreuse :

Nous avons essayé d'étudier les changements de chaleur spécifique & la transition vitreuse. Le saut de
chaleur spécifique Ac, est calculé & partir du relevé & 2.5°C/min d'apras la formule :

_AhxC,
P My, xv

Ac (C3.26)

Ah représente la hauteur de la transition vitreuse, M, la masse de liquide, v la vitesse de
réchauffement et C., une constante qui dépend des calibres de réglage de I'appareil.

La figure 3.44 représente les rapports moyennés, normalisés par rapport au résultat dans la sofution
seule. Comme d'autres auteurs I'ont aussi signalé, il n'y a pas de conclusions systématiques sur les
variations de chaleur spécifique & T, [3/61], mais dans notre cas, 'effet parait plus sensible dans fes
filtres.
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Fig. 3.44 - Saut de chaleur spéeifique au niveau de la transition vitreuse

D.5 - Interprétation de l'effet de confinement d'apres le
modele de Boutron :

D'aprés les modifications observées sur T et sur les vitesses critiques, tont se passe comme si la
solution cryoprotectrice devesait plus visqueuse lorsqu'elle est confinde. D'autres auteurs ont
remarqué le méme effet avec du cyclohexane liquide confiné dans des pores de 4 3 7.5 nm [3/66].
Nous associons cet effet aux difficultés des mouvements moléculaires que rencontre la sofution dans
les pores, ot entre les pores, & cause de la géométrie du milieu et des interactions possibles entre les
molécules du liquide et les parois des pores, Nous avons voulu interpréter cette augmentation
apparente de la viscosité en travaillant avec le formalisme introduit par le modele de Boutros. Cela
revient & chercher les modifications de 7 induites par le confinement, c'est-a-dire les variations

dempetQ,:
M=", exp(Q, /RT)

D.5.1- Calcul de la viscosité dans le modéle de Boutron :

L'énergie d'activation Q, qui intervient dans la viscosité peut étre déterminée expérimentalement grace
aux thermogrammes obtenus an réchauffement & partir de 1'état amorphe. Boutron a montré en effet
que 'énergie d'activation est donnée par [3/5]:

RT: v
Q=1 ln[—lJ (C3.27)
! Ty~ Ty v

avec Ty, la température relevée au début du pic de cristallisation lors d'un réchauffernent & 2.5°C/min
et T4y (respectivemment Tg;) la température relevée au sommet du pic de cristallisation lors d'un
réchauffement & la vitesse v, (respectivement v,). Nous utilisons les valeurs des températures
corrigées par la droite d'erreur en température et par l'effet dynamique. Nous prenons v, égale
2.5°C/min. |

Pour cornaitre les variations de 1y, il faut remonter & la constante k, qui intervient dans le calcut de la
vitesse critique de refreidissement. Elle s'exprime analytiquement d'aprés (C3.7) et (C3.9) par:
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Q. RT,

T\n représente a température de fin de fusion a 2.5°C/min, Ty la température de début de cristallisation
4 -2.5°C/min, Q, I'énergie d'activation et k une constante.

v

2 2
kf(meTﬂ%Jxﬂxexp[— 2 Jx}c (C3.28)

A partir de I'expérience, nous connaissons ky, Ty, Tg et Q,. Il est alors possible d'estimer la valeur de
la constante k de 'échantillon grice 4 C3.28. Mais la forme analytique de celte constante varie avec [e
modéle de cristallisation. Dans le cas du medale que nous avons utilisé pour dépouiller les
thermogrammes en milieu confiné (croissance sphérique avec terme de ralentissement), nous avens
daprés C3.6 et C3.11 :

LY
e 3mhg T Ty X 1

(C3.29)

Lt représente la chaleur latente de fusion de la glace, Ay la largeur de la zone de transition entre le
liquide et la glace, Mg !a constante de viscosité et ryle rayon de chaque cristal.

Quelle que soit la nature de F'échantillon, nous supposons que pour une solution cryoprotectrice
donnée, L (chaleur latente de fusion) et Ag (épaisseur de l'interface Hquide-glace, a priori propre au
matériau qui cristallise) ne varient pas. En exprimant alors la valeur de k pour Ia solution
cryoprotectrice testée sous forme de goutte, et la valeur k' oblenue pour la solution confinée dans le
milieu poreux, nous pouvons écrire :

3L¢ ot k'= 3L; Ny _ Tamk

= = —— soit = C3.30
Ik N T X 5 3y M T, X o Mo Typrek ( )

L'équation C3.30 nous permet d'apprécier l'augmentation apparente de la viscosité par effet de
confinement & condition de connaftre les valeurs des rayons ry et r's des cristaux de glace dans le cas
de la solution en masse et dans le cas de 1a solution confinée :

+ Pour la solution en masse, considérant une goutte de masse M, avec un taux de cristallisation
Qmax, NOUS SUPPOSONS pour commencer qu'au moment de la cristallisation, un seul cristal de glace
se forme. En prenant pour Ia glace une densité de 1g/cm? et en choisissant la géométrie sphérique
dv modele de cristallisation, le rayon du eristal vaut :

SMeCthmnx
r., = 3j——&&1_ limax
max }[ 100 (C3.31)

Dans les émulsions, l'effet de confinement commence 2 se faire sentir pour des gouttes d'ean dont
le diametre est inférieur & 500 umn [1/49]. Or 1a goutie de salution en masse ne subit pas d'effet de
confinement, Nous en déduisons que si plusieurs cristaux de glace se forment dans cette goutte,
les pius petits auront un diamétre de l'ordre de 300 pum (soit un rayon ry, de 250 pm). Cette
déduction est conforiée par le £ait que d'autres auteurs ont observé la formation de cristaux de glace
de plusieurs centaines de pum au cours d'un refroidissement lent, contre seuletnent 3 im par trempe
dans I'azote liquide [3/52]. Dans ce cas, il y a n, cristaux de glace formés, avec n, donné par :

3
T,
— | _max
nc ) ( ]
Tinin

(le modele de Boutron considire que tous les cristaux formés ont le méme rayon 4 chaque instant),
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et Finin < IF < Fpaye
» Etudions maintenant le cas de la solution confinée dans un matériau poreux dont les pores ont un
diamétre D = 2r,. Supposons que les trous sont sphériques. Seit q'y,, le taux maximal de glace
formé dans I'échantilton pereux, Supposons que les différents conduits entre les pores génent [a
propagation de Finterface liquide solide d'un pore & l'autre, de telle sorte que chaque pore géle
indépendamment des autres. Dans ['hypothése ol la glzce se répartit uniformément dans les pores
(soit un cristal par pore), le rayon de chaque petit cristal vaut (en supposant toujours la densité

unité de la glace) ;
- ’ ql max
= I 4] AL
E=1Ip 7{’ 100 (C3.32)

Nous avons donc acces i tous les paramétres nécessaires pour estimer avec C3.30 les variations de la
viscosité de la solution cryoprotectrice par effet de confinement, Nous avons choisi de travailler avec
les échantillons dont I'imprégnation nous parait sire. 11 s'agit de tous les échantillons qui ont pu &tre
préparés assez rapidement (vycor et quelques filtres en ester de cellulose et en nylon) ou avec une
quantité de produit suffisante (ES70 et BIOCGEL P6).

D.5.2 - Influence du confinement sur Q, :

Le tableau suivant (3.8) donne les valeurs des énergies d'activation Q, que nous avons déterminées,
Nous pensions que cette énergie allait augmenter pour la solution confinée, conformément
l'augmentation attendue de la viscosité, Pourtant, elle est de Q, =B4663+£2357 I/mol pour la salution
en masse contre (', =57500 J/mol & 4% prés (sauf avec 'ES70) en miliet confiné, Lorsque (, est
€levée, la viscosité augmente rapidement quand la ternpérature diminue. La solution a alors une bonne
tendance & former un verre, non seulement parce qu'il y a peu de cristaux (moins de 20 avec notre
modéle de caleul) mais aussi parce que ces cristaux grandisseat plus difficiternent. Inversement, dans
les milieux confinés, Q', est petit, donc la viscosité diminue moins vite quand la température

augmente.
Nature taille des pores (m) | énergie d'activation {J/mol) Erreur standart
VYCOR 404 62840 -
BIOGEL P6 25A 58222 -
ES70 30A 46579 2432
Filtre ester de cellulose 1.2 um 61720 4063
Filtre nyton 1.2pm 55046 2470
Filtre ester de cellulose Spm 56719 3682
Fiftre nylon 104um . 60954 -
solulion en masse 84663 2357

Tableau 3.8 - Energies d'activation moyennes de la solution cryoprotectrice

Mais I'abaissement de Q', en miliex confiné peut &tre compensé par une augmentation importante de
No-

D.5.3 - Influence du confinement sur 1y :

Les variations de 1 déterminées par C3.30 sont représentdes 3 la figure 3.45. Elles montrent que le
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confinement peut se traduire par une forte augmentation du coefficient de viscosité, avec plus de 7
ordres de grandeurs.

L e S umm—
E a E
T a ¥ o Vycormin
10 a . N
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Fig. 3.45 - Augmentation de

D.5.4 - Influence globale du confinement sur 7 :

Pour connaitre la variation globale de la viscosité par effet de confinement en tenant compte 2 [a fois
des changements d'énergie d'activation Q, et de 1. nous supposens que la viscosité suit une loi
d'Arrhénius jusqu'a la température de transition vitreuse Ty, Nous pouvons en déduire :

m(“—}:m[“—a}_q ~Q
n Mo RT

(avec Q; Fénergie d'activation calculée en milieu confiné)

T T T Y

~——0— Vycor

—# - Biogel P6

--a--ES70

—k= - Ester de cellulose Spum
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(%]
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Fig. 3.46 - Variation globale de la viscosité

Le caleut confirme (cf. figure 3.46) que I'effet de confinement peut s'interpréter par une
augmentation apparente de la viscosité de la solution cryoprotectrice puisque In(ry/n) est toujours
positif. Ce résultat n'est pas contradictoire avec l'abaissement de Q', en milieu confiné, L'expérience
montre en effet que lorsque la concentration de cryoprotecteur augmente, if n'en est pas toujours de
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méme pour Q,, bien que Ia viscosité de la solution augmente [1/27). La diminution de (', doit donc
étre compensée par l'augmentation trés nette de 1. Mais ce qui est étonnant, ce sont les résultats du
vycor qui est rigide par rapport 4 celui de I'ES70 qui est un hydrogel flexible. Nous avrions attendu a
priori une réponse inversée de ces deux milieux pour des pores sensiblement équivalents.

A titre indicatif, la viscosité d'une solution 4 30% de 2.3-BD dans de {'Euro-Collins vaut [2/1] :

=1, exp(%)= 7.47 107% exp(E%EJcStOCkes

soit:  m=3.1cStockes a 300K
- N=11.1cStockes # 273 K

D.6 - Conclusions sur les mesures en milien confiné ;

Nos expériences en milien confiné montrent que Ies contraintes géométrigues changent les propriétés
des solutions cryoprotectrices. D'une part, elies abaissent les vitesses critiques et la température de fin
de fusion Ty, D'autre part, elles augmentent la température de transition vitreuse et la viscosits
apparente de la solution. D'ol 'amélioration des conditions de vitrification que nous avons constatée
dans les organes.

Mais il est difficile d'interpréter clairement ces observations pour plusieurs raisoss :

* Dans toute cetle analyse, nous avons considéré par hypothse que le cryoprotecteur est trés
miscible & I'eau et que c'est le mélange qui pénttre dans les pores. Nous avons donc négligé le
probleme de la limite d'exclusion moléculaire des milieux poreux, Mais si cette limite
est trop petite, seule l'eau peut pénétrer dans les pores.

+ Par ailleurs, les dimensions des pores ne sont pas toujours trés sitres et la structure du réseau
poreux compliquée [3/59]. Cette remarque pose tout le probléme de la caractérisation des
milieux poreux et de leur modélisation géométrigue.

+ Enfin, il est trés difficile d'apprécier 12 qualité de I'imprégnation clest-a-dire Ia quantité de
liquide retenu par rapport 2 la quantité totale de liquide admissible.

Pour conclure avec certitude sur la nature des effets de confinement, il faudra a I'avenir travailler de
fagon trés systématique avec un milien poreux bien caractérisé, L'idéal serait de trouver un matériaun
avec des pores de taille contrélable st variable sur une large gamme.

E - Conclusion sur les mesures de
calorimétrie différentielle

Pour clore cette éiude calorimétrique, retenons que par effet de confinement, les vitesses critiques des
solutions cryoprotectrices sont abaissées dans les organes. Cet abaissement des vitesses
critiques est favorable car if permet de vitrifier les organes a des vitesses de
refroidissement raisonnables, plus facilement accessibles.

Les vitesses les plus faibles ont été estimées pour des morceaux de rein perfusés avee du 2.3-BD dans
de ['EC {cf. figure 3.30), Elles sont de |'ordre de grandeur des vitesses normalement accessibles avee
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le Nicool (cf. page 119 pour pius de précision sur cet appareil). Pour le vérifier, nous avons tenté
l'expérience de vitrification sur un rein de lapin avec le matérie]l dont nous disposons : le
refroidissement a éié réalisé dans le Nicocl 4 la vitesse de programmation maximale (ce qui conduit 2
50°C/min). Nous présentons sur la figure 3.47 I'éveolution de la température dans le rein pendant le
refroidissement. Les relevés ont été faits dans la zone la plus interne, c'est-3-dire au nivean de la zone
médullaire.

300

—gpe 30%2.3-BD+EC
—0-—35%2.3-BD+EC
enceinte du Nicool

250

200

T{K)

PO ST N T T T S S T A
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Fig. 3.47 - Tentative de vitrification d'un rein de lapin

Un premier test a été réalisé sur un rein perfusé avec 30% de 2.3-BD dans I'EC. La courbe de
température correspondanie présente une bosse importante, Elle indique qu'il se produit ure transition
de phase avec dégagement de chaleur ; il y a de l'eau qui cristallise, La solution utilisée n'est donc pas
suffisamment concentrée pour éviter la cristallisation dans les conditions de refroidissement
accessibles avec te Nicool. Une deuxigme expérience a ét€ réalisée sur un rein perfusé avec 35% de
2.3-BD dans 'EC. Nous constatons que la courbe obtenue est beaucoup plus réguliére, avec au
départ une vitesse de refroidissement proche de 25°C/min, supérieure i la vitesse critique de
refroidissement (cf. figure 3.10) déierminée en calorimétrie différentielle. Nous pensons que la
vitrification a été réussie, ou du moins gue le rein a été vitrifié en grande partie.
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Pour réchauffer de fagon rapide et uniforme les organes vitrifiés, nous envisageons, comme d'autres
auteurs, d'utiliser un procédé & base d'ondes électromagnétiques. Ces techniques ont déja permis de
réchauffer de manitre uniforme des reins de chien congeiés de -70 3 14°C entre 1.5 et 4.5 minutes
[4/1]. Contrairement au chauffage & partir de la surface extérieurs qui met en jeu la diffusivité
thacroscopique du milieu, le chauffage par ondes électromagnétiques se tradnit par une abserptien
directe d'énergie au sein des matériaux isolants ou faiblement conducteurs électriques. Cette
absorption résulte du phénomene de polarisation qui varie selon la fréquence du champ et fa nature du
diélectrique, perturbant I'équilibre électrique de la molécute. Il existe plusieurs mécanistmes primaires
de polarisation [4/2] : 1a polarisation par déformation induite (€lectronique ou ionique), la polarisation
par charge d'espace, et la polarisatioii par orientation.

* la polarisation électronigue en ultraviolet correspond au déplacement du nuage Electronique sous
T'action du champ autour du noyau atomique fixe.

* la polarisation ionique, prépondérante dans le domaine de l'infrarouge, correspond a une
séparation spatiale des charges de signe opposé sous I'effet du champ.

* lapolarisation par charge d'espace i basse fréquence est fondamentale en électronique des semi-
conducteurs, )

* la polarisation par orientation (ou polarisation de Debye) se produit & des fréquences inférieures a
guelgues dizaines de GHz. Elle concerne les molécules polaires, comme I'eau par exemple.

longueir 10jim 10km 1mm 130nm 490nm 3nm 0.3nm 3pm
d'onde A X ) )
< Ry T T N -
fréquence SEENI0n  4rnloM 75104 10U 108
{Hz) dlalﬁ Infra - Ultra-violet
domaine #rédi BES  roves Visible .
fréqueiices’ roug 5

Basses fréquences Micro-ondes
ff——————— domaine de nos mesures entre 1001z ¢t 10GHz

Fig. 4.1 - Domaine de mesure dans le spectre électromagnétique

De maniére simplifiée, les systémes de réchauffement micro-ondes sont une conséquence du
phénomene de polarisation par orientation, L'application du champ provaque une rotation du dipdle
(c'est-&-dire de la molécule) qui s'accompagne de frottement h cause des liaisons intermoléculaires,
Cette friction est responsable de l'échauffement du diélectrique. Il y a dissipation en chaleur d'une
partie de I'énergie du champ électromagnétique.

Macroscopiquement, le phénoméne de polarisation est représenté par la constante diélectrique £. La
connaissance de cette constante est cruciale pour mettre au point un systtme de réchauffement adapté
aux organes vitifiés, If fant déterminer fa gamme de fréquence of: I'absorption est maximale peur
réchauffer vite. Il faut aussi étudier I'influence de la température sur la dissipation de I'onde
€lectromagnétique dans le matériau, Les changements d'états peuvent en effet affecter le transfert de
chaleur et les propriétés diélectriques du matériau.

Pour aborder le probléme du réchauffement, nous propesons de faire une étude préliminaire sur les
propriétés diélectriques des solutions cryoprotectrices puisque ces solutions intervieanent dans les
processus dynamiques de refroidissement et de réchauffement des crganes. Les mesures qui vont
suivre lentent de mettre en évidence 1'évolution de 1a constante diélectrique de plusieurs solutions en
fonction de leur composition, de la température et de la fréquence. Nous voulons étudier les
conditions optimales de réchauffement dans tes zones ol la solution traverse I'état hars équilibre de
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sufluston Cest Fetatou Jes nsgues de enstallisation au réchauffement a partir d'un érat vitreux sont
les plus grands, Les treyuences concerndes dotvent comrespondre aux résonances d'absorption depuis
I'état solide {domaine des basses fréquences) jusqu'd 1'état liquide (domaine des micro-ondes). Aprés
quelques brefs rappels sur les constantes diélectriques, nous présenterons les résultats obtenus 2
I'nide de deux dispositifs permettant respectivement des mesares entre 100 Hz et | MHz et entre
130 MHz et l[0GHz—,

A - Rappel sur les phénomenes diélectriques

Le réchauffement par polarisation obéit aux lois de l'électromagnétisme. Il s'appuie sur les notions de
champ, de permittivité et de pertes diélectriques dans le milieu de propagation [4/2]. Dans les
diélectriques, nous devons distinguer deux situations : celle des molécules polaires et celle des
molécules non polaires. Quand la moléeule est polaite, elle posséde un moment dipolaire permanent p
& cause du décalage entre son barycentre des charges négatives et celui des charges positives, C'est le
cas des molécules d'eau, de cryoprotecteur et des matériaux biologiques. Quand fa molécule est non
polaire, elle peut acquérir un moment induit par déformation meléculzire sons l'effet du champ
électrique appliqué et s'aligne alors sur le champ. L'interprétation des phénoménes est spécifique a
chacun de ces cas de figure. Je ne développerai que celui des molécules polaires puisque c'est I'objet
de notre émde.

- La polarisation P dans un diélectrique est associée au champ électrique E appliqué par : P = ggyF,

avec ¥ la susceptibilité électrique du milieu. L'application de ce champ externe E produit une

induction €lectrique notée D tel que D = gy E +P, On note ¢ la permittivité du milieu diélectrique telle
que : €= gg {1+ %) [4/2] avec g la permittivité du vide. £ est aussi appelée constante diélectrique, bien
que sa valeur varie avec la fréquence.

- L'effet de polarisation dépend du champ appliqué [4/2] :

* lorsqu'un champ continu est appligué sur la molécule polaire, l'interaction du champ et du morent
dipotaire p se traduit par un couple de torsion qui tend & aligner le moment sur le champ. Il en
résulte un moment dipalaire meyen que Debye a calculé & partir des lois de la thermodynamique
statistique. Il permet d'écrire p en fonction de la permittivité relative & = £/gy du milieu, du nombre
N de molécnles concernées et de la température T & lintérieur du matériau :

p?= kyTe, (€, —1M{2e, +1)
N g,

(C4.1)

lorsque fe champ appliqué est alternatif, Je mouvement des dipéles se traduit par un cycle
d'orieatation puis de réorientation inverse des dipdles sur une durée égale i la période du champ.
Lorsque 1a période est longue (basse fréquence), les dipéles synchronisent sans difficulté leur
basculement avec fes alternances du champ. Par contre, si la période se raccourcit (haute
fréquence), l'inertie de la motécute et les forces de liaison deviennent dominantes et la molécule se
fige. La polarisation dipolaire cesse de contribuer aux propriétés didlectriques et fa permittivité tend
vers une limite égale au carré de I'indice optique n du milieu, Ces deux cas extrémes : champ
statique et champ & haute fréquence sont respectivement caractérisés par la permitiivité €, et la
permittivité ... Elles transforment ['équation (C4.1) du régime continu en (C4.2) :
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P2 = 9kBTEU (Ersmerm)(zaﬂ +€f"“)
N £ (8 +2)°

- En présence d'un champ alternatif, nous définissons une permittivité complexe (=g~ je"| avec :
P p
* £, le facteur de dispersion qui mesure le tawx de polarisation,
* €7, le facteur de dissipation qui mesure le taux d'absorption.

{Ca.2y

”

+ Nous notons 5=Arctg(§—;J I'angle de perte. Il représente le déphasage entre Jes champs E ct D,
£
* La densité de courant associée i I'induction diélectrique I} vaut : c;—D = joeE = {jog" + we")E
- t

* La quantité we", en phase avec le champ E, correspond i une conductivité didlectrigue notée ¢ qui
représente les pertes didlectriques. Pour un champ E, la puissance dissipde en chaleur par unité de
volume vaut : Pyne. = OB .2 avec Ey, proportionnef au champ E appliqué via la permittivité du
diglectrique. (C4.3)

* La profondeuwr de pénétration o donne l'étendue de la zone i partit de laguelle 1'amptitude du
champ est réduite 2 une fraction e de la valeur initiale {L.3] :

T
a=—;;[%(\li+rglﬁ—l)} ’ (C4.9)

avec L la perméabilité magnétique du diélectrique assimilable 4 celle du vide Mo

- Lorsque le champ disparait, il y a relaxation des dipdles jusqu'a I'équilibre thermique mais les
forces de viscosité et des liaisons intermoléculaires produisent une certaine résistance. La relaxation
est donc définie comme le temps T que met le systéme pour fetourner dans sa position d'équilibre
initial (désordre moléculaire) [4/2]. Par convention, T est défini comme le tetnps nécessaire pour que
la polarisation du matériau soit réduite 3 e de sa valeur dans le champ. I dépend de 1a viscosité,
donc de la température et de 1'état physique du milieu émdié [4/3]. I traduit la différence de phase
qu'introduit £ entre le champ appliqué E ei ta polarisation P. La polarisation se caractérise alors par
une distribution de temps de relaxation permettant d’crire une permittivité complexe &(w) sous la
forme :

e(@)=e. +(5,—¢,) | SUMDy0nty  od feandint =1
1=0 1 +J(D‘l' =0

G(InT) est une distribution normalisée des temips de relaxation.

* Pour une relaxation unique T, la constante diglectrique est donnée par la relation de Debye [4/4] :

- E, —~E,
e(m):s' —-Jj&=£E, +"1;j—m-' (C4.5)
Q
\ E, —E. w_ BBl
avec g=g, + = et £'= 2y,
1+a'1 I+ w,

Le facteur de dissipation &" passe par son maximum lorsgue = [/7; soit vo= 172nty . Iy a alors un
maximum de pertes sous forme de chaleur. En général, la fréquence vy correspondant & ce maximum
augmente quand la température augmente [L3].

* Mais dans la réaljté, les spectres de relaxation des solides et des liquides sont plus larges et plus
plats que ne le prédit I'équation de Debye. Le temps de refaxation n'a plus une valeur unique mais une
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probabilité symétriquement distribuée de part et d'autre d'une valeur centrale. Cela revient 4 introduire
de nouveaux paramdtres dans {a relation de Debye qui se transforme par exemple en équation de Cole-
Cole (C4.6).

E.—E

— S" e

W avec f compris entre 0 et 1 (C4.6)
]

£y

En résumé, I'application d'un champ électrique altematif dans un matériau diglectrique polaire produit
une polarisation. L'échauffement résulte du mouvement des molécules qui s'accompagne d'un
phénoméne de relaxation. La température varie alors en fonction de Ia valeur du moment dipolaize, de
la fréquence du champ appliqué et de la constante diélectrigue du milieu considéré d'aprés (C4.2) et
{C4.6). Pour décrire le comportement du diélectrique, il suffit donc de connaftre Yévolution de sa
permittivité complexe €.

B - Mesures diélectriques a hautes fréquences

Le procédé de chauffage par ondes €lectremagnétiques est devenu familier au grand public grice a
l'expansion du marché des fours micro-ondes dorﬁestiques. Les micro-ondes (ou hyperfréquences)
s'étendent dans le spectre électromagnétique de 300 MHz & 300 GHz (figure 4.1), mais l'essenticl des
applications domestiques se fait autour de 915MHz ou de 2.45 GHz (avec des petites variations d'un
pays & l'autre) et une puissance qui dépend des générateurs hyperfréquences utilisés. Nous avons
travaillé entre 130 MHz et 10GHz, en collaboration avec le groupe "hyperfréquences" du
C.R.T.B.T. Ces fréquences correspondent i des longueurs d'onde dans 'air de 2m 2 3 em qui nous
paraissent suffisantes devant les dimensions des organes 4 réchauffer. Dans cette gamme, les
propriétés diélectriques des tissus sont deminées par celles de Ia solution [4/3].

B.1 - Modélisation de la lisne de propagation :

La propagation d'une onde électromagnétique associe un champ électrique et un champ magnétique
vectoriels fonctions du temps. Des conducteurs cylindriques concentriques permettent de canaliser
'onde dans un mede de propagation guidé. C'est le cas du mode T.E.M. (Transversal Electric and
Magnetic field) dans les lignes coaxiales que nous utilisons [4/2] : les champs électriques et
magnétiques se tronvent dans le plan d'onde, perpendiculaires  Ia direction de propagation z. Dans
ce cas particulier, les notions habituelles de tension et de courant peuvent étre utilisées pour modéliser
la ligne de propagation par ¥n circuit électrique équivaient (figure 4.2).

o ligne de propagation ~
dz R dz dz
__]|:C|dz
wz), Uz} g Ve +dzy, i(z+dz)
t e—— e e — — T e o e
} t Tt -
0 Z z +dz L

Fig. 4.2 - Modéle d'une ligne de longueur L en haute fréquence d'aprés {4/5]
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A partir des lois de Kirchhoff en tension et en courant, nous pouvons déduire de ce modsle les
équations suivantes [4/5] : (avec Ry, Ly, G, et C, des valeurs linéiques)

oy v v
_5?+L]Cl§§-+(R|CI +L|Gl)a+RIGIV=O (C4.7)
& CR 3 .
—B_Z;+Llclgt‘%+(Rlcl +L|Gl)-a-%+R1GII =0 (C4.8)

En régime sinusoidal, nous définissons v et { comme ; v= Vexp(jor) et i = Iexp(jwt).
Les équation (C4.7) et (C4.8) deviennent alors :
v , - .
_ =(R, + jL,@)I _a =(G, +jC,)V (C4.9)
oz dz
2

v . . ! . . )
3_2 = (R +jLo)G, + jCe) V=7,V 557 = R +ILOXG, +JC@) =y, 1(C4.10)

Z
avec ¥p =,}(RI + L) G, + jC o) C4.11)

En général, 1p est complexe et s'écrit sous la forme : y, =0 +iBp ¢
« otp (en Nepers par métre) représente la constante d'anténuation,
* Bp (en radians par métre) est la constante de phase.

Les équations (C4.10) admettent des solutions de la forme :
V(z) = V, exp(~ypz) + V, exp(yz) (C4.12)
I(z) = Ty exp{~vp2) - 1, exp(y,2) (C4.13) .

: |
en posant V=2 L et V,=Z_1 avec Z_= !%—% d'apres (C4.9). !
1%

La tension et le courant sur la ligne résultent done de 1a superposition de deux ondes se propageant en

sens contraire, dont 'amplitude varie en fonction de 1a distance par rapport au récepteur. Les indices i

et r indiquent respectivement I'onde incidente et I'onde réfléchie par la charge 7y ajoutée au bout de 1a

ligne coaxiale. Leur périodicité dans l'espace est de A= 2/, leur péricdicité dans le temps est

T=2m/w et leur vitesse de phase vaut ; vp=u¥Bp {4/6].

Le coefficient de réflexion est défini comme le rapport de Ia tension {ou du courant) de l'onde

réféchie sur la tension (respectivement le courant) de l'onde incidente  Ia position z :

= Viexpliypz) Ve exp427,2) (C4.14)
Viexp(=vpz) V)

L'usage veut que I'on exprime ce coefficient de réflexion en fonction de la distance d=L-z du poiit

I'(z)

considéré par rapport 4 la charge : F(d)=T(L)exp(—2yd) (C4.13)
Or V(L)=Z5I(L) et V,=Z,1,. Nous en déduisons que : 7, =Zc%
.. Zp—-Z - -
Ainsi, I'{d)= Z Z“ exp(—2ypd), denc a P'endroit od se trouve 1a charge Zp (d =0) :
gt
Ze~Z
'==R _—c-T
Zy +Z, R (C4.163

Nous avons done la possibilité de calculer directement V'impédance de la charge Za i partic de la
P

mesure du coefficient de réflexion de Ponde électromagnétique,
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: . (1-8-&h 25
siTp=0+3€, |Re(Zy)=Z 7T+ Im(Zy=2,——— C4.17
R=C+i8 R (-0 & R -y +E ( )
+ Dans le cas ot T =0, il n'y a pas d'onde réfléchie. Cela signifie que Zg = Z,. Nous sommes
dans le régime d'ondes progressives avec v(z,t} et i(z,I) en phase. Toute la puissance transporice
par l'onde progressive est transmise.

+ Danslecasod [g|=1: + Zy=0 pourun court ircuit,
# Zp =w®o pOUr un circuit ouvert
o ox |2y = Z =2 + 2
11 s'établit dans chacun de ces cas un régime d'ondes stationnaires pures sans énergie transmise.

* Duans le cas d'une ligne 3 coefficient de réflexion quelconque, c'est-d-dire dans le cadre habituel
des mesures, nous pouvons parler de régime semi-stationnaire [4/6].

B.2 - Principe de la mesure :

La mesure est effectuée & partir d'un analyseur vectoriel Hewlett Packard 8720B travailiant sur une
bande de fréquences allant de 130 MHz & 20 GHz. Cet analyseur comporte un synthétiseur de
fréquences. Il envoie une onde sinuseidale & une fréquence bien déterminée et mesure son coefficient
de réflexion (ou de transmission) en module et en phase pour un échantillon donné. Avant chagque
série de mesures, l'appareil est étalonné. Deux types d'erreurs peuvent en effet influencer les
mesures. Les erreurs systématiques dues aux différents éléments électroniques internes de ['analyseur
ainsi qu'aux lignes d'amenées et aux connecteurs, et les erreurs résiduelles, non reproductibles. Les
erreurs systématiques sont prises en compte lors de 'étalonnage de I'analyseur. L'étalonnage se fait
& partir d'un court-circuit, d'un circuit ouvert et d'une charge adaptée 50 £ dont 'appareil connait fes
modeles mathématiques respectifs (&talonnage dit "OSL" de 'anglais Open, Short et Load). Nous
disposons d'un kit d'étalonnage commercial (HP85052D) de haute précision qui correspond a la
norme APC 3.5.

Pour mesurer les constantes di€lectriques dans les liquides, nous utilisons une méthode non invasive
déja éprouvée par d'autres auteurs sur des échantillons biologiques : muscle, artéres, organes [4/7].
Nous ajoutons au bout de la ligne coaxiale un connecteur qui tient leu de sonde de détection et nous
le plongeons légerement dans le liquide pour que les lignes de champ se referment dans F'échantillon 2
explorer au cours du refroidissement. La mesure diélectrique est faite en circuit cuvert [4/8], Un
modele mathématique nous permet ensuite de relier les variations de € 4 celles du coefficient de
réflexion mesuré. La ligne coaxiale utilisée est un céble cryogénique en inox/cuivre-argent/inox.
L'inox est un mauvais conducteur thermique qui permet de faire des mesures 4 basse température,
L'ime de ia ligne coaxiale est en inox recouvert de cuivre-argent pour limiter les pertes obmiques en
abaissant la résistivité de surface. Les mesures sont possibles jusqu'a 4 K avec ce type de cible [4/9].

B.3 - Dispositif expérimental :

Pour caractériser les solutions cryoprotectrices, le dispositif expérimental doit obéir A deux critéres :
faire varier la température en la contrélant et faire simultanément des mesures diélectriques a
différentes fréquences pour étudier la réponse des états stables et instables de 'échantilion. La cellule
de mesure doit respecter plusieurs contraintes thermigues et diélectriques. Elle doit &tre étanche, avoir



Mesures diélectriques & hautes fréquences 119

une grande conductivité thermique, Btre inerte vis  vis des sclutions cryoprotectrices et ne pas
perturber les Hignes de champ de I'onde électromagnétique, Nous avons fabriqué la ceflule présentse 3
la figure 4.3 : le liquide est versé dans un récipient en cujvre sur lequel se referme un couvercle fixé 2
la ligne coaxiale. Le cuivre et {a ligne coaxiale sont en contact de manidre 3 rester au méme potentiel.,
Mais il faut éviter de placer la sonde de mesure diglectrique trop prés du fond du récipient en cujvre,
sinon il y a des effets perturbateurs dus au métal [4/10]. Ainsi, une ligne standard de 6.4 mm de
diamétre par exemple étudie une couche d'ean comme un échantillon infini aves moids de 1% d'erreur
si elle a au minimum 6 mm d'épaisseur [4/10]. Des essais préliminaires ont montré que compte tenu
de la sensibilité de nos mesures, nous ne pouvons plus observer de perturbations dues au cuivre au
dela de 3 mm de distance entre le cotinecteur et le cuivre. Nous avons utilisé un récipient de 2.2 cm de
diamgtre remplt de liquide sur une hauteur de 1.5 em (figure 4.3).

Les refrotdissements sont réalisés dans un appareil de congélation habituellement utilisé par le milieu
hospitalier : le Nicool (Air Liquide - France). II est utilisé pour congeler des cellules ou des tissus
devant tre greffés. Cet appareil se compose d'un ensemble programmateur-imprimante et d'une
enceinte de congélation dans Jaquelle sont introduits les échantillons. Ils sont refroidis en "convection
forcée” par pulvérisation d'azote liquide. Les températures accessibles sont comprises entre 323K et
123 K, et les vitesses de refroidissement programmées varient de 0.1°C/min 4 60°C/min. A partir de la
température de l'enceinte mesurée par des thermomatres 4 résistance platine, le programmateur régule
autematiquement une pulvérisation d'azote liquide. Il commande I'ouverture d'une €lectrovanne guj
envoie la pluie d'azote. Celle-ci passe dans une turbine destinée 2 homogénéiser le flux et Ia
température, Mais pour les plus grandes vitesses programmeées, nous obtenons dans 1'4chantillon un
refroidissement plus lent & cause de I'inertie thermique. I se fait en deux ternps : une phase trés rapide
au début, puis d&s que I'enceinte a atteint ta température minimale, une phase beaucoup plus lente
Jusqu'a thermalisation compléte de I'échantition. Le réchauffement quant & lui se fait par circulation
d'air chauffé avec une résistance. Nous n'avons pas fait de mesures diélectriques au réchauffernent
compte tenu des instabilités expérimentales mises en évidence par d'autres auteurs [4/3], lides au fait
que le solide se décolle du connectenr et Taisse un espace entre le connectenr et I'échantillon,

/
relevé de la /7
température couvercle en cuivee
ligne coaxiale Table de programmation
. du refroidissement / ligne coaxiale
< f
sonde de mesure
i cellule de Réserve l
HP pour saisie \ mesure d'azote "‘ thermocouple
des mesures \' ) liquide i sofuticn & éudier
sur ordinateur Enceinte du Nicool récipient en cuivre
~ P -

Fig. 4.3 - Dispositif de mesures diélectriques

Le dispositif de mesure est indiqué figure 4.3. La ligne coaxiale, fixée 3 la cellule de mesure, est
maintenue sur le couvercle du Nicool par un tube en fibre de verre araldite {pour éviter une
conducticn de la température ambiante vers l'intérizur de l'enceinte). Ce dispositif assure une bonne
rigidité de l'ensemble dans le flux d'azote (mélange de gaz et de fines goutellettes), et surtout, une
compléte immobilité de I'extrémité de la sonde par rapport 4 ['échantilion. La vitesse maximale de
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refroidissement des sclutions dans la cellule de mesure est de [2°C/min pour la vitesse limite
réalisable avee le Nicool. Cette vitesse est mesurée par un thermocouple trés fin (0.23 mm de diametre
en cuivre-constantan recouvert de téflon} introduit dans le liguide a analyser grice & un petit trou percé
sur le couvercle de la cellule. Il est placé & proximité de la sonde de détection et nous avons vérifié
qu'il ne perturbait pas la mesure didlectrique. La température est mesurée avec moins de 0.1°C
d'erreur. Elle est enregistrée de maniére 4 localiser avec une bonne précision le début de la
cristallisation grice I'effet exothermique. Ceci est illustré sur la figure 4.4,
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Fig. 4.4 - Refroidissement & -5 °C/min d'eau pure dans la cellule de mesure.

B.4 - Sonde de détection :

Nous devons utiliser une sonde pleine dont I'extrémité mile plonge dans le diélectrique pour éviter

toute remoniée de liquide dans le connecteur (figure 4.5). Nous avons choisi deux types de sondes

de mesure ; un connecteur en téfton et un coanectenr en perle de verre, tous deux de norme SMA.

Des connecteurs de ce type sont utilisés par d'autres auteurs pour analyser des échantiilons

biclogiques contenant uzie grande guantité d'eau [4/11]. Leur impédance caractéristique est de 502 et
leur géométrie est indiquée A la figure 4.5,

2a;(mm) | 2b, (mm) { 1 (mm)
téflon 1.27 4.14 15.02
petle de verre 0.53 3.04 11.83

Pour avoir une surface plane et pour éviter [es
effets d'antenne, nous avons arasé les embouts
mdles, Généralement, fa profoendeur de la zone
étudiée est de l'ordre de grandeur du diamétre
Fig. 4.5 - Sondes de mesures caractéristique 2b, du connecteur de mesure.

B.4.1 - Modele de calcul des permittivités :

Avec ceite géométrie, les calculs exacts de la permittivité 2 partir de I'impédance d'entrée sont trés
compliqués [4/12]. Cela provient de la propagation de modes non T.E.M générés a I'interface cible-
coaxiai/liquide. Mais beaucoup de résultats publiés sur les liquides ou des tissus biologigues ont été
obtenus en travaillant avec un modéle assez simpte. Ce modele considere que le connecteur plonge
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dans un milieu de permittivité €, semi-infini (car la hauteur de liquide est largernent supérieure au
diametre b, de [a sonde). Le circuit équivalent de 1a sonde dans le liquide est représenté par la figure
4.6. I est valable tant que les dimensions géométriques (A savoir b,) de la sonde de détection restent
petites devant celle de la longuenr d'onde [4/11].

I I

connecteur liquide l
—n- L
21. = erI +j E n -
: S ch{eTJT Gunte)

| L

0

LT

Fig. 4.6 - Circuir électrique équivalent des sondes de mesure.

Le circuit équivalent comprend trois éléments : la capacité Cr qui tient compte des lignes de champ au
niveau du téflon de la sonde, la capacité Cyg(,) qui vaut Cy(g,)e,, Cole,) représentant la distorsion des
lignes de champ dans le diélectrigue, et le terme des pertes par rayonnement Gyp{€,) dans le
diélectrique autour de la sonde & cause des modes évanescents excités au niveau de la discontinuité de
Jonction. It peut s'exprimer sous la forme Gye7 [4/13], Nous en déduisons la valeur de l'admittance
€quivalente.

[Y =joC; +juCe, +Gye, ]

Tout changement dans la permittivitg de I'schantillon se traduit done par un changement de
l'impédance de charge du circuit, ¢'est-a-dire un changement du coefficient de réflexion de l'onde

gélectromagnétique.

B.4.2 - Application i chaque sonde de mesure :

Le connecteur en téflon permet la connexion des circuits d'étalonnages OSL, ce que ne permet pasle
connecteur i perle de verre. Leurs conditions d'utilisations sont done différentes.

4.2.1 - Cas du connecteur en téflon :

A partir d'un connecteur équivalent avec embout, nous faisons un étalonnage de la ligne et de la
sonde dans le plan exact I'3 (figure 4.6) ol se fait la mesure diélectrique dans fe liquide. Il nous
permet de prendre en compte tous les défaut jusqu'a Finterface sonde-échantillon.

4.2.1.1 - Caloul du la permiitivité Erect e 'échantiiion :

Normalement, dans les lignes coaxiales, Go << wCy [4/13] et Cyp varie avec la fréquence sauf lorsque

a;f% << 1{4/8], ce qui est le cas dans le cadre de nos mesures. Pour modéliser l'admittance mesurée,

nous simplifions le probléme en négiigeant les vartations de la capacité Cg avec la permittivité, Cette

admittance vaut alors : Y = jeo(C, +Cog,) avec Re(Y}=A'-g"Cy (A’ est un terme dii aux pertes)
Im(Y) = Cr+ Coe,'0.

Dans 'air, &' vaut 1 et £," vaut 0. Nous en déduisons :

, 1 (Im(Y,,) ” Re(Y,..)~Re(Y, )
eréch=a(“"ﬁ_ch et [Efgn z*émcncu# (C4.18)
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Pour calculer £/'cp, et €"sep, NOUs avons besoin de connaitre les valeurs de Re(Y ), de Cy et de Cp
En premiére approximation, nous faisens 'typothése que Cp et C; sont des valeurs constantes pour
notre sonde de mesure. Nous les déterminons & partir de tests dans un échantillon étalon bien
caractérisé au niveau diélectrique. Nous avons choisi le cyclohexane. Il 2 une permittivité €'cyc,
stable en fréquence qui vaut a peu prés 2.23 & 25°C dans le domaine considéré {4/14]. Nous en
déduisons :

Im{Y, ~Im{Y,; Im(Y,
T )] [ ((;,do)_z_%,cu i)

yelo
123w

Co

Cependant, les valeurs mesurées dans l'air sont trés petites, avec une imprécision importante, Elles
conduisent parfois & des valeurs Cy négatives ou supérieures 2 Cg, ce gui est incohérent
(normalement, Cyest inférieur & Cy [4/13]). Mais seule la capacité Cy a un effet dominant dans les
calculs,

fréguence méthanoi éthanediol propan-1-ci
{GHz) £ e gr' g’ Er [
1 1.8 % 5.9 % 2.6 % 22 % 3.8.% 3.6 %
2 4.4 % 16.1 % 6.4 % 29% 10.9.% 4.6 %
3 2.7.% 14.3 % 58 % 317 % 16.7.% 57 %

Tabieau 4.1 - Ecarts en valeur absolue de nos mesures par rapport ¢ [4/13]

Des mesures préliminaires réalisées dans du méthanol, de I'éthanedial et du propan-1-ol nous ont
permis de valider ce protocole expérimental 4 ia température ambiante (tableau 4.1)

4.2.1.2 - Exploitation des mesures & basse température

Ne connaissant pas les variations de €'y, €n fonction de fa température, nous considérons en
premiére approximation que Cy et C ne varient pas avec la température. En outre, nous avons besoin
de connaitre Ygq, et Y 3 une température donnée pour calculer €4y, & cotte méme température. Mais
dans Ia pratique, nous n'uilisons que les mesures dans I'air  la température ambiante car Re(Y ;)
évolue peu avec la température. Par contre, le froid provoque une contraction du éflon qui modifie 1a
geométrie de la ligne, donc l'impédance caractéristique Z,, et entraine une diminution des pertes
résistives, Normalement, I'onde qui circule fe long d'une ligne coaxiale est atténuée et le principe
méme de la calibration est de corriger cetie atténuation pour rétablir I'intégralité de l'onde au bout de la
ligne, & l'endroit oi se fait la mesure di€lecirique. L'étalonnage réalisé A la température ambiante
surévalue donc les pertes dans la ligne fors d'une mesure 3 basse température. Pour ne pas alourdir
les calculs, nous n'avons pas tenu compte de cet effet basse température. Les corrections 4 apporter
ne devraient pas dépasser 10% sur €', et une augmentation de 2 en valeur absolue sur €" (soit un écart
de 5% prés de la température ambiante et presque 200% a -30°C).

Notre méthode a été testée sur une solution largement étudiée par d'auires auteurs [4/3]. Catte
solution référencée ECI contient essentiellement du glycérol (3 M), du sucrose (169.7mM) et un peu
de NaCl (50 mM} dans de I'eau. Les mesures de contréle ont &té réalisées 3 2.45 GHz lors d'un
refroidissement & -1°C/min, entre 20°C et -30°C. Nos résultats (g.,€,”) sont comparés aux résultats
publiés (g/'.&.",} 4 la figure 4.7. Nous retrouvons globalement l'allure des courbes publiées avec une
surfusion léggrement plus importante, Mais dans ['absoly, nos valeurs sont erronées 4 cause de toutes
les approximations que nous avons été obligés de faire. Aux fréquences élevées, et pour des
substances dont la permiitivité est grande, la simplification Gy = 0 peut entrainer des erreurs
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importantes. Dans le cas de l'eau par exemple, l'erreur commise peut atteindre 20% sur g4 3GHz
[4/15].

——
—B— gr'p résuliats de [4/4)
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Fig. 4.7 - Mesures diélectriques dans la selution ECI

4.2.1.3 - Inconyénients de ce connecteur :

L'expérience montre que les liquides perturbent les mesures diélectriques. Ce probléme est di & la
non-étarchéité du connecteur A basse température A cause des contractions différentes du éflon et du
métal. Les liquides s'infiltrent légérement entre le téflon et les conducteurs métalliques par forces de
capitlarité et modifient peu & pen les caractéristiques diélectriques du connecteur (en particuiier la
valeur de son impédance caractéristique Z,), ce qui est une source d'irreproductibilité. Compte tenu
des fortes valeurs de €¢y, par rapport A €' g0 (=2.05) une faible €paisseur de liquide peut fortement
perturber Z,. Entre chaque mesure, il est done nécessaize de nettoyer correctament le connecteur en le
chauffant pour forcer le liquide A sortir. Le connecteur est ensuite rincé avec de l'isopropane puis
séché par vaporisation de gaz propre. Enfin, nous cyclons en tempérahire le connectenr pour Famener
& une géométrie assez stable avant d'engager une série de mesures. Mais en dépit de toutes ces
précautions, les résultats ne donnent pas une entiére satisfaction car ils sont difficilement
reproductibles.

4.2.2 - Cas du coonecteur i perle de verre :

Devant les probiémes que nous avons rencontrés avec le connecteur en téflon, nous avens décidé de
travailler avec un connecteur méle/male 4 perle de verre. Il a une embase complétement hermétique et
il supporie bien les chocs thermiques. Par contre, ce connecteur est lgarement plus court que fe
connecteur en t€flon ce qui pose un probléme au niveau de I'étalonnage. Une autre méthode a donc
été développée. L'étalonnage est réalisé au bout de [a ligne coaxiale dans le plan I'{ {figure 4.6) puis
le connecteur a perle de verre est ajouté. Les grandeurs mesurées doivent alors &tre corrigées par un
décalage du plan d'étalonnage qui tient compte des caractéristiques du connecteur de mesure. Cette
correction permet de déplacer le plan I'| de manigre précise au niveau du plan T2 du liquide 2
mesurer. La technique de caractérisation du connecteur est présentée 4 Pannexe 6.

Compte tenu des résultats obtenus avec le connecteur en téflon sur €, nous le négligeons ici en
p f g

premiére approximation. Pour calculer gg,, nous utilisons les valeurs corrigées des mesures dans e
milien diélectrique selon :
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Qualitativerent, ceite méthode donne de bons résultats. Elle permet de suivre correctement
I'évolution de g ¢y, &t montre les ransitions de fagon comparable au connecteur en éflon. Mais les
valeurs calculées ne sont pas exactes non plus a cause de l'imprécision que nous avons sur Cy. En
valeur absolue, les deux connectenrs donnenr des résultats différents et les permittivitds g, g,
calculées avec le connecteur & perle de verre sont parfois négatives, ce qui a'a pas de sens physique.
Une explication peut venir du fait que les pertes dans le connecteur sont surévaluées, puisque la
caractérisation a ét€ effectude i la température ambiante. Nous adopterons done une échelle arbitraire
pounr présenter nos résultats et nous rous contenterons de raisonner de maniére qualitative.

B.5 - Mesures dans les solutions cryoprotectrices :

Nous avons énrdié différentes solutions dent les caractéristiques thermiques (dans nos conditions
expérimentales) sont regroupées dans le tableau 4.2. Les mesures sont réalisées avec ia puissance
maximale du générateur Hewlett Packard -10dBm (0.1 mW dans 50 pour avoir un rapport signal
sur bruit maximum), sur une gamme de fréquences allant de 130 MHz & 10 GHz, avec une largeur de
bande de [0Hz ou 30 Hz selon la mesure pour avoir une bonne résolution en temps et ur bon filtre
du bruit. Prés de 130MHz, les mesures ne sont pas extrémement précises car |'analyseur n'est pas
adapté pour explorer des matériaux a pertes élevées,

Compuosition T, V.. Remarques
2au pure -3°C 1 0% C/min cristallise quelle que soit vep
20%1.2-PDy + cau -7°C >>320°C/min cristallise quelie que soil v,
45%1.2-PD + cau -35°C 10°C/min cristaliise pour ¥ere 10°C/min
60%1.2-PL) + eau - - vitrifie quelle que soit vi¢
100%1.2-PD | - - vitrifie quelle que soit vep
35%1.2-PD + 5%tré + ST -20°C 241°C/min cristallise quelle que soit vier

Tableau 4.2 - Caraciéristiques thermiques des solutions étudiées

Pour caractériser complétement les différents états stables on instables des solutions cryoprotectrices,
nous avons deux possibilitds 1 * soit nous travaillons i concentration fixe et nous faisons varier la
vitesse de refroidissement, mais sur le Nicool, la gamme disponible est limitée.

* soit nous travaillons A vitesse de refroidissement constante et nous
faisons varier la concentration de la solution en cryoprotecteur.
Nous avons utilisé ces denx méthodes pour metire en évidence différents phénoménes.

B.5.1 - Effet de la fréquence de mesure :

Nous avons réalisé une analyse spectrale de la solution 4 45% de 1.2-propanediol dans l'eau avec le
connecteur non étanche, entre 0.2 et 9.6 GHz lors d'un refroidissement 4 -1°C/min. A cette vitesse, il
est en effet possible de balayer plusieurs fréquences sans affecter la précision des mesures. Nous
pouvons ainsi observer le déplacement du pic d'absorption en €" en fréquence el en température.
Comme attendu, les maxima des pics se déplacent vers les hautes températures quand la fréquence
augmente, ce qui signifie que ce sont des molécules de plus en plus libres qui relaxent. Nous
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constatons également que 1a cassure produite par la cristatlisation & -35°C n'est visible qu'd 3.2 GHz,
A oette fréquence en effet, la transition intervient au niveau du pic de relaxation {figure 4.8),

100 , 40 0 —e 5 6GH:
*— 9.6GH: & —&— 4§ 3GH;
N —a— 4.8GHz 33 a3 4GH:
80 [ —&— 24GHz bl
r — 12GH 0L —e—12GHz
Pt —v—0.5GHz

—%— 0.6GHz 25 ;

—e— (0.2GHz
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Fig. 4.8 « Effet de la fréquence de mesure dans une solution & 45%1.2-PD dans U'ean

Nous avons reproduit ces mesures avec le connecteur non étanche dans la solution  35%1.2-PD et
5% de tréhalose dans du ST préparée lors des tests de calorimétrie sur les cceurs de gat (figure 4.9).
Nous avons choisi trois fréquences : 0.5 GHz, 3 GHz e1 10 GHz et nous avons refroidi la solution a
-1°Cfmin. Dans ces conditions expérimentales, 12 solution cristallise vers -20°C, Nous rejoignons les
conclusions précédentes, mais nous constatons que le maximum de relaxation pour une fréquence
donnée se produit 4 une température qui varie selon la solution. Pans I'hypothése d'un réchauffement
par onde électromagnétique, if faudra donc trouver un compromis entre la gamme de fréquences
disponibles et le type de sclution que nous utiliserons. 1l fant en effet éviter tout nisque d'emballement
thermique qui peut survenir s'if y a des points chauds qui deviennent instables 3 cause de
l'augmentation de la puissance absorbée avec la température [4/16). Sur ia figure 4.9, nous
constatons par exemple qu'd 500 MHz, pour ['état liquide, £"; a une pente positive avec ta température
a partir de 3°C. Cela signifie que pour un champ &lectrique dorud, les regions chaudes absorbent plus
d'énergie que les régions froides 3 partir de 5°C (voir C4.3).
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Fig. 4.9 - Effet de la fréquence de mesure sur lu solution de perfusion des coenrs

Or cette fréquence est avantageuse pour avoir une profondeur de pénétration correcte (Marsland
détermine par exemple 3 434 MHz une profondeur de pénétration de I'ordre de 19e1n dans un rein de
lapin avec la solution EC1 [4/3] dont la permittivité est assez voisine de cefls de notre salution (verr
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figure 4.7)). Autour de 3 GHz en revanche, le coefficient en température du pouveir d'absorption est
négatif, mais la profondeur de pénétration est inférieure a 4 cm, ce qui pourrait poser un probléme
pour réchauffer l'intérieur de I'organe {4/17]. Au dela, les deux effets négatifs se cumulent car la zone
de relaxation débute & peine. Pour une solution donnée, il faut donc choisir correctement la fréquence
de travail pour que la conductivité (0= we") diminue quand la température augmente et que la
profondeur de pénétration soit suffisante.

B.5.2 - Effet de la concentration du cryoprotecteur :

Des solutions de différentes compositions & base de 1.2-PD et d'eau ont été comparées. Elles ont
toutes été refroidies a -5°C/min, sauf (a solution & 20% qui a ét¢ refroidie & -1°C/min pour avoir le
maximum de cristallisation. Dans ces conditions, 'eau pure cristallise vers -3°C (l'aspect dynamique
du refreidissement produit une petite surfusion) et la solution a 20% cristallise vers -7°C. Les autres
solutions vitrifient systématiquement car elles sont suffisamment concentrées en cryoproiecteur,

Compte tenu de 'analyse spectrale de la solution 4 45%1.2-PD dans 1'ean {(5.1) nous avons fait cetfe

étude & 200 MHz pour avoir le plus d'informations sur [a cristallisaticn des solutions. Les mesures

ont été faites avec le connecteur étanche en verre. Cela explique les échelles arbitraires en g/ et g,"

proposées i la figure 4.10 poor avoir des résultats cohérents avec ceux de 1a figure 4.8. Ces mesures

conduisent & deux résultats importants :

+ Plus la concentration en cryoprotecteur augmente, plus le maximum des courbes g."(T) dans 'état
liquide se déplace vers les hautes températures. C'est évident pour 45%, 60% et 100% de 1.2-PD,

* Les cristallisations sont facilement dérectables sur €(T). Elles sont indiquées par des fléches pour
0% et 20% de 1.2-PD dans l'ean.

oo} —e—100%PD \l,
—=—60%PD —e—100%PD
—4—45%PD —8—60%PD
g0l —o—20%PD 35 —&—45%PD

—0—20%PD

—8—0%PD

, 60 -y
&
404 r"/—ll
20
PN P WS D I P !
-40 -30 -20 -10 0 10 0 -40 <30 20 -6 0 0 20
Température (°C) Température (°C) -

Fig. 4.10 - Effer de la concentration die cryoprotectenr & 200 MHz

B.5.3 - Effet de la cristallisation sur l'évolution des permittivités :

Pour analyser plus en détail l'effet d'une cristallisation sur les mesures diélectriques, nous avens
travaillé avec la solution i 45%1.2-PD dans l'eau. Compte tenu de sa vitesse critique de
refroidissement, il est possible d'éviter ou non la cristallisation au refroidissement dans le Nicool.
Nous avons testé cette solution au cours d'un refroidissement lent & -1°C/min et d'un refroidissernent
rapide 4 -10°C/min avec le connecteur étanche.



Mesures diélectriques A hautes fréquences 127

Nous avons réalisé cette expérience & 130 MHz malgré une moindre précision de I'appareil pour avoir
un effet plus marqué. A cette fréquence en effet, les mesures diélectriques permetient de détecter
clairement la cristallisation : les courbes g,(T) et £(T) montrent une cassure trés nette vers -35°C
pour le refroidissement & -1°C/min (figure 4.11). Cette cassure n'apparait pas du tout lors du
refroidissement rapide ofi nous sondons un milieu de plus en plus visquenx qui passe continbment de
I'état liquide & I'état surfondu puis & Pétat vitreux. Lors du refroidissement lent, l'apparition de glace
(que l'on peut considérer comme inactive & cette fréquence puisque sa bande de fréquence
d'absorption par relaxation est de quelques kilohertz [4/2]) modifie les propriétés du diélectrique et
abaisse brutalement les constantes dilectriques. Quand la température diminue, les courbes de [a
solution cristallisée ne rejoignent pas'tout de suite celles obtenues 4 grande vitesse de refroidissement
car la solution qui vitrifie aprés un refroidissement lent a une composition trés différente du verre qui
se forme aprés un refrotdissement rapide. Cette dernidre est surconcentrée en cryoprotecteur i canse
de la formation de glace. £ et &, évoluent donc selon des courbes correspondant A uae solution plus
concentrée en cryoprotecteur, donc avec une température au maximem de relaxation plus €levée
(d'apras B.5.2).

40+ —8—-1°C/min |
—o—-10°C/min

801 —=—.1°C/min
—0—-10°C/min

-140 -120 -100 -80 -60 -40 -20 0O 20 -140 -120 -10¢ -80 -60 -40 -20 0 20
Température (°C) - Température (°C)

Fig. 4.11 - Effet de la vitesse de refroidissement sur Vévolution de £,4 130 MHz

Pour avoir beaucoup plus de précision sur les transitions rencontrées lors du refroidissement, il serait
avantageux de multiplier et de rapprocher en température les points de mesures. Mais nous sommes
limités par les possibilités de 'analyseur, et par la lenteur du systéme informatique d'acquisition des
potnts de mesure.

B.e - Conclusion sur les mesures diélectriques a hautes
fréquences :

# Ces mesures donnent des résultats intéressants sur le comporiement d'une
solution cryoprotectrice pendant un refroidissement. Elles montrent i la fois
Pinfluence du cryoprotecteur et celui de la fréguence sur la réponse diélectrique en
fonction de la température. Nous envisageons de les poursuivre dans avenir pour
caractériser d'autres solutions cryoprotectrices 3 hautes fréquences. Mais nous devons
auparavaiit finir de mettre au point une méthode d'étalonnage qui permette simulianément
de caractériser le connecteur {ou sonde de mesure), de prendre en compte tous les défauts
de la ligne coaxiale, de corriger les erreurs de I'analyseur vectoriel et de tenir compte des
effets de température. Cet étalonnage sera réalisé i partir de mesures dans des échantillons
de référence. C'est une technique A trois étalons déja utilisée avec succas par d'antres
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auteurs {L.3]. Dans notre cas particulier, le plus commode sera de travaitler avec des
liquides polaires qui suivent bien I'¢velution preposée par Debye comme l'ean ou les
alcools, mais il faut les choisir de telie sorte que les coefficients de réflexion soient bien
différents les uns des autres, Cette nouvelle méthode améliorera nettement la précision de
nos mesures [4/18]. Elle est actuellement & l'essai au C.R.T.B.T. sur des échantilions
d'YBaCuO {4/19],

¢ L'autre aspect de ces mesures concerne la mise en évidence des différents
états caractéristiques des solutions cryoprotecirices, 3 savoir 1'éiat liquide,
J'état surfondu, Fétat cristallin et I'état vitreux. Pour toutes les solutions que nous avons
testées, les transitions dues 2 la cristallisation sont d'antant plus nettes que la fréquence de
mesure est petite. Les valeurs des permittivités y sont impertantes et les effets en fonction
de la température sont trés marqués. Par contre, aux fréguences auxquelles nous
travaillons, nous ne pouvons pas distinguer 1'état partiellement cristallin de ['état vireux.
1ls donnent la méme réponse diélectrique avec 45% de 1.2-PD. Dans ua cristal, il n'y a
plus aucune mobilité, done peu de pertes, aussi bien & haute qu'd basse fréquence. Par
contre, dans I'état solide amorphe, 4 cause de fa viscosité qui est trés grande, la mobilité
est faible mais non nulle. Or les hantes fréquences imposent des mouvements trop rapides
pour que les molécules aient Ie temps de suivre. Il n'y a donc aucume réponse
significativement détectable, comme pour I'état solide cristallin. A basse fréquence par
contre, nous devrions repérer le mouvement des molécules et ainsi, différentier les deux
états. Le maximum de relaxation devrait se déplacer vers les basses températures, c'est-a-
dire dans la zone de surfusion critique et prés de la transition vitreuse.

C - Mesures diélectriques a basses fréquences :

L'étude diélectrique faite & hautes fréquences a montré que les plages de relaxation des solutions
cryoprotectrices aux températures de transitions se situent & des fréquences assez basses. Nous avons
voulu protonger ces mesures en sonrdant les solutions sur la gamme de fréquences [02 Hz - [05Hz.
Nous avons utilisé pour cela un pont d'impédance automatique.

C.1 - Cellule de mesure a basses fréquences :

Nous avons cherché & corriger un des écueils du dispositif de mesures A hautes fréquences : celui des
vitesses de refroidissement trop faibles dans la solutien. Pour suivre au mieux la vitesse programmée
dans l'enceinte du Nicool, il faut une grande surface d'échange, une faible capacité calorifique et une
conductivité thermique trés importante. Nous avons utilisé un condensateur cylindrique & gir {capacité
variable utilisée pour accorder des antennes dans la zone 0 - 100 pF) représenté i la figure 4.12. Cette
geométrie dans laquelle nous pouvons introduire les solutions cryoprotectrices nous permet de faire
des mesures aussi bien au refroidissement qu'au réchauffement. Le condensateur est en aluminium
massif, ce qui garantit son étanchéité et optimise les transferts thermiques. It peut contenir enviren
0.75 ml de liguide. I est traversé en son centre par un tube de céramique qui sert de guide pour la
fermeture du condensateur. Sa résistance d'isolement est de [0°£2 environ. Elle est matériatisée par
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une conductance trés petite notée G'y. Sa capacité 3 vide (ou capacité active) C'y vaut 64 pF &

F'ambiante.
I X condensateur
>\|\ thermocouple

<

‘ ]
| _
|
1 |
X - ! [ celiule de mesure
v P $=10mm

Fig. 4.12 - Cellule de mesures diélectriques d basses fréquences.

C.2 - Principe des mesures a basses fréquences :

C.2.1 - Description du dispositif :

Les solutions cryoprotectrices 3 étndier sont introduites i la seringue dans le condensatesr,
L'ensemble est ensuite placé dans le Nicool. Pour suivre la température, un thermocouple est glissé
dans le tube de céramique central du condensateur. il donne la température du diélectrique 4 0.5%
prés.

Un analyseur d'impédance 2 basse fréquence Hewlett-Packard (HP4192 A) commandé par vn
ordinatenr enregistre la valeur de la capacité ' et de la conductance G' de la ceflule & partir d'une
mesure en 4 fils. La mesure est automatique et prend comme modéle de catcul un montage capacité-
résistance en paraliéle représenté i la figure 4.12. Une tension sinusoidale fréquence variable est
appliquée au bornes du condensateur (tension efficace de 1V). Une détection synchrone permet
d'isoler aux fréquences choisies le signal en phase {proportionnel & G et celui en quadrature
(proportionnel & C'). A chaque prise de mesure, les valeurs de la temnpérature, de la capacité, de la
conductance et de Iz fréquence sont enregistrées simultanément.

C.2.2 - Caicul des paramétres diélectriques :

2.2.1 - Effet de polarisation :

Les systemes hialogiqnes ne sont pas des iselants purs. Ils ont une petite conductiviié i cause des
Electrolytes qu'ils contiennent [4/3]. Il y a donc un autre phénoméne dissipatif qui intervient, distinct
de celut dii 2 |a relaxation diélectrique : celui des pertes ohmigues, lides au déplacement des molécules
chargées sous l'influence du champ extérieur, Nous ne pouvons pas isoler cette contribution ionique
dans le liquide au niveau des mesures. En effet, la couche d'ions au niveau des électrodes modifie 1a
distribution du champ électrique dans le liquide, ce qui provogue une angmentation de la capacité
mesurée, Ce phénomene est appelé polarisation des électrodes [4/20]. I est accentué par la présence
d'une couche d'isolant (alumine} sur les électrodes du condensateur. Le dispositif de mesure est alors
stmilaire 3 un condensateur électrochimique avec une grande capacité, Pour éliminer ce probléme, il
faudrait réduire 1a conductivité des solutions et enlever la couche d'oxyde de 1a surface des électrodes
pour avoir un meilleur contact, ce qui est inenvisageable, Expérimentalement, nous avons observé
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que cet effet est fortement atténué  haute fréquence (3 partir de 100 kHz) et a basse températore. Pour
en tenir compte dans nos résultats, nous définissons une permittivité apparente £,,, du diélectrique
telle que :

g

=E; +e Cl‘Z £ = pularisalinn+£;; (C421)

£ larisativn rapp —
PO a PP 80 @

’
Fapp

"

Le facteur de perte effectif €/,
du diélectrique et celui 1  [a conductivité de polarisation notée Gpolarisation-

englobe ainsi les deux mécanismes d'absorption de puissance : celui

2.2.2 - Schéma électrique de la mesure :

Théoriquement, le schéma électrique équivalent de notre montage est celui présenté & la figure 4.13.
En notant respectivement C, et G, {a capacité et la conductance de la cellule de mesure pleine de
liquide, il differe en deux point de celui de la figure 4.12 :

| - Une capacité C, est ajoutée en parailéle i C), Elle est lide au

montage €lectrique de [a cellule.
| g G, 2 - Une inductance L, est ajoutée en série avec l'impédance
- compiexe de la cellule {environ 10-7H). Elle représente
l'inductance propre de la cellule et des connexions dont
I'importance devient sensible pour des fréguences supérieures a

L, quelques mégahertz. Nous estimons que cette inductance modifie
de 30% environ nos mesures de capacité et de conductance au
deld de [0 MHz, mais pour des fréquences inférieures 2 | MHz,
Fig. 4.13 - Cellule réelle l'erreur est déji inférieure A 2%.

Nous avons limité la fréquence maximale de nos mesures 4 2MHz de maniére & négliger en premidre
approximation la capacité parasite C, et la self inductance L. A partir des grandeurs électriques C'y et
G'y mesurées pour le condensateur a vide, et celles mesurées pour le condensateur rempli de solution
C'et G, nous remontons aux caractéristiques diélectriques de la solution par :
T J— ’
» O=C=g,, G
- eyl #” ’
* G'=G =Gy+el,, Cio

En négligeant la conductance G'y de la cellule vide (sa valeur est en dessous du seuil de détection de
l'appareil}, ncus avens -

z c' ’” G'
E: app = 7| CL]Er app = o (€4.22)
g 0

C.2.3 - Limites de ce modéle :

Les limites de cette méthode sont [iées A linstrumentation et aux difficultés que posent les études sur
la matigre organique, Il y a quelques problémes de reproductibilisé, méme si la cellule de mesure est
soigneusement nettoyée entre les tests. Par ailleurs, [e remplissage du condensateur aves les liquides
n'est jamais strictement identique et des problémes de débordement, peut-&tre lids aux forces de
capillarités, aux vibrations dans l'enceinte du Nicool ou aux changements de volums i cause de la
cristallisation, nous obligent i réajuster fe niveau de liquide entre chaque cycle de refroidissement et
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de réchauffement. Nous ne pouvons donc pas garantir que la méme quantité de liquide soit explorée &
chaque fois. Mais en pratique, les variations que cela provoque restent faibles {de 1 2 3%), ce qui
nous permet d'avoir des mesures d'assez bonne qualité compte tenu de Ta simplicité de notre
dispositif,

Enfin, nous ne pouvons pas éviter la contraction de la cellute métallique lors des refroidissements.
Elle entraine une variation systématique de C'pqui pourrait d'ailleurs 2tre prise en compte si la
nécessité de mesures plus fines s'imposait : elle varie presque lindairement de 1 a 2% selon 1a
{réquence quand la température passe de 293K 4 143 K. Pour le traitement numérique des mesures,
nous avons piis la valeur moyenne, sur notre gamme de fréquences, des capacités C'y mesurées i la
température moyenne de 218K, soit 63 10-12 F & 2% prés.

C.2.4 - Validation du modéle :

Pour s'assurer de fagon purement

40 e

expérimentale que les approximations £ Y :a;,.'ﬁ-l, LR
i g 35F  + By Mesuré gy 3
faites nous permettent malgeé tout 3 e | ¥ *'4%\5
d'obtenir des résultats exploitables, s0f  * Fee B0 |"' 4
nous avons réalisé une série de 25E ? 3
mesures préliminaires avec du glycérol 20 F f _é
pur et nous avons trouvé les résultats b ',ﬂ E
publiés par d'autres auteurs [1/44] 4 15? S E
5% prés en amplitude. L'accord est | 10F o 3
satisfaisant mats nous avons un petit E ._..--.',_4{ E
décalage en température lié a la [ © WA AR S L., |, T
position centrale du thermocouple qui 160 180 200 220 240 260 280
mesure une température légérement Température (K)
inférieure & la température moyenne de W T T ]
ia solution lors du réchauffement, [ s €, mesuré f ]
) . + e, (5110} . :
Nous avons également réalisé des I5F i ol ® .
mesures dans du 1.2-PD pur et nous G 3
avons comparé nos résultats aux ok f * b
travaux réalisés au Laboratoire de [ ¥ | +‘$ ]
Physique des Matériaux de t PRI .
I'Université de Saint Etienne [4/21]. 5r E | % ]
Nous retrouvons aussi leurs valeurs & r s ! *t.'} ]
5% prés (figure 4,14). Compte tenu de N FEEn 1““"##' Ll ,ﬁwﬁ.’l
notre volonté de faire des mesures au 160 180 200 220 240 260 280
cours de balayages rapides en Température (K)
température, la précision de nos Fig. 4.14 « Mesures dans le 1.2-PD pur au
réchauffement & 2 MHz

résulbtats nous parait satisfaisante,
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C.3 - Etude de solutions a basses fréequences :

En continuité avec les expériences réaiisées & hautes fréquences, nous avons poursuivi l'étude du 1.2-
PD. Nous avons également eatrepris 'étude du 2.3-BD. Ce sont tous les deux des liquides polaires A
liaisons hydrogéne, miscibles & I'sau en toute proportion. Il nous a paru intéressant de les érudier
purs avant de les analyser dans de l'eau.

C.3.1 - Etude du 2.3-butanediol pur :

3.1.1 - Analyse spectrale :

Il s'agit d'analyser, pour une température donnée, I'évolution de €, ., en fonction de la fréquence.
Nous ne représentons que les résultats obtenus avec le 2.3-BD car les conclusicns sont identiques en
ce qui concerne le 1.2-PD. Nous nous limiterons A l'analyse de I'état liquide, c'est-a-dire que nous ne
travaillerons pas en dessous de la température de transition vitreuse Ty (192K pour le 2.3-BD [1/46])
car dans notre gamme de fréqueace, nous n'y observons aucune relaxation. Nous remarquons sur la
figure 4.15 que €', ,p, diminue quand la fréguence augmente. Cette diminution montre gue les dipbles
moléculaires deviennent progressivement incapables de suivre les changements de direction du champ
électrique. Parallélement & cette diminution du taux de polarisation, il y a une absorption d'énergie par
le milieu diélectrique qui devient maximale au sommet du pic de relaxation d'el,  (au point

rapp

d'inflexion de €7,,,) [4/20]. Notons sur cette courbe les remontées de &7, pour des fréquences

inférieures 4 1 kHz. Elles manifestent le phénoméne de polarisation des &lectrodes.
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Fig. 4.15 - Analyse spectrale de la permittivité du 2.3-BD pur pour différentes températures

3.1.2 - Mesures i fréquence fixe en fonction de la température :

Pour une fréquence donnée, nous retrouvens lorsque ia température diminue (figure 4.16 pour le 2.3-
BED et 4.14 pour le 1.2-PD) des phénoménes semblables A ceux de la figure 4.15, Nous observons
que plus la fréquence augmente, plus la résonance se produit & haute température, c'est-i-dire lorsque
I'état de fa solution laisse aux moiécules la liberté nécessaire a leur relaxation 4 la fréquence choisie.
Inversement, plus la température se rapproche de T, plus les molécules se figent et s'orientent
difficilement dans le champ, donc deviennent difficile & faire relaxer, & moins que la fréquence du
champ ne diminue elte aussi. En dessous de T,, nous estimons qu'il favdrait travailler 4 des
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fréquences de {'ordre de quelgues dizaines de millihertz [1/44,4/21] pour pouvoir observer le
phénoméne de relaxation.

a0
35k
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25 f
20f
15t
10f
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160 180 200 220 240 260 28CG 300
Température (K)

Fig. 4.16 - Mesures dans le 2.3-BD pur au refroidissement pour différentes fréquences

3.1,3 - Diagramme Cole-Cole :

L'étude précédente montre que les dialcools purs sont le sidge d'un phénoméne de relaxation
diélectrique. En supposant un temps de relaxation unique, les expressions de Debye (C4.5) donnent -

2 2
(e'——-es ;E“) +e7? :(——ss ;E“ ] (C4.23)

Clest 'équation d'un cercle dans la représentation de Cole-Cole (e" en fonction de €). Mais 1a courbe
classique en demi-cercie n'est valable que dans le cas d'un phénoméne & ternps de relaxation unique,

Nous avons tracé le diagramme Cole-Cole du 2.3-BD pur (figure 4.17)
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Fig. 4.17 - Diagrammes Cole-Cole & différentes températures dans le cas du 2.3-BD pur,
Le nombre a coté des points est la fréquence en kHz.

Le demi cercle est déformé dans 1a région des basses fréguences & cause de |a polarisation d'électrode
qui se superpose aux mécanismes de relaxation. 1l est aussi légerement aplati et non symétrique,
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Nous remarquens par ailleurs que plus la température se rapproche de Ty, plus €5 augmente (figure
4.17). Une augmentation des processus d'associations entre molécules dans la zone de transition
vitreuse [4/21] peut expliguer ce résultat. Mais lorsque la température diminue, l'agitation thermique
devient moindre, donc il est normal que le champ déplace les molécules d'une fagon plus efficace,
d'oll l'augmentation de 5. Ainsi, le 2.3-BD ne montre pas un comportement de type Debye. Ce
résultat est assez habituel dans le cas des polyalcools [4/22]. En fait, sculs les aicools primaires de
faible poids moléculaire ont un comportement de type Debye pur [4/23] car les aleocls plus lourds ont
des chaines plus longues i réorienter. L'écart A F'idéalité de Debye peut s'interpréter par l'sxistence
d'une distribution continue,des temps de relaxation [4/22] représenté par différents modgles. Le plus
général est celui d'Havriliak-Negami [4/24} que certains auteurs utilisent aussi pour traduire le
compertemnent de liquides sous-refroidis [1/44,3/20]. Ce modéle pose :

_L__ELT (C4.24)
. I=o
[1+(jere,) ™|

Nous I'avons appliqué a la solution de 2.3-BD pur. Nous nous sommes limités 4 la température de
219K car notre gamme de fréquences nous permet d'y parcourir tout le demi-cercle, Avec les
paramétres suivants : £5=38.6, £, =3, 1p=2.3 105, ct=0.08 et §=0.59, nous retrouvons bien
l'atlure de ia courbe obtenue expérimentalement (figure 4.18). La distribution correspondante des
temps de relaxaticn est donnée 4 la figure 4.19.

E=g,, +
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Fig. 4.19 - Distribution des 0.4
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BD pur
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C.3.2 - Etude des cryoprotecteurs dans l'eau :

321 -

Nous avons choisi des concentrations de cryoprotecteur assez élevées afin d'éviter une cristallisation
trop importante de P'eau qui pourrait endommager le condensateur, 1 s'agit de 45% pour le 1.2-PD et
de 37% pour le 2.3-BD. Leurs caractéristiques mesurées en calorimétrie différentialle A balayage sont
regroupées dans le tableau 4.3 présenté ci-dessous :

Nature des solutions analysées et conditions de mesures :

nature Veer Ve T Ty 8 20°C/min | T4 4 20°C/min
45%1.2-PD + eau 10°C/min _40°C/min 246K 169.5K 2285K
37%2.3-BD + ean 20°C/min 1250°C/min 257K 176.2K 2135K

Tableau 4.3 - Caractéristiques thermiques des solutions cryaprotectrices

Cette émde a deux objectifs :

* mettre en évidence une réponse didlectrigue différente entre Uétar vitreux des solutions et V'étar
eristailin de la glace,

= faire une exploration des solutions hors équilibre, c'est-h-dire en traversant des état instables tels
que celui du Hquide en surfusion (c'est en ce point que notre approche se différentie de celle
choisie par d'autres auteurs qui travaillent avec des solutions fortement concentrées exn
cryoprotectenrs et des variations en température trés lentes [4/21]).

Pour chaque type de solution, nous avons donc réalisé deux séries de mesures, entre 20°C et - [50°C :

* lors d'un gefroidissement rapide & -40°C/min (vitesse programmée de 60°C/min) pour vitrifier
totalement les solutions,

» lors d'un refroidissement lent & -0.5°C/min (vitesse programmée de 0.5°C/min) pour avoir une
cristallisation partielle de I'sau et analyser l'effet de cette cristallisation.

Entre les refroidissements, nous avons également fait des mesures pendant le réchauffement {autour

de 20°C/min).

3.2.2 - Etudes de la solution 3 45%1.2-PD dans l'ean :

Nous avons rapporté sur les figures 4,20 & 4.23 les valeurs des permittivités mesurées lors des
différents traitements thermiques dans la solution 2 45%1.2-PD dans l'eau. Nous avons tracé Jes
courbes isofréquences entre 100Hz et 1 MHz. Pour les plus basses fréquences, l'effet d'électrode se
manifeste par une augmentation brutale de €{upp €t €Ly SUT les courbes, Pour des raisons de clarté,
nous avons coupé ces branches lorsquielles peuvent nuire & la compréhension des figures.

3.2.2.1 - Cas du refroidissement rapide 4 -40°C/min :

Les mesures réalisées lors du refroidissement rapide conduisent 4 des courbes de E{yp L B, €N
lignes brisées & cause du nombre limité de peints (figure 4.20). Nous retrouvons quand méme I'allure
des courbes en isofréquence en fonction de la température de ta figure 4.16. En absence de toute
cristallisation, nous sondens un liquide de plus en plus visqueux et nous constatons dans notre
domaine de mesure, que le maximum de relaxation se produit entre 170K et 220K, c'est-a-dire dans
la zone de liquide surfondu. Comme attendu, nous observons qu'en se rapprochant de la température
de transition vitreuse T, (166 K 2 2.5°C/min), je maximum de relaxation se produit & plus basse
fréquence. A 100 Hz, il apparait une cassure trés nette sur €/ ypp £ Moins évidente sur €] (zone
grisée sur la figure} entre 165K et 170K c'est-d-dire aux envirens de T, 1} se pourran Gue cet
accident refléte le passage de la transition vitreuse qui fige fes molécules dans Letat sitreuy ef abuisse
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ainsi le taux d'absorption par relaxation, d'ol fa chute de £/, et 7, .

probieme de mesure lié 4 ta difficulté d'acquisition & grande vitesse.

3.2.22 - Cas du réchauffement apres le refroidissement rapide ;

La figure 4.21 superpose l'effet d'vn réchauffement 4 20°C/min environ 4 celui du refroidissement
rapide pour des fréquences de 10 & 100kHz. Les courbes de ], obtenues au réchauffement sont
trés différentes de celles trouvées au refroidissement. Elles présentent des anomalies 3 températures
fixes qui ne varient pas avec la fréquence. Il s'agit de la cristallisation au réchauffement d'une partic
de P'eau & 227K puis de sa fin de fusion a 246 K. Ces températures sont proches de celles
déterminées en calorimétrie, Ainsi, lorsque 'eau commence i cristalliser vers 200K, certaines
molécules sont piégées dans 'état solide (glace) et ne sont pius polarisables. €7 ypp diminue alors
jusqu'a la fin de la cristallisation, température & laquelle commence la fusion de la glace formée. Les
molécules d'eau sont peu & peu libérées et le taux de polarisation augmente & nouveau pour rejoindre A
T, les courbes obtenues au refroidissement car il s'agit du méme état liquide. Au niveau des courbes
en €y, nous observons une anomalie. A 10kHz, apres le pic de relaxation centré sur 185K
(comme celui relevé au refroidissement) qui correspond a la réponse de I'état liquide surfondu, il se
produit une seconde refaxation vers 227 K. Nous l'associons i la présence de glace dans la solution &
cette température. A 10k Hz, la glace peut étre polarisée et donc relaxer, mais & 100kHz, la fréquence

est (rop élevée pour permettre aux molécules d'eau dans Ia glace de se réorienter.

Mais peut-&tre s'agit il d'un

3223 - (Cas durefroidissement fent & -0.5°C/min ;

Afin d'observer l'effet d'une cristallisation au refroidissement, nous avons étudié le refroidissement
de la solution & une vitesse inférieure 1 la vitesse critique de refroidissement aux mémes fréquences
que celles de la figure 4.20. Nous observons trés nettement (figure 4,22) l'effet de la cristallisation
sur les courbes de g7, entre | MHz et 10kHz. Elle se produit 4 240K, soit environ 6K en dessous
de Ty, (ce décalage correspond & une iégére surfusion) et elle induit une diminution de plus d'un
facteur 2 sur g, & la fin de la cristallisation (227 K). Moins de dipéles contribzent au mouvement
car ils sonl immobifisés dans la phase cristallisée. En dessous de 227K, les courbes Elapp AU
refroidissement lent semblent rejoindre celles du refroidissement rapide, si ce n'est que la solution qui
vitrifie alors a une composition différente du verre qui se forme au refroidissement rapide puisqu'elle
est surconcentrée en cryoprotecteur. Comme nous I'avons observé lors des mesures 4 hautes
fréquences, les courbes sont alors décalées vers les hautes températures. Ce déplacement iraduit juste
le fait que pour une température donnée, les molécules sont moins mobiles & cause de la viscosité
€levée de la solution, donc seule une fréguence plus basse permet de les faire relaxer, Ainsi, pour une
fréquence donnée de 1kHz par exemple, la solution surconcentrée présente un maximum de
relaxation & une température plus Elevée (190K, figure 4.22) que celle de la sofution initiale {_175K,
figure 4.20).

Entre 1 MHz et 10kHz, nous n'observons aucune anomalie sur Erapp Si c8 M'est que la valeur
maximale obtenue an sommet du pic de relaxation est inférieure A celle obtenue en absence de
cristallisation {figure 4.20), et que les pics se sont décalés vers les hautes températures car la solution
s'est surconcentrée en cryoprotecteur. A 1kHz et 100Hz, la forme des courbes est plus difficile 2
interpréter. Pour 7, aous voyons apparaitre plus ou moins nettement une deuxiéme relaxation :
celle due & la glace qui n'est plus inactive du point de vue diélectrigue  ces fréquences (son maximum
d'absorption se situe légdrement au dessus de 1kHz [4/2]). Cette relaxation atténue la cassure sur

, - P N ) . "
€/ app 2PTES 1 cristallisation, et conduit méme A une augmentation de €/ ypp PAr rapport aux valeurs de
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obtenues sans cristallisation (figure 4.20).

3224 - Cas du réchauffement aprés le refroidissement lent :

Contrairement au réchauffement présents i la figure 4.21, nous partons cette fois d'un Stat mixte avec
du verre et de la glace (g, vaut environ 6% d'aprés les mesures de calorimétrie [1/26]). Nous
n'avons enregistré qu'un seul réchauffement 3 [0kHz aprés le refroidissement & -0.5°C/min. La
figure 4.23-permet de comparer les résultats obtenus 4 cette fréquence. La courbe de E{ypp TESSEMbE
beancoup & celle du refroidissement lent, sauf au niveau de la cristallisation qui s'achéve 4 235K au
lieu de 227 K. La surfusion apparait parce que la température de fin de fusicn (246 K) est différente
de ta température du début de cristallisation au refroidissement. Par contre, les courbes de Eyapp SONL
identiques et présentent une légére remontée autour de 220K due 2 la relaxation de la glace, avant
I'effet de polarisation des électrodes qui masque les différences éventuelles qui pourraient apparaitre

comme sur €. par l'effet de surfusion.

3.2.3 . [Etudes de la solution i 37%2.3.BD dans l'eau :

Nous reproduisons sur les figures 4.24 4 4.27 les résultats correspondants 2 [a solution de 37%2.3-
B> dans I'eau. Nous observons exactement le méme type de phénoméne que dans le cas de Ia
selution & 45%[.2-PD), mais les températures de transition sont différentes car il ne s'agit pas du
méme cryoprolecteur.

3.2.3.1 - Cas du refroidissement rapide :

Lors du refroidissement & -40°C/min, la vitesse est suffisante pour éviter toute cristallisation. Nous
mesurons donc les propriétés de la solution dans 1'état liquide, I'état surfondu puis I'état vitreux, Mais
entre 100Hz et | MHz, l'expérience montre (figure 4.24) que les relaxations se produisent
principalement dans I'état liquide surfondu comme pour 45%1.2-PD. L'évolution des € app AU
sommet des pics de relaxation est étrange, avec un maximom 3 10kHz. 11 s'agit peut-&tre d'une
anomalie mise sur le compte des difficultés pour I'apparei] de faire des mesures a grande vitesse de

refroidissement, c'est-3-dire pour des vasiations rapides de la permittivité,

3.2.3.2 - Cas du réchauffement aprés le refroidissement rapide :

Pour comparer I'effet du réchauffement a cefui du refroidissement rapide sur la permittivité
diélectrique, nous avons retenu la fréquence de [0kHz car nous savons qu'a cette fréquence, nous
pouvons cbserver ia relaxation de la glace. Deux grandes différences apparaissent (figure 4,25) :

* lachutede €7, qui coincide avec le deuxieme pic de relaxation en E{app AUtour de 215K (d'apras
les mesures de calorimétrie, il s'agit de la température T,y au sommet du pic de cristallisation au
réchauffernent 4 20°C/min),

* laremontée de €/, qui rejoint la courbe obtenue au refroidissement 3 257K, c'est-i-dire 4 fa
température de fin de fusion T, de cette solution cryoprotectrice. Pour des températures
supérieures, le méme état de la solution est exploré dans les deux cas et les courbes de €l app
tendent 4 se superposer, tandis que P'évolution de Eypp €St masquée par l'effet de polarisation
d'électrodes.

Les mémes phénomenes ont é1é observés pour la solution & 45%1,2-PD 4 une différence prés : entre

Tyet Ty, €y, N'augmente pas ici directement. Nous attribucns ce résultat 4 1a présence de I'hydrate

du 2.3-BD qui cristallise as réchauffement vers 225 K. Cette cristallisation entraine une légere

diminution de €7,,,. L'hydrate fond ensnite vers 243K, ce qui produit une 1égére remontée de € app
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avant celle provoquée par la fusion de la glace, Ces tfempératures coincident avec celles mesurées en
catorimétrie pour des vitesses de réchauffernents entre 10°C/min et 20°C/min.

3233 - Cas durefroidissernent lent ;

Dans le cas des mesures lors du refroidissement lent 4 -0.5°C/min, nous observons sur la figure 4,26
les mémes différences avec la figure 4.24 que celles présentées dans le cas de la solution 4 45%1.2-
PD (figures 4.20 et 4.22). Cependant, la cristallisation se produit ici vers 253 K (soit une.surfusion
de 4K plus petite que celle obtenue avec 45%1.2-PD) et la diminuiion qu'elle entraine sur €], est
targement supérieure i celle obterue avec la solution & 45%1.2-PD. Ce résultat montre que la quantité
de glace formeée est plus irﬁportante dans la solution & 37%2.3-BD (gmax = 10%). Cette remarque est
rapp & 100Hz et | kHz, par rapport  celles mesurées aux
autres fréquences (pour lesquelles 1a glace est inactive).

corroborée par les valeurs élevées de €

3.2.3.4 - Cas du réchauffement aprés le refroidigsement lent ;

Comme l'indique 1a figure 4.27, 'évolution de ta permittivité avec la température est sensiblement la
méme au cours du refroidissement lent et du réchauffement snivant. Tout a cristallisé lors du
refroidissement donc nous n'observons plus comme sur la figure 4.25 'effet de la cristallisation au
réchanffement, pas plus gue Feffet de I'hydrate. La seule différence se situe entre 245 K (température
de fin de cristallisation au refreidissement) et 257 K. Au refroidissement, la cristallisation se produit &
plus basse température que Ty, & cause de la surfusion et la variation de &7, est plus brutale car il
s'agit de cristallisation par nucléation hétérogéne. Comme dans le cas du 1.2-PD, notre interprétation
sur I'évolution de €/, reste incompigte A cause de la conduction qui devient importante 4 basses
fréquences et qui géne les observations.

C.4 - Conclusion sur les mesures a basses fréquences :

En travaillant entre 100Hz ¢t | MHz, il semble que nous puissions faire relaxer des solutions
suffisamment concentrées en cryoprotecteur dans 'état surfondu instable en agissant sur la
dynamique du refroidissement. A notre connaissance, ce type de mesure diélectrique en dynamique
n'avait encore jamais été réalisé. Il pose en effet des problzmes expérimentaux que nous n'avons pas
tout & fait résolus, en particulier au niveau de la saisie des données i grande vitesse. Mais notrs
méthode donne quand méme des informations intéressantes sur le comportement des solutions

- Nous pouvons repérer  partir des enregistrements de €, les différents états de notre solution
avec les différentes phases en présence en faisant varier la fréquence de mesure. En effet, nous
observons aux plus basses fréquences denx pics de relaxation en présence de glace : un pour.la
glace et l'autre pour Je mélange résiduel. Ce résultat avait déja éié observé par d'autres auteurs
[3/17] mais dans les mélanges riches en eau.

- A condition d'utiliser la fréquence appropriée, nous pouvons observer toutes les transitions
Iraversées au cours des refroidissements et des réchauffements. Seules les mesures dans ['état
vitreux sont impossibles car elles nécessitent des fréquences encore plus petites. Mais dans
l'optique du réchauffement par onde électromagrétigue, nous n'avens pas besoin d'avoir une
absorption maximale dans cet état, Seule la traversée sans dommage de Pétat liquide surfondu
particutitrement instable nous importe, et c'est exactement le domaine d’exploration de aos
mesures i basses fréquences.
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D - Etude des temps de relaxation :

Pour compléter I'étude diglectrique, nous proposens de suivre 'évolution thermique des temps de
relaxation des solutions cryoprotectrices dans 1'état liquide surfondu, Le temps de relaxation 1 est
défini par: 2nvt=1 avec v la fréquence de relaxation lorsque le facteur de dissipation est maximal.
Pour une étude en isofréquence, le temps de relaxation est done associé A la température & laquelle le
pic de relaxation passe par son maximum,

D.1 _Lois de variation thermique de 71 ;

D'aprés Debye, pour une molécule sphérigue de rayon r plongée dans un milien de viscosité 1), le
temps de relaxation 1 est donné par :

- 4mmr?
kT

T

o T est la température du milieu. Lorsque cette température diminue, la viscosité augmente. Ce
modéle simple montre donc que le temps de relaxation augmente quand la température diminue,
Plusieurs relations traduisent cette évolution thermique. La plus simpte est 1a relation d'Arrhénius ;

—H|=

1=1,e (C4.25)

Elle est toujours valable sur une gamme de mesures restreinte. Mais sur un nombre élevé de décades,
pratiquement aucun composé ne suit la foi d’Arrhénius car c'est une approximation locale. Pour
corriger les écarts A la loi d'Arrhénius, Vogel [4/25], Fulcher [4/26), puis Tamman et Hesse [4/27]
ont proposé une relation (notée VET) :

-
1=1e (C4.26)

Les grandeurs 1;, B' et T'; sont supposées constantes et caractéristiques du liquide. Cette relation est
trés souvent utilisée pour étudier la relaxation (parfois notée o) qui se produit au-dessus de 1a
température de transition vitreuse [4/28] dans le cas des polymeres et des milieux désordonnés. Elle
stipule que le temps de relaxation diverge & T=T. L'origine de cette température est trés
contraversée. Certains auteurs la considérent comme un artefact de cajeul. Pour d'autres [4/29], cette
température est voisine de T,-50K, c'est-3-dire de 1a température de Kauzmann Ty ol la différence
d'eniropie entre I'état liquide surfondu et Pétat cristallin devient nulle,

D.2 - Etude expérimentale de la relaxation :

Neus avons suivi la variation thermique du temps de relaxation qui se produit & une température
supérigure & celle de la transition vitreuse dans les solutions de 45%1.2-PD et 37%2.3-BD. Nous
avons fait cette étude 4 la fois pour des refroidissements lents et des refroidissements rapides. Mais
pour les refroidissements lents, le calcu! des temps de relaxation a &té restreint 4 la zone de liquide
surfondu {entre 1a cristallisation de la glace et la température de transition vitreuse), sans tenir comple
du deuxiéme pic de relaxation éventuellement détectable aux basses fréquences, dil & la cristallisation
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de glace. Nous avons ajouté les temps de relaxation déterminés & hautes fréquences pour la solution 4
45%1.2-PD refroidie lentement {cf. figure 4.8). Il s'agit des points mesurés dans I'état liquide stable
{c'est-a-dire pour une température supérieure A la température de fin de fusion). Les valeurs de 1
obtenues sont données anx figures 4.28 et 4.29, en fonction de la solution considérée et de la vitesse
de refroidissement. Sur la figure 4.28, nous avons essayé de représenter les variations thermiques de
T par une [oi d'Arrhénins. Les constantes correspondantes sont rapportées dans le tableau 4.4,

Theéoriquement, la valenr de T, est homogéne & un temps de relaxation : lim1(T}=x,.
T—m

Or les valeurs obtenues sont aberrantes par rapport a l'ordre de grandeur des temnps de relaxation des
systémes moléculaires, Le T de I'eau par exemple vaur 17.8 101252 0°C et 3.22 10-'2 5 4 75°C [1/12].
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Fig. 4.28 - Représentation de §T) par une loi d'Arrhénius
nature tefroidissement T (s) B’ (K)
45%1.2-PD tapide 1,99 10 8.2 basse fréquence
45%1.2-PD lent 1.49 1631 1.9 basse fréquence
45%1.2-PDr lent 6.05 10-1° 3.1 haute fréquence
37%2.3-BD rapide 4.21 1020 6.3 basse fréquence
37%2.3-BD lent 4.95 1033 14,3 basse fréquence

Tableau 4.4 - Parameétres de la loi d'Arrhénius

La représentation d'Arrhénius n'est donc pas adaptée & nos échantillons. Par contre, la loi VFT donne
une représentation satisfaisante des varjations thermiques des temps de relaxation, quel que soit la
sofution considérée, Le tableau 4.5 regroupe les valeurs des paramétres correspondants suivant les

conditicns de refroidissement,

nanire refroidissement Ty (K) T) {8) B' (K}
45%1.2-PD rapide 125 5.09 1012 0.9
45%1.2-PD lent 130 1.47 10°5 1.6
37%2.3-BD rapide 35 3.44 108 0.3
37%2.3-BD lent 165 8.56 1012 1.5

Nous vérifions donc que pour les deux solutions, nous avons bien 2 faire A un processus de
relaxation thermiquement activé, mais que seule loi de Vogel Fulcher et Tamman en donne une

Tableau 4.5 - Représentation de 4T) par la loi VFT
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représentation satisfaisante, L'accord semble correct, que ce soit dans 'état liquide surfondu ou dans
I'état liquide stable. Ce résultat est d'ailleurs surprenant. Selon certains auteurs, I'équation de Vogel
Fulcher et Tamman n'est valable que sur un intervalle de température compris entre T, et T, [4/29],
oil T, représente une température de recouvrement entre fes deux régimes de dépendance en
température pour le temps de relaxation : celui d'Arrhénius pour I'état tquide, et celui de Vogel
Fulcher et Taynman pour I'état liquide surfondu.
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Fig. 4.29 - Variation thermique des temps de relaxation

D.3 - Interprétation des variafions en temperature :

Comme l'indiquent les figures 4.28 et 4,29, |a variation en température du temps de relaxation est
spécifique 2 chaque solution étudiée. Elle doit dépendre de la taifle des molécules en solution, de leur
nature et du type de liaisons intermoléculaires. Ainsi, le temps de relaxation de la glace par exemple
est 10° fois plus grand que celui de I'ean, ce qui montre que les molécules d'ean se réotientent plus
facilement dans I'état liquide que dans I'état cristallin [4/12] (structure moins rigide),

Ici, nous travaillons avec deux dialcools assez proches, e 1.2-PD et le 2.3-BD. Mais il est difficile
d'interpréter les différences relevées au niveau des temps de relaxation d'un cryoprotecteur a 'autre
car ils ne sont pas lestés en méme quantité (%p/p on 2 Py équivalent). Nous constatons seulement,
d'aprés 4.28 (variation de T selon la loi d'Arrhénius) que pour une température donnée, les temps de
relaxation mesurés au refroidissement rapide sont assez voisins, avec une légere supériorité au niveau
de la solution & 45%1.2-PD dans P'ezu. Nous expliguons ce résultat en terme de “pouvoir
cryoprotecteur” des solutions. Les vitesses critiques de 1a solution 2 45%1.2-PD sont sensiblement
plus petites que celles de la solution & 37%2.3-BD (cf. tableau 4.3). Cela signifie que les molécules
sont beaucoup plus liées pour géner la cristaliisation et 4 une température donnée, ces liaisons
augmentent la valeur du temps de relaxation. Le cas du refroidissement lent est plus délicat analyser
dans [a mesure ot les temps de relaxation ne sont plus ceux des solutions initiales, mais ceux du
liquide résiduel obtenu aprés cristallisation partielle de glace. Les valeurs plus élevées mesurées dans
la solution & 37%2.3-BD vont dans le sens d'un liquide résiduel trés concentré en cryoprotecteur par
une cristallisation importante de glace, ce qui n'est pas incohérent avec les valevrs de Qmax Obtenues
en calorimétrie différentielle pour ces solutions. Dans ce qui suit, nous limiterons notre analyse &
l'effet de la vitesse de refroidissement sur les paramatres de la loi de Vogel, Fulcher et Tamman.
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DA - Analyse de 'énergie d'activation :

Au cours Ju refiodissement rapide (sans cristallisation), nous étudions I'évolution du temps de
relaxation propre i la solution que nous avons préparée. Au cours du refroidissement lent (avec
cristallisation partielle), nous étudions I'évolution du temps de relaxation du liquide résiduel,
surconcentré en cryoprotecteur par rapport  la solution initiale. $'il est plus concentré, sa viscosité
est supérieure a toute température. Les liaisons entre 'eau et les molécules de cryoprotecteur
deviennent plus fortes et/ou plus nombreuses, ce qui géne l'orientation des dipdles sous Feffet du
champ. Ce phénomene doit donc se traduire par une augmentation de 1'énergie d'activation nécessaire
pour faire relaxer les moléeules. Cette énergie d'activation est proportionnelle 3 B'. En pratique, nos
résultats vont dans ce sens. La pente des courbes augmente quand la vitesse de refroidissement
diminue. Notons au passage que B' est toujours supérieur dans le cas de la solution 4 45%1.2-PD,
c'est-i-dire de celle qui a la meilleure stabilité de Yétat amorphe. Le parametre B' (implicitement,
I'énergie d'activation) semble donc un indicateur intéressant de a stabilité de I'état surfondu,

D.3.2 - Analyse de la température limite T'y :

De la m&me fagon, l'effet de surconcentration proveque une augmentation de la température de
transition vitreuse du liquids résiduel, ce qui doit entrainer une augmentation de la température limite
T'p. Nos résultats expérimentaux vont aussi dans ce sens. Ainsi, & condition d'avoir fait auparavant
des mesures avec des solutions plus concentrées en cryoprotecteurs {3/17], nous pourriens
déterminer & partir de la relaxation du mélange résiduel obtenu aprés un refroidissement lent sa teaeur
en cryoprotecteur d'aprés [a variation thermique du temps de relaxation,

E - Conclusion générale sur les mesures
diélectriques

D'un point de vue trés général, I'étude des propriétés diélectriques des solutions cryoprotectrices
basse température présente un grand intérét, non seulement au niveau de la caractérisation, mats parce
qu'elte permet aussi d'appréhender la mobilité des molécules dans chaque phase, et celle qui disparait
par blocage brutal & la cristallisation de glace ou blocage progressif i I'approche de la transition
vitrense. Cette analyse est possible grice A la confrontation des propriétés thermiques des solutions
obtenues en catorimétrie et ['évolution des constantes diélectriques mesurées en dynamique. Ainsi, en
travaillant entre 100Hz et 10 GHz, nous avons pu ohserver la relaxation des solutions dans
I'état liguide et dans I'état surfondu. Nous avons aussi observé les pics de refaxation de
la glace aux plus basses fréquences. Mais les mesures dans 'état vitreux n'ont pas abouti car
elles nécessitent des fréquences trés petites auxquetles nous n'avons pas accs avec nos appareils de
mesure. Par ailleurs, l'analyse spectrale des solutions en cours de refroidissement ou de
réchauffement nous & permis de rendre compte de I'état de viscosité du milieu pai‘
I'analyse des temps de relaxation. Cette étude a pu &tre réalisée dans I'état liquide et I'état
surfondu, hors équilibre. Nous avons retrouvé les lois de variations thermiques des temps de
relaxation en milieu désordonné,
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En pratique, nous avons entrepris ces études comme travail préalable au réchauffement des organes
vitrifiés par ondes électromagnétiques afin d'obtenir des vitesses de réchauffement importantes et
homogénes pour éviter toute cristallisation. Or, les variables qui vont contrdler le réchauffement sont
la fréquence, la composition de la solution cryoprotectrice, et dans une moindre mesurz, 1a géométrie
utilisée pour produire le champ électromagnétique. La situation idéale pour réaliser un réchauffement
stable est de travailier avec une fréquence inférieure 2 la fréquence du maximum d'absorption dans
t'état surfondu pour &tre au maximum defficacité. Nous nous sommes rendu compte que les
fréquences des fours micro-ondes actuellement commercialisés ne sont pas adaptées a notre
probléme. Pour la solution & 45%1.2-PD dans I'eau, 1'absorption est maximale pendant la zone de
surfusion comprise entre T, et Ty (sait ici, 170K et 230K) avec une fréquence de 10kHz 3 quelques
100kHz. Pour la solution 3 37%2.3-BD} dans l'eau, cette zore s'étend de 175K 3 21SK et
I'absorption est maximale dans l2 méme gamme de fréquence. L'étude diélectrique montre donc qu'il
faudrait utiliser un dispositilf dans lequel la fréquence des ondes €lectromagnétiques
serait comprise entre une dizaine et une centaine de kiloherz pour éviter la cristaliisation
entre Ty et Ty.

Mais avant de concevoir le systéme de réchauffement, il reste encore plusieurs points 4 éclaircir :

* 1l faut étudier l'influence de I'organe sur Jes propriétés diélectriques et fa profondeur de pénétration

des ondes électromagnétiques,

* 1l faut gtudier l'influence des ondes électromagnétiques sur les systdmes biologiques pour écarter
tout risque de Iésions provoquées dans la garnme d'ondes utilisdes pour le réchauffement,

+ En ce qui concerne plus particulitrement le dispositif de mesures 4 basses fréquences, nous avons
une assez bonne précision sur les valeurs absolues de €/ et £”, Elle pourrait étre encore améliorée
en perfectionnant la synchronisation entre Vimpédancemétre et le scanner des températures, de
manidre & augmenter le nombre de mesures lors d'un refroidissement rapide. Cette amélioration est
en cours d'étude, Elle devrait nows permetire de tester d'autres concentrations en cryoprotecteurs.

* 1I faudrait aussi élargir la gamme de fréquences utilisées pour sonder la zone de tragsition vitreuse.
L'intérét de cette transition vient en effet d'étre accentué par la découverte d'une température
critique, supérieure 4 Tg, & partir de laquelle se produisent des changements qualitatifs dans les

processus dynamiques de relaxation {4/30).
+ 11 faudrait enfin étudier les, refaxations entre Ty et Tr, pour différentes solutions.

Le probleme du réchauffement par ondes électromagnétique est donc loin d'étre résolu. Il demande
méme des investigations encore plus poussées que la simple caractérisation diélectrique des solutions
cryoprotectrices. Toutefois, les méthodes non destructives que nous avons utilisées pourraient
trouver dans un futur proche d'autres applications d'un intérét majeur pour la cryobiologie. Elles
poeurraient par exemple. moyennant quelques modifications du dispositif, étre utilisées pour
détecter la formation de glace dans un organe en cours de vitrification, ou la
présence de glace dans un organe vitrifié.







Conclusion

Quand la recherche offre 4 la médecine un
embryon d'espoir, elle donne 4 'avenir la
possibilité d'y croire...
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Ces travaux de recherche .ont été développés en vue de cryopréserver des organes de petits
marumiferes. Les conclusions auxquelles aous arrivons a ce jour sont encourageantes. Elles nous
permettent d'8tre optimistes quant 4 la technique de vitrification choisie, méme si elles nécessitent
encore des approfondissements au niveau de la toxicité des solutions cryoprotectrices, des mesures de
calorimétrie différentielle et des techniques de réchauffernent :

*  Les mesures de toxicité sur les ceenrs de rat faites en collabaration avec les biologistes montrent
que la composition de nos solutions doit encore étre optimisée pour diminuer significativement la
taxicité du eryoprotecteur. Ces expériences ont I'intérét de mettre en évidence les effets toxigues
sur un organe entier. Mais si elles sont poursuivies, elles nécessiteront Papport de biochimistes et
de physiologistes. Elles devront aussi s'accompagner de mesures RMN pour suivre la diffusion
du cryoprotecteur car elles seules permettront de connaitre avec certitude 1'état d'imprégnation du
ceeur, et ainsi de conclure,

* Au niveau des mesures de calorimétrie différentielle 4 balayage, I'étude des solutions
cryoprotectrices a soulevé plusieurs problémes, D'une part, la difficulté de conserver durablement
des sclutions dans de bonnes conditions d'étanchéité nous a convaineu de ne pas réutiliser
plusieurs fois nos solutions aprés fabrication. D'autre part, l'irreproductibilité des capsules de
calorimétrie vendues pour les échantillons liquides 2 mis en avant un sérieux probleme : les
vitesses critiques que nous déterminons dépendent de la propreté et de i'état de surface des
capsules, ce qui nous empéche dans l'absolu de comparer nos résultats avec ceux obtenus par
d'autres expérimentateurs.

* Enfin, nous avons abordé I'aspect du réchauffement 2 partir d'un état vitreux. En supposant un
réchauffement par ondes électromagnétiques, les études di€lectriques réalisées entre |00 Hz et
10GHz suggerent qu'un dispositif avec une fréquence située entre une dizaine et une centaine de
kilohertz serait adapté car il permettrait d'avoir un maximum d’absorption dans I'état liquide
surfondu. Reste maintenant 3 conceveir, puis & mettre au point le systéme de réchauffement. Par
ailleurs, les mesures diélectrigues réalisées & basses Jréquences ont encare d'autres informations i
hous apporier quant aux caractéristiques diélectriques des selutions cryoprotectrices : elles nous
permettent pour fe moment d’observer les transitions en cours de refroidissement et de
réchauffement, comme les mesures en calorimétrie, mais pour des masses plus grandes. Elles
pourront nots donner accés aux distribution des temps de relaxation ou 4 I"évolution de Eg et g,
en fonction de la concentration. Dians un proche avenir, nous nous proposons du seste de répéter
ces expériences avec d'autres soluiions cryoprotectrices dont la composition ressemblera
davantage & celfes qui seront utilisées pour la vitrification d'organes.

Il n'est donc plus vain d'espérer que la persévérance des médecins, des physiciens et des biologistes
soit un jour couronnée de succis. L'application pratique de nos travaux de recherche chez I'homime
n'est pas encore d'actualité, mais les conséquences attendues de ce projet seront nombreuses. Elles ne
s¢ limiteront pas & un simple confort au niveau de 'acte chirurgical, ni 4 unc augmentation du temps
disponible pour réaliser tous fes tests de compatibilité immunitaire. Elles devraient également apporter
une réponse 3 fa demande de greffe "haute sécurité” vis & vis des matadies virales en autorisant une
tise en quarantaine, comme celle exigée sur les tissus.
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Annexe n°l : Caractéristiques physico-chimiques
des cryoprotecteurs

produit e | ot | "”}iﬁiﬁf,ﬁim aemiion ey | 9"
(g/mol)
DMSO CGHOS | 78.13 1.10 7103 190-191 12
1.2-PD CHO: | 7610 | 1.036 | 73.46 189(1/8] | 10.8
Glycdrol | CiH0; | 9210 1.26 73.00 138-140 | 9.9
Ethylene glycol | GHO, | 6207 | 1.113 55.77 195197 | 107
128D | H0, | 9012 | 1.002 89.94 196-197 -
13BD | CHoO, | 9012 | 1004 | 8976 204-207 | 109
14-BD | CiieOp | 9012 | 1014 38.88 235 [1/8] 10
23-BD 97%dl | CHiO, | 9012 | 0995 90.57 178-181 [1/8) | 8.7

Calcul du volume molaire :
Le volume molaire est déterminé de maniére approximative & partir de la densité.

\'s aire = anlaire = Mmolaire
melaire
P __dXpuy,

Paramétre de solubilité :
Le paramétre de solubilité 3 est calculé d'aprés I'expression de Hildebrant®:

(AH,,, - RT)d o i
S(H)= S S avec AH,,, 1a chaleur de vaporisation, d Ia densité et M, la masse molaire

mol
Un liquide est bien soluble dans l'sau si son paramétre de solubilité et trés différent de celui obtenu
pour ['eau pure, soit 234 H

Cas particulier des sucres :

: formule brute masse molaire®
produit (e/mol)
Sucrose C12H»n0y 342.30
Glucose CeH 204 180,16

Cas particulier du sel :

; formule brute masse moiatre*
produit
{g/mol)
C‘;‘gg;‘;; de NaCl 58.5

Références * = [Al/1]
* = [AL/2







Annexe n°2 : Composition des liquides de conservation
P

{Composition de Ia solution de St Thomas (version n°2) |

NaCl 147 mM
KCl- 20mM
MzCl, 16 mM
CaCly 0.5mM
Hépas ( C15H sN,0,S et NaGH ) 5mM

Le pH de [a solution finale est de 6.8. Son osmolarité est de 380 milliosmoles.

{Composition de la solution de Miller et Mazur |

NaCl 0.149M
Na;HPO4 0.0061 M
NaH,PO,.H,0 0.0039M

Le pH de ia solution finale est de 7. Son osmolarité est de .301 osmoles.

[Composition de la solution de Krebs 1
Na(ll 118 mM
KCl 5.6mM
CaCl, 2.4mM
MgCl, 1.2mM
KHFO, 1.2mM
NaHCO, 25 mm
D-(+)-Glucose 11 mM

Le pH de 1a solution vaut 7.4.

[Composition _de la solution d'Euro-Collins |

K+ 10mM
Nat 114.95 mM
Cl- 15mM
H,PQy 15.05mM
HPO,> 42,45 mM
HCO;- 10mM

CGH |105. 1 H20 194,25 mM







Annexe n°3 : Informations sur le 1.2-propanediol
et le 2.3-butanediol [2/52]

ICas du_2.3-butanediol C,H,,0; en fonction de ses isomeres : _I

Chaleur spécifigue & 30°C
Poids moléculaire

C.6cal.g-l.oC-1#
90.12 daltons*

Point de congélation 19°C*

Levo Dextro Meso Dextro/Leve
Densité & 20°C (g.cm™3) 0.991 0.987 1.004 -
Indice de réfraction & 20°C 14318 1.4306 1.4325 -
Point d'ébullition 4 760 mm d'Hg (°C) 178 178 182 177
Point de fusion (°C) 18 18 34.4 7.6
Viscosité absolue & 25°C (cP) 411 4i.1 65.6 -

*pour [e 2.3-butanediol commercialisé (85% de meso et 15% d'isomares dextro-levo)

[Cas du 1.2-propanediol CH,OHCHOHCH,

Chaleur spécifique 4 20°C

Ceefficient d'sxpansion 3 20°C

Conductivité thermique

Constante diélectrique & 20°C

Densité & 20°C

Indice de réfraction & 20°C

Poids moléculaire

Point d'ébulfition & 760 mm de mercure
& 50 mm de mercure
a 10 mm de mercure

Tension superficielle 4 25°C

Viscosité absolue & 20°C

0.593 cal.g!. o
0.00073 °C+
0.00145 cal.sec!.cm),°C
32esu

1.0363 g.cm?3
1.4326

76.0% daltons
187.4°C

116°C

854

72 dynes.cm-!

56 centipoises
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ARTICLE No. 0037

Effect of Saccharides on the Glass-Forming Tendency and Stability of

Solutions of 2,3-Butanediol, 1,2-Propanediol, or 1,3-Butanediol
in Water, Phosphate-Buffered Saline, Euro-Colling
Solution, or Saint Thomas Cardioplegic Solution

A, BAUDOT,* J. F. PEYRIDIEU,* P. BOUTRON,T J. MAZUER.* anp J. ODIN*

*Centre de Recherches sur les Trés Basses Températures and tLaboratgire Louis Néel,
CNRS, BP 166, 38042 Grenoble Cedex 9, France

The effect of sugars or reduced saccharides trehalose, sucrese, sarbitol, or mannitol on the glass-forming
tendency during cooling and the stability of the wholly amorphous state during warming has been studied
with 2,3-butanediol, 1,2-propanediol, or 1,3-butanediol in three different carrier solutions. The 2.3-butane-
diol contained 96,79 (w/w) racemic mixture of the Jeve and dextro isomers and 3.1% (wiw) of the meso
{somer (called 2.3-butanediol 97% dl). The earrier solutions were water, a phosphate-buffered saline. and
bwo organ preservation solutions (Euro-Collins and Saint Thornas). The latter two were chosen because
they are oflen used for kidney and hean preservation, respectively. The concentrations of 2,3-butanediol,
1.2-propanediol, and 1,3-butanedicl varied respectively from 25 1o 34, 30 to 35, and 30% {w/w). The
concentrations of saccharides were 4 or 5% {w/w). In the absence of saccharides, for a given 2.3-butanediol
concentration, the plass-forming tendency increased in the following order: water, Saint Thomas, the
phosphate buffer, Eurc-Collins. Addition of 4 ar 5% (w/w) saccharide resulted in a large ingraase in the
glass-forming ability of the sclution during cooling and increased the stability of the glass during warming:
but repincement of 4 or 5% diol by zn equivaient weight {percentage) of a saccharide decreased, though

to & lesser extent. these properties,

The levo and dextro isomers of 2,3-butane-
diot (3) and their racemic mixture (5) are ex-
cellent glass formers in aqueous solution, fol-
lowed by 1,2-propanedio] (4, 5, 7, 13) and
then 1,3-butanediol (4, 5, 7, 15). 2,3-Butane-
diol containing mainly these isomers and only
small amounts of the mese form (7) has com-
parable glass-forming ability. Recently, it has
been shown that adding trehalose or sucrose
or, to a lesser extent, adding sorbitol or manni-
tol, decresses drastically the toxicity of 2,3-
butanedicl for red biood cells, in phosphate-
buffered saline aqueous solutions (16). The
survival of red blood cells has been measured
after cooling in liguid nitrogen at various
rates, in phosphate-buffered solutions with
2.3-butanediol containing mainly the fevo and
dextro isomers or 1.2-propanedio! or ,3-bu-
tanedicl and trehalose, sucrose, or sorbitol (9).
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High survival rates were obtained with |.2-
propanediol and 1,3-butanediol. Survival was
surprisingly low with 2.3-butanediol, except
after 1-day storage in the presence of sorbitol.

Therefore, the glass-forming tendency on
cooling and the stability of the wholly amor-
phous state on warming of the corresponding
solutions have been measured, It can be useful
both for knowing the effect of the addition or
substituticn of saccharides on these properties
and for comparison with the survival curves
of erythrocytes (9). The complete results are
presented here. Similar measurements have
been carried out in solutions where the carrier
solution is Euro-Collins or Saint Thomas. It
was interesting to see the effect of changing
the components of the carrier solution. Evro-
Collins is often used for kidney preservation
(19, 23, 29, 40) and Saint Thomas Hospital
Cardioplegic Solution is used for heart preser-
vation (22). Furthermore, we have measurel

recently the glass-forming  tendencies  of
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pieces of rabbit kidney and of rat heart im-
pregnated with these solutions (39). We pre-
sent here the glass-forming tendency and sta-
bility of the solutions alone.

Sutton {42) has made calorimetric measure-
ments on aqueous solutions with 2,3-butane-
diol 97%dl and sucrose, gilucose, trehalose,
and raffinose. He calculated indirectly critical
cooling rates from TTT curves on emulsions.
His work and curs are complementary.

As usual, a solution is said to be “‘wholly
amorphous’” when ne crystallization peak has
been observed on previous cooling in calorim-
etry. For a discussion on the approximations
made, see for instance the appendix, p. 52, of
Ref. (35).

MATERIALS AND METHODS

2.3-Butanedioi was obtained from Sigma
(B-6386, Lot 26F3448). As reported pre-
viously (6, 7, 9, 16), this ot contains 3.1%
(w/w) of the mese form and 96.7% (w/w) of
a racemic mixture of the leve and dextro iso-
mers. (See Ref. (7) for further details of this
lot.) In the text below, we refer to this prepara-
tion of 2,3-butanediol as either 2,3-butanediocl
97%dl or 2,3-BD. As previously reported, this
2,3-butanediol has beer used rather than the
racemic mixture because it is much cheaper
and has almost the same properties (7). The
1,2-propanediol (1,2-PD) was purissimum
from Fluka, and the 1,3-butanediol (1,3-BD)
putum from Fluka. The b-(-)-trehalose was
trehalose dihydrate {from Saccharomyces ce-
revisiae) from Sigma, the sucrose (grade suit-
able for density gradient ultracentrifugation)
was from Merck, the pD-{—}-sorbitol (>99%)
was from Fluka, and the mannitol (for food-
stuffs) was from Merck,

The aqueous solutions were made using de-
ionized water, The three carrier solutions were
prepared in such a way that, after adding the
diol and the natural polyol (trehalose, sucrose,
sorbitol, or manaitol), the concentrations of
the constituents cther than water, the diol and
natural polyol were almost the same in w/w
in the whele sofution as respectively in the
buffer of Miller and Mazur (37), in Euro-Col-
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lins, and in Saint Thomas. Miller and Mazur
give for their aqueous buffer the foliowing
composition: 6.1 mM Na,HPO,, 3.9 mM
Nal,PQ,, and [49 mM NaCl, and water. The
manufacturer gives for Euro-Collins the fol-
iowing composition: 0,112 g KCi, 0.205 g
KH.PO,, 0.969 g K,HPO, 3H,0, 0.084 g
Na,C05, 3.850 g glucese 1H,0, and sufficient
water to make 100 ml of solution (glucose
1H,O means 1 mot of glucose + | mol of
water). The Saint Thomas aqueous solution
had the following composition: {47 mM NaCl,
20 mM KCl, 16 mM MgCl,, 0.5 mif CaCl,,
5 mM Hepes, water, and a small amount of
NaOH to make the pH 6.8. Hepes was used
as a buffer.

The adjustment of the concentrations was
done as follows. Consider, for instance, the
preparation of the sodium phosphate buffer
with 30% (w/w) 2,3-butanediol, 4% (w/w) su-
crose, and 66% (w/w) buffer. Let C,, Cs, and
C, be the concentrations in grams/liter of re-
spectively NaCl, Na,HPO,, and NaH,PQ, in
the phosphate buffer of Miller and Mazur, An
aqueous solution is prepared containing (100/
66) C, glliter, (100/66) C; gfiter, and (100/
66) C; glliter of these solutes. This solution
is dilute and its density is close w0 i. The
density of 2,3-butanediol is 0.995 (=1). A 4%
saccharide cannot much change the density of
the solution. The addition of 2,3-butaned:ol
and sucrose dilutes the other solutes by a fac-
tor 66/100 in w/w. Since the densities are
close to 1, the concentrations in grams/liter are
also diluted by about 66/100 and are therefore
close to C;, C,, and Cs3. The w/v concentration
of NaCl in the whole solution is almost physi-
ologic. The aim of this adjustment is that the
resulting solution would be better telerated by
the cells (8, 36, 38). With this in mind, it
is sufficient that the ‘NaCl concentration be
physiclogic within a few percent. The densi-
ties of 1,2-propanediol and 1,3-butanediol are
respectively 1.036 and 1.004 (i.e., close to 1).

The phosphate-buffered saline (FBS) solu-
tions studied contained 30% (w/w) 2,3-BD or
1,2-PD or 1,3-BD and 4% {w/w) saccharide
(sucrose or trehalose) or reduced saccharide
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(sorbitol or mannitol). These concentrations
were also used for the studies of toxicity (16)
and of cryopreservation (9) of erythrocytes.
- For simplicity, these last four compounds have
all been called saccharides. The reason for the
choice of 4% (w/w) saccharide has been given
in Ref. (16). The Euro-Collins- and Saint
Thomas-based solutions contained the same
concentrations of 2,3-BD (26 to 34% (w/w)),
of 1,2-PD (30 to 35% (w/w)), and of saccha-
rides (4 to 5%) as the solutions with pieces
of rabbit kidneys or rat hearts {39). Even if not
stated explicitly, the percentages are always
given weight by weight.

Thermograms on cooling and warming
were obtained with the same Perkin-Elmer
DSC-2 calorimeter as usual {2, 5, 7, 10-13,
13, 33, 34) with samples of a few milligrams.
The samples were generally cocled and
warmed between —153°C and a temperature
above the end of melting. Heats of sofidifica-
tion have been measured on cooling with the
dial of the apparatus on the positions 2.5, 5,
10, 20, 40, 80, 160, and 320°C/min. (The real
cooling rates are equal to those indicated up
to 80°C/min. For a programmed cooling rate
of 320°C/min. the real cooling rate decreases
progressively from 320°C/min at —25°C to
160°C/min at —~95°C and 80°C/min at —130°C
{p. 84 of Ref. (12)). The temperatures of the
transitions on warming have been determined
at warming rates of 2.5, 5, 10, 20, 40 and
80°C/min, after quenching {cocling rate of
*+4320""°*C/min).

RESULTS
Nature of the Solid Formed on Cooling

When crystallization occurred on cooling,
it was always ice only which formed because,
with 1,2-PD and 1,3-BD, one never observes
any hydrate melting peak, neither with the
present carrier solutions nor in aqueous solu-
tions (4, 13, 15). With 2,3-BD when the hy-
drate melting pezk was observed at the slowest
warming rates, it was always preceded by a
devitrification peak of comparable area. This
latter peak must correspond te the crystalliza-
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30%2,3-BD in water
30%2,3-BD in ST
30%2,3-8D in #8S
30%2,3-BD in EC
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FiG. 1, Varation with cooling rate for four different
carrier selutions of the heat of ice crystallization ¢ in
solutions with 30% (w/w) 2,3-butanedial 97%dl. The
heats of solidification are represented as usual by the
numbers g of grams of ice whose sclidification at 0°C
would liberate the same amount of heat as that from 100
g of solution on crossing the corresponding peak (10, p.
554), These units are chosen because with these units the
heats of solidification are close to the quantities of ice
crystallized in percentage (w/w) of the solution {2), One
obtains the heat in calories per 100 £ of solution by multi-
plying ¢ by 79.78. Tsolated points. experimental points;
continuous or discontinuous lines, theoretical curves.
PBS. EC, and ST mean isotonic solutiens with carrier
solutions based on Miller and Mazur phosphate-buffered
saline, Euro-Collins. and Saint Thomas solutions (see text
for comments and compositions).

tion of the hydrate on warming, in the present
as weil as in the aqueous (7) solutions.

Hear of Solidification wpon Cooling and
Glass-Forming Tendency

Due to the large number of sofutions stud-
ied, no table giving the numericai values of
the heats of solidification is presented. Experi-
mental and theoretical heats of solidification
are given in Figs. 1,3,5,7,9, and 11. As usual
(3—5,7, 15, 33, 34}, the theoretical curves are
given by:

Adr) = —=In(l — x'*)

¥ % Ml + 1%+ ) + 43 [1]

\Exm ok
X arctg m = I_UI_
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corresponding to the fourth model (3}, where
x I3 the ratio of the total quantity of ice crystal-
zed on cooling to the maximum crysialliz-
able ice (0 = x = 1), v is the cooling Tate,
and k4 a constant, In the figures, the theoretical
values of the heat of solidification g, consid-
ered as previously (3-5, 7, 15, 33, 34) as
propertional to x, are chosen such that the
maximum value, ., of ¢ fits to the maxi-
mum experimental values. Since the maxi-
mum value of x, which is 1, corresponds to ¢
= Gmas» § = qmast and [v] is given by {v| =
kA (G Gmax. A (%) is dimensionless, therefore
ky, as |v|, has the dimensions of a cooling
rate, The constant k, is chosen to fit the experi-
mental points in the zone of decrease of g.
The value of v carresponding to x = 4, that is,
to g = (D is related to k, by ky = 2,813
and v = k, for x = 0.0360; then k, can be
considered as the cooling rate for which ¢
= 3.6% gmay. Agreement between theory and
experiment is very good as usual (3-5, 7, 15,
33, 34) in all the present solutions containing
2,3-BD or 1,2-PD. It is not good for the two
solutions wiith 1,3-BD. This is not surprising,
since there was also some disagreement with
the theory for the aquecus solution with 35%
1.3-BD (4, 5, 14). In Ref. (15) there was a
discussion on the possible causes of disagree-
ment.

Values of k, and g, for the present solu-
tions are given in Table L. The smaller the k;,
the lower the cooling rates corresponding to
the rapid decrease of the quantity of ice crys-
tatlized, and the higher the glass-forming ten-
dency.

Critical Cocling Rates

The critical cooling rate v, has been de-
fined as in Ref. {7) as the theoretical cooling
rate corresponding to ¢ = 0.2 in the units of
Fig. 1. It corresponds to about 0.2% ice in the
sclution. These are the same units as in Ref.
(7) and as previously used.

ky

Veer =~ (21
3 X (0'2)”]
Hmax

BAUDOT ET AL,

This can be calculated using this equation
and the values of k; ard g, gives in the Table
1. Theoretical ¢ritical cocling rates for the
present solutions are given in Table 2, Since
the same definition has been used as in Ref.
(7). the present v, can be compared to those
previously published under the name of vy
for other solutions given in that reference. No
critical cooling rates are given for the 1,3-BD
solutions due to the disagreement with theory.
The smaller the critical cooling rate, the higher
the glass-forming tendency.

Phases on Warming— Cases of Hydrate
Formation

The same transitions and phases are ob-
served with or without saccharides when the
diols are in the present carrier solutions as
when they are in water (5,7, 13, 15). Warming
was always studied after quenching (cooling
at *‘320'"°C/min). All the solutions, except
those with 1,3-BD, and that with 26% 2,3~
BD, were wholly amorphons after quenching.
Critical warming rates (see below) were not
determined with 1,3-B[}, With 1,2-PD, if
warming after guenching is not too fast, one
observes a glass transition, an exothermic de-
vitrification peak corresponding to ice crystal-
lization and a broad endothermic peak corre-
sponding to nonisothermal ice melling. (For
typical warming thermograms corresponding
to this case, see, for example, Ref. (1) or (30)).
In the deterrnination of the temperature 7, of
the end of ice melting, the cormections using
the leading edge method (13, 28) are negligi-
ble in the present concentrated solutions at
2.5°C/min. Therefore T, can be defined, as in
previously studied concentrated solutions {5,
7, 10-13, 15, 30, 31, 33, 34), as being the
temperature of the tep of the ice-melting peak
at 2.5°C/min. Apparent increases of T, at
higher warming rates are due to the drift of
the apparatus (11-13). The top of the devitri-
fication peak at 2.5°C/min bas been cailed T,
as usual (5, 7, 10-13, 15, 30, 31, 33, 34).
For 2,5°C/min, the corrections on Ty using the
leading edge method are also negligible. At
the higher warming rates Ty has been deduced
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TABLE 1
Parameters k, {°C/min} and g,,.. (Same Units of g as in Fig. 1} of the theoretical Ice Crystallization Curves for 2,3~
Butanediol 97%di, 1,2-Propanediol and 1,3-Butanediol with or without Saccharide, in Four Different Carder Solutions

2.3-BD 1,2-PD 1,3-BD
% Diol % ‘‘Saccharide’ k4 Finax LA ;. k Grnax
{wiw) (wiw) (°C/min) (%) (°C/min) (%) (°C/min) (%)

Saint Thomas 30 130 255

30 3Tr 149 227

35 40 il

35 4 Ma 27 13.5
Eure-Collins 26 530 32

26 4 So 93 252

26 4 Ma Q0] 26

26 4 Su o1 26

26 4 Tr 86 255

li] 30 239

30 4 S0 14 19

30 4 Ma 17 20

30 4 Su 22 19.4

30 4 Tr 13.5 193
PBS 30 97 25

30 4 S0 43 23.8

ki 4 Tr 43 237

34 8 21.8

30 4 8o 150 213

30 4 Su 200 253

34 154 225

30 4 So — 27.0

30 4 Su - 26.5
Water 30 158 21.7

34 135 23

35 151 218

Note. Tr, trehalose; S, sucrose; Ma, mannilol; So, sorbitol,

from the top of the devitrification peak assum-
ing that the drift of the apparatus is the same
for T, and Ty, as was carried out previously
(11-13).

With 2,3-BD, at the slowest warming rates,
between the T, and T}, peaks one observes a
second exothermic devitrification peak corre-
sponding to the crystallization of 2 hydrate (3,
7) and then a sharp endothermic peak corre-
sponding to the melting of the hydrate. (For
thermograms corresponding to this case, see,
for example, Ref. (31) (system !,2-propane-
diol, 2,3-butanediol, Euro-Collins)). The tem-
perature T, of the isothermal melting of the

hydrate corresponds to the beginning of the
leading edge of the sharp peak. In the present
soluticns, the vatues of T, are —34 + 2°C,
In Table 4, the lowest rates at which the hy-
drate was no longer observed on warming
after quenching are given. In all the present
solutions, ome sees that it is easy to avoid
hydrate formation. It is always easier than in
the aqueous soletions of 2,3-BD (critical rate
of 150°C/min for 30% of this compound (7)).
It would be sufficient to use warming rates
higher than 40°C/min to avoid possible ceflu-
lar damage due to hydrate formation. In our
experiments of cryopreservation of red blood




368

TABLE 2
Theoretical  Crtical Cooling Rates v, ("C/min)
Corresponding io g, = 0.2 for 2.3-Butanedicl 97%di, 1,2-
Propanediol, and 1,3-Butanediol with eor  without
Saccharide, in Four Different Carrier Solutions

% Diol 6 *‘Saccharide’ 2,3-BD 1,2-PD
(wiw) (wiw) (*Chuin) {*C/min)

Saint Thomas 30 258

30 STr 2]

35 62

35 4 Ma 41.5
Euro-Collins 26 95%

26 4 So 150

26 4 Ma 186

26 4 3u 154

28 4 Tr 14+

30 4%

30 4 S0 21

30 4 Wa 26

30 4 Su 34

30 4Tt 21
PBS 30 162

30 4 S0 7

30 4T n

34 a0

30 4 50 360

30 4 Su 33s

34 250
Water 30 272

34 220

35 240

cells in solutions with 2,3-BD and saccharides
(9), the lowest warming rate (straws warmed
in air) was about 100 to 200°C/min. There
coutd not therefore be any damage due to hy-
deate formation.

Stability of the Wholly Amorphous State on
Warming

In Figs. 2, 4, 6, 8, and [0 are preseated the
variations of T/T; with wartning rate for the
present solutions, T./T; (as well as T, — T,y
4, 7, 1013, 15, 33, 34)) vary lincarly with
log(v) as usual (14, 26, 27), where v is the
warming rate, within a good approximation
between 2.5 and 80°C/min (for T,, — Ty lurger
than 10— 15°C (14)). T/Tyas wellas Ty, — T,

BAUDOT ET AL.

1.5¢ o e
3
1,45k E
g M 1
E k
o135k ]
s 30%2,3-B0 in water p
1,31 --a--30%2:3-80 in ST A
~ o - 30%2,3-8D in PBS -1
—= - 30%2,3-80 in EC
1,25 L
B 10 160

Warming rate {*G/min)

Fig. 2. Variation of T,/T, with warming rate for 30%
(wiw) 2,3-butanediol 97%dl in four different carrier solu-
tions, Isoiated points, experimental paints. The same com-
ments hold for the carrier solutions as for Fig. L.

{7, 11) can be used for a definition of the
stability of the amerphous state, The smaller
T./T, (or closer it is to 1), the higher the stabil-
ity of the amorphous state.

It is more useful to define the stability of
the amorphous state by the critical warming
rate v, above which crystallization has not
enough time to occur on warming the wholly
amorphous solution. The smaller v, the
larger the stability of the amorphous state (4,
5,7, 11, 15).

In Table 3, critical warming rates corre-
sponding 0 our most recent definition (7, 14)

T 3

26%2,3-8D
4%M=2+26%2,3-BD
4%5u+26%2,3-80
4%50+26%2,3-BD
4%Tr+£6%2,3-30
30%2.3-8D
4%Ma+30%2,3-8D
4%5u+30%2,3-80
4%50+30%2,3-80
4%Tr+30%2,3-80

eramsopaAila

-
>
1 10
Cooling rate (*C/min)

100 1000 10

FiG, 3. Variation with cooling rate of the heat of ice
crystallizaton ¢ in Euro-Cellins-based carrier solutions
with 26% 2.3-butanediol 97% dl with or withoul saccha-
rides, or 30% 2.3-buianediol 97%d! with or without sac-
charides, Tr, trehalose; Su, sucrose; Ma, manritol; So,
sorbitol. The same comments hold es for Fig. 1.
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—O0— 26%2,3-8D

--Q-- 496M:+26%2 3-8D

— ¥ - 4%Su+26%2, ! BD

—Q - 4H50+26%2,3-B0
—0- - 4%7Tr+26%2,3-BD

—e— 30%2,3-

— - 4%Ma+I0%2,. 3 BI]

4“Tr+30%2 3-80

T/ T
W a
. v T in
e L i,/ S S

t g,
10 100
Warming rate (°C/min)

o

1000

FiG. 4. Variation of T,./T, with warming rate for Euro-
Collins-based camier solutions with 26% 2,3-butanediol
97%dl with or without saccharides, and 30% 2,3-butane-
diol 97%dl with or without saccharides. The same com-
ments hold as for Figs. 1, 2, and 3.

are given for the present solutions. They are
defined by the extrapolation of the experimen-
tally observed linear variation of 1/, with
log(v) to Ty/T,, = 0.95, and giver by (14)

log(uer)
TuTa 1 (Uz)
= e log{ = 3
To = To (0.95?,,, og{ -] B

+ 2 loglu) - log(vl)),
2 le

where vy, vq, Ty, and Ty, are the coordinates

T 1
30%2,3-80 n PBS
30%2,3-BD+4%Tr in P8BS
3092.3-80+4%50 in FBS
34%2,3-80 in PBS

oo ms

L NI Y PP |

] \
AN

10 100
Cooling rate (*G/min)

O

GO

FiG. 5. Variation with cooling rate of the heat of ice
crystallization ¢ in PBS carder solutions with 30% 2,3-
butanediol 97%d] with or without saccharides, and 34%
2.3-butanediol 97%dI alone. The same comments hold as
for Figs. 1 and 3.
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1,45
14
% 1,35 -
1.3 ¢ . H
S — ]
1,25 & 1
«  30%2,3-80 in PRS- .
1,25 o 30%2.3-5044%Tr in Pag ‘j
*  30%2,3-BD+4%S0 in PBS
L o 3423-80 in PBS j
1,15
H 10 100

Warming rate (°C/min}

FiG. 6. Variation of T,/T; with warming rate for PBS
carrier solutions with 30% 2,3-butanediol 979%dl with or
without saccharides, and 34% 2,3-butanediol 97%5dl
alone. The same comments hold as for Figs. 1, 2, and 3.

of two experimental points. Critical warming
rates for other solutions using the same defi-
nitions were given in Refs. (7), (14), (17), and
(43). Recently, other definitions of the crtical
warming rate have been proposed (31, 32).
They are presented as being more adequate
for comparison with cellular or tissue damape
on warming, However, we prefered to use our
definition, based on the fact that at v, the
quantity of ice formed on warming can be
considered as negligible. With the present
definition, critical warming rates are very easy
to calculate and this allows a rapid comparison
between many sclutions.

zs“E i il 3

E i

£ 3

: 1

sof ]

\ k|

=+ 349%1,2-FD In water -3\ M

SCo  34%1,2-PD in PBS Ay i

Lx  30061.2-80+4%Su in P35 ]

o[7__30%1.2-P01d%50 in bas N :
1 10 100 1000

Cooling rate (*C/min)

Flo. 7. Variation with cooling rate of the heat of ice
crysiallization g in water or PBS carrier solulions with
1 2-propanediol, with or without saccharides, The same
comments hold as for Figs. | and 3.
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1,56 : ,

1,54

]
152f a3 ]
15E
1,48t
1,4GE "%

T/ Td

— 34%T,2PD in water
—= - 34%1.2PD in PBS
= » - 30%1,2PD+4%Su |n PBS
- -3+ 30%1,2PD+4%S0 in FBS
1,42 = .
t 10 100

Warming rate {"C/min)

1,44

FiG. 8. Variation of T,/T; with warming rate for water
or PBS carrier solutions with 1,2-propanediol, with or
without saccharides. The same comments hold as for Figs.
1,2, and 3.

DISCUSSION

General Considerations and Comparison
between the Solutions

Geteral Considerations

In most cases, the plots of T /T, versus
log{v) for a single diol-saccharide-carrier solu-
tion combination do not intersect, either
within the experimental range of v or extrapo-
lated to the critical warming rate. Generally,
the stability of the amorphous state varies in
the same way with the solution whether de-
fined by 7,,/7T; {Figs. 2, 4, 6, 8, and 10) or by
the critical warming rates, with few exceptions

25 — -r
o & " ]
3 34%1,2PD in watar
20 - [N 5‘ 30%1.290-:5%‘rr in 5T
\ Q W 35%1,2PD in ST
\\ ® 3591 2FD+4%Ma in ST
150 " “
d WA |
106 \ -:
SE A 3
= L n
; NN k
ot e 1
1 16 100 1000

Cooling rate {*C/min)

FrG. 9. Vartation with cooling rate of the heat of ice
crystallization ¢ in water or Saint Thomas-based carrier
solutions with 1,2-propanediol, with or without saccha-
rides. The same commenis hold as for Figs. { and 3.
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1,55
1.5F
- T 45
i~
g TAE
-
1,355
——9—34%1,2P0 in water
1,3F --0--30%1,2P0+5%Tr in 5T e q
[ — w -35%1,2P0 in 5T .
r —& -33%1.2PD+4%Ma in 5T
1.25 L
1 10 100

Warming rate {*C/min}

Fea. 10, Variation of T/Ty with warming rate for water
or Saint Thomas-based carrier solutions with 1,2-pro-
panediol, with or witheut saccharides. The same com-
ments hold as for Figs. 1, 2, and 3.

(see Fig. 8). Generally, the critical cooling and
warming rates vary in the same way (Tables
2 and 3): the higher the glass-forming ten-
dency on cooling, the higher the stability of
the wholly amorphous state on warming, This
was already observed with the solutions pre-
viously swidied {7}. The critical warming rates
are always much higher than the critical cool-
ing rates (Tables 2 and 3) as in the other solu-
tions {7), With a few exceptions, mainly Fig.
7, the smaller the maximur of ice crystallized
at the lowest cooling rates, the soomer the
rapid decrease of ice formed with increasing
cooling rate occurs. The solutions with the

30 - . .

1

251 3

20: 4

o 15 . ]

H

10 b

5 \ 3

+  30%1,3-B0+4%S0 in PES k!

UE o 30%1.3—8?+4%Su in PBS‘ N - ]
1 10 100 1000

Cocling rate {°C/min)

Fic. 11, Vadaticn with cooling rate of the heat of ice
crystallization g in PBS carrier solwtions with 1,3-bu-
tanediol and sacchacides, The same comments hoid as for
Figs. | and 3.
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TABLE 3
Theoretical Critical Warming Rates v, (°C/min) Cerresponding to g, = 0.5 for 2,3-Butanediol 97%d].
1,2-Propanediol and 1,3-Butanediol with or without Saccharide, in Four Different Carrier Sclutions,

% Diot % '*Saccharide’’ 2,3-BD 12-PD 1,3-BD
(wiw) (wiw) (*C/min) (°C/min) (*C/min)
Saint Thomas 30 LICOE + 07
' 10 5Tr 440 E + 08
35 440 E + 05
3s 4 Ma II8E + 04
Euro-Collins 26 - 230E + 0%
26 4 So {40 E + 07
26 4 Ma 430E + 07
26 4 Su JO0OE + 08
26 4Tr 400 E + 07
30 400 E + 04
30 4 So 6.60 E + 03
kL 4 Ma 470 E + 03
30 4 Su 380E + 03
30 4 Tr BS0E + 03
PBS 30 1LI0E + 07
30 4 So 290E + 05
30 4Tr [.23E + 05
34 4.30E + 03
30 4 S0 S.00E + 08
30 4 Su 9.I10E + 08
34 JO0E + 07
30 4 So 273E + 09
30 4 Su J40E + 09
Water 30 LODE + 08
34 8.70E + 07
35 LIOE + 06

highest glass-forming tendencies are generally
also those where less ice forms at low cooling
rates, which are two advantages for cryopres-
ervation.

Comparison benveen the Solutions

Effect of the carrier solution. The plass-
forming tendency with 30% 2,3-BD progres-
sively increases as water is replaced by Saint
‘Thomas-, PRS-, and Euro-Collins-based solu-
tions (Fig. 1 and Table 2). This is not surpris-
ing since part of the water is replaced by sol-
utes. The Euro-Collins-based solution is both
the most concentrated, particularly due to its
3.85% (w/v) glucose 1H,O and has the highest
glass-forming tendency, as expected. This in-

crease was already observed when water was
simply replaced by Euro-Collins (nonequili-
brated solution (7)). The equilibrated Euro-
Collins-based solution gives a higher glass-
forming tendency than that where 2,3-BD is
added to Euro-Collins (Tables 2 and 4 of Ref,
(7)), as could be expected, the former being
more concentrated. The increase is not negli-
gible. The critical coeling rate with PBS- and
Euro-Collins-based solutions are respectively
about 60 and 20% that with water.

The stability of the amorphous state with
30% 2,3-BD increases as water is replaced by
Saint Thomas or PBS (same critical warming
rate) and then by Euro-Collins-based carrier
solution {Fig. 2 and Table 3). This is in
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TABLE 4
Lowest Warming Rates (°C/min) at Which the
Ephemeral Hydrate of 2,3-Butanediol Crystallization Was
Not Observed on Warming after Quenching

% 2,3-BD % ''Saccharide™ 14
(wiw) (wiw) {*Clmin)
Szint Thormas 25 5Tr 20
26 4 Tc 20
Euro-Collins 26 40
26 4 So 20
26 4 Ma 20
26 4 Su 20
26 4 Tc 40
30 40
30 4 So 20
30 4 Ma 20
30 4 Su 0
0 4 Tr 20
PBS 30 >80
30 4 So 40
34 80

agreement with what is observed on cooling,
Replacing water by Euro-Collins-based solu-
tion decreases v, by a factor of about 2000,

Effect of adding or stitbstituting saccharides
on solutions with 2,3-butanediol 97%dl. Sys-
tematic comparisons have been carried out
with Euro-Collins-based or PBS-based solu-
tions (Figs. 3, 4, 5, and 6 and Tables i, 2, 3).
Adding 4% saccharide to 26 or 30% 2,3-BD
increases considerably both the giass-forming
tendency on cooling and the stability of the
amorphous state on warming, though much
[ess than adding 4% wmore 2,3-BD. This could
be expected since at each concentration, 2,3-
BD is the best glass former. Therefore for a
given overall polyols concentration, the best
glass-forming solution is that with only 2,3-
BD. With the PBS-based solution, one notes
that the descending parts of the curves g(v) on
cooling as well as lines T\/7y(v) on warming
corresponding to 30% 2,3-BD + 4% saccha-
ride are about haif way between these for 30
and 34% 2,3-BD. On a logarithmic scale, add-
ing 4% saccharide is about a half less efficient
than adding 4% more 2,3-BD. With the Euro-
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Collins-based scolution, adding 4% saccharide
to 26% 2,3-BD shifts the curves more than
half as much as adding 4% more 2,3-BD, The
relative efficiency of adéing saccharide is
higher in this case. Adding saccharides to 30%
{Fig. 3} rather than 26% 2,3-BD (Fig. 3) is
less effective. On cooling, the four saccharides
have comparable effects (Fig. 3), though some
seem a little more effective. On warming,
larger differences were cbserved between the
saccharides with 26% 2,3-BD in the Buro-
Collins-based sclution (Fig. 4).

Effect of adding or substituring sugars on
solutions with 1,2-propanediol. 1,2-PD has
not beern studied with Euro-Collins. Some
comparisons have been made with PBS- and
Saint Thomas-based sclutions. With PBS-
based solutions, one sees in Figs. 7 and 8 and
Tabies 2 and 3 that substitating 4% of 34%
1,2-PD by sucrose or sorbitol causes the glass-
forming tendency on cooling and the stability
of the aracrphous state on warming to be de-
creased. This destabilizaticn is greater in 2,3-
BD solutions than in [,2-PD solutions, The
decrease was more important both on cooling
and on warming with sucrose than with sorbi-
tol. With Saint Thomas-based solutions (Figs.
9 and {0 and Tables 2 and 3) one sees that'
substituting 5% of 35% 1,2-PD with 5% treha-
lose causes a large decrease of glass-forming
tendency and stability of the amorphous state.
Adding 4% mannitol causes a smaller increase
of these properties.

Solutions with I,3-butanediol. Only two so-
lutions containing 1,3-BD and saccharide in
the PBS solution have beer studied (Fig. 11
and Tables 2 and 3). As expected, the glass-
forming tendency and stabitity of the amor-
phous state of these solutions are lower than
those of the solutions with 2,3-BD or 1,2-PD
and saccharide. This is normal since 1,3-BD
is a less effective glass former than these diols
(4, 5, 15). No comparison has been done with
the same solution with [,3-BD alone. These
measurements were carried out only with the
aim of comparison with erythrocyte survival
after cryopreservation (9).
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CONCLUSION

The present study has given two main types
of informations. First, data are givea on the
quantities of ice formed on cooling, critical
cooling, and warming rates of solutions which
can themselves be used for erythrocytes, kid-
neys, or heart preservation, coxntaining very
good glass formers. These data can be used
for better comparison with survival rates after
cryopreservation than data corfesponding to
aqueous solutions. It has been confirmed with
Saint Thomas- and Euro-Collins-based solu-
tions that replacing water by these carrier
aqueous solutions increases the glass-forming
tendency and stability of the cryoprotective
solutions. Earlier observations with Miller and
Mazur phosphate-based buffer and with add-
ing Euro-Collins (7) are in agreement. Data
with solutions in pure water are therefore a
little pessimistic.

The present data have been used for com-
parison with erythrocyte survivals in the pres-
ent Miller and Mazur phosphate buffer-based
solutions with diols and saccharides (9},

The second piece of new information is
that, as could be expected, adding 4 or 5%
of the present sugars or reduced saccharides
increases the glass-forming tendency and
stability of the 2,3-butanediol 97%d! (2,3~
BD) or 1.2-propanediol (1,2-PD) sotuticns.
This is true whatever the carrier solution.
However, these properties are more in-
creased by adding respectively 4 or 5% more
diol. What is very interesting is that adding
saccharide both increases appreciably the
glass-forming tendency and stability and de-
creases drastically the toxicity of the 2,3-
BD solutions (16). The toxicity of the solu-
tions with 1,2-PD or 1,3-butanediol (i,3-
BD) and sucrose, or to a lesser exient, and
sorbitol. is also very low (9). All these solu-
tiens have both very low toxicity and excel-
lent glass-forming ability. Furthermore, the
solution with 1,2-PD and sucrose and. to a
lesser extent. with 1,2.PD and sorbitol or
1.3-BD and sucrose or sorbitol can offer
good cryopreservation for erythrocytes (9).
The problem for the solutions with 2.3-BD
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and saccharides is that even in the absence
of ice formation most erythrocytes are he-
molyzed when they are cooled to liquid ni-
trogen ().

The present work, associated with that cor-
responding to Ref. (9), shows that the solu-
tions with 1,2-PD and sucrose, which are al-
ready known for their high protection of em-
bryos (41, 44), are good candidates for argan
preservation, as well as the solutions used by
Fahy and co-workers (18—21). The three other
solutions with 1,2-PD or {,3-BD and saccha-
rides would also be worth testing. The solu-
tions with 2,3-BD and saccharides have the
advantage of having higher glass-forming
abilities for the same carrier solution concen-
trations; but one must find 2 way to overcome
the problem of damage due to cold alone, if
it occurs with organs as well as with erythro-
cytes, Perhaps reaching the maximum concen-
tration at low temperature, as was done by
Khirabadi et al. (24, 25) who added VS4 up
to the maximum concentration only at ~22°C,
or adding other additives, or mixing 1,2-PD
and 2,3-BD could allow a solution o this
problem.
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Critical Cooling and Warming Rates to Avoid ice Crystallization in Small
Pieces of Mammalian Organs Permeated with Cryoprotactive Agents
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Measurements were made by differential scanning calorimetry on small pieces of rabbit kidney permeated
with 2,3-butanediol containing mainly the levo- and dexto-isomers, The eritical cocling rates necessary io
vitrify the pieces of organ, and the comesponding eritical warming rates which are required to aveid
crystallization in the vitrified samples, were determined, The dynamic method used for these determinations
is described. The glass-forming tendency and the stability of the amorphous statz were both greater in the
kidpey tissue samples than in the bulk cryoprotective solution, This result is discussed in the context of
the lowering of the freezing poim of water in emuisicns and the promotion of supercooling. in hydrogels
and porous materials, In corresponding experiments with rat hearts impregnated with 1,2-propanediol, only

the critical warming rate was reduced,

For more than 10 years, vitrification has been
recognized as the most promising approach to
the eryopreservation of mammalian organs
(15). Vinification is a transformation during
which the disordered liquid state is brought to
a standstill in a disordered solid state—the
amortphous state—without any crystallization,
For organs, this means that no ice or hydrate
crystals form. This vitreous state is usually ob-
tained by rapid cooling to cryogenic tempera-
tures {15). Water represents 60 to 80% of the
organ’s mass, but pure water requires a very
high cooling rate indeed (3); this must be re-
duced to a practically achievable value by first
perfusing the organ with sofutions containing
antifreeze substances called cryoprotectants
(CP) (20). The critical cooling rate is then the
lowest rate that allows a given solution to vit-
rify. It decreases with increasing CP concentza-
tion, All the presently known CPs are toxic and
their toxicity increases with concentration {13,
16). In addition, the instability of the amor-
phous state produced by rapid cooling imposes
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very high warming rates, with critical values
several orders of magnitude greater than those
required on cooling (4, 20, 21). If warming is
too slow, devitrification (freezing) occurs dur-
ing warming.

Those CPs that belong to the di-alcohol
family, such as 1,2-propanediol (1,2-PI}) and
2,3-butanediol (2,3-BD), have been widely
studied (see 5 and references cited therein).
Today, 1. and p-2,3-BD are the CPs which, in
aqueous solutions at a given concentration,
have the highest glass-forming tendency and
greatest stability of the amorphous state (17,
20). These properties are determined by the
values of the critical cooling and warming
rates and can be measured by differential scan-
ning calorimetry {DSC). Critical cooling rates
can be calculated from measurements made
under isothermal conditions: the liquid is
quickly cooled to the chosen temperature, at
which it is held and the quantity of crystallized
ice is then measured as a function of time.
Appropriate analysis of the experimental re-
sults yields a so-called time—temperature—
transformation curve, from which the critical
cooling rate can be determined (28)., This
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method has recently been applied to the deter-
mination of critica! cooling rates of 2,3-BD
solutions in the presence of sugars and poly-
saccharides (27). An alternative methed is to
cool at a constant rate o a temperature below
the vitreous transition temperature (T,} and
then to heat the sample at a constant rate. The
percentage of water that crystallized during
cooling is then calculated from the area of
the crystatlization peaks using a semiempirical
model developed by Boutron (6); a plot of this
percentage against cooling rate leads to the
critical value, The critical warming rates can
be deduced from the variation of devitrifica-
tion temperature with warming rate (4).

We have applied the dynamic methods to
study the glass-forming tendency and stability
of the wholly amorphous state in small pieces
of rabbit kidney that had previously been per-
fused and permeated with a solution of 2.3-
BD cortaining mainly the leve- and dextro-
isomers. One aim of this study was to ensure
that the perfusion protocol led to a satisfactory
concentration of CP in the various parts of the
kidney. In this paper we report critical cooling
and warming rates measured in pieces of rab.
bit kidney tissue. We observed systematically
lower rates in tissue than in the bulk CP solu-
tion, We discuss our results with reference to
the behavior of pure water when it is emulsi-
fied (12) and of hydrogels (24). We found that
rat hearts impregnated with 1,2-PD did not
exhibit the same difference between tissue and
equivalent solution.

MATERIALS AND METHODS
Preparation of the Rabbit Kidney Tissue

New Zealand albino rabbits weighing 2.7
4.5 kg, either male or female, were used. An-
aesthesia was induced and maintained with
acepromazine and ketamine chlorohydrate.
Following a 4- to 5-cm midventral laparot-
omy, we carried out a nontraumatic dissection
of the right kidney. After the induction of a
diuresis by intravenous injection, the renal
vein and artery were clamped and divided.
The kidney was then quickly excised and im-
mediately flushed at a pressure less than 10
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kPa with 50 ml of cald Euro-Callins solution
containing 0.2 gmol/iter sodium nitroprus-
side and 50,000 Urliter sodium heparin. The
warm ischemia time was less than 1 min. The
artety was next cannulated with a connector
that was machined to fit either a syringe or
the perfusion circuit and a second flush was
administered by syringe at a pressure between
5 and 7 kPa using 100 ml of Euro-Collins
without additives at 4°C, The kidney assumed
a uniform clear chestrut-beige color. In one
case, the kidney was immediately connected
to the perfusion apparatus and was perfused
for about 3 h. With the other nine kidneys,
we delayed this connection for 15 to 20 h,
during which time they were placed in a sterile
bag, cooled to 4°C in a small refrigerator, and
held at that temperature. The perfusate, which
had been cooled to 4°C, was a solution of
2,3-BD in modified Buro-Collins. We have
reported the conditions required for vitrifica-
tion of this solution (5). The 2,3-BD was a
batch from Aldrich that contains only 3.1%
of the meso-form (which would form a delete-
dous hydrate at low temperatures), the re-
maining 96.7% being a racemic mixture of the
levo- and dextro-isomers. The modified Euro-
Cotlins solution had the same millimolar com-
position as standard Euro-Collins solution in
volume terms; that is, the amount of each sol-
ute was referred to the total final volume, in-
cluding cryoprotectant. During the whole per-
fusion time, the pressure was maintained at
5.3 kPa by adjusting the perfusate flow. The
concentration of CP was increased in steps of
10% w/w each lasting 5 to 20 min. In ope
case a linear increase with time over 80 min
was obtained by using a peristaltic pump feed-
ing two communicating vessels. A similar pro-
gressive increase of the CP concentration
throughout the perfusion was used in the rab-
bit kidney preservation experiments (18), The
final CP concentration was 30% (w/w), and
this solution was perfused for 45 to 60 min.
This perfusion protocol was originally de-
signed for experiments on rabbit kidney auto-
transplartation (14) in which we studied the
viability of kidneys treated with 2,3-BD, and
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we used precisely the same method for the
DSC experiments. Al the end of perfusion the
organs were disconnected and stored for 1 B
in the final solution at about 4°C. This was
necessary because the DSC apparalus is not
located in the same laboratory and this time
was required for transport to the DSC. Smail
samples weighing 2.5 to 6.2 mg were cut from
various regions of the kidneys for calorimetry.
We did not find it necessary to standardize
these weights because of the extremely low
sensitivity of the measured properties (3, and
references cited therein).

Preparation of the Rat Heart Tissue

Wistar rats weighing 250 to 330 g, either
male or female, were used. The heart was ex-
cised and immediately immersed in ice-cold
Saint-Thomas' sclution. The compesition of
this solution was: NaCl, 147 mM KCl, 20 mad;
MgCl2, 16 mM; CaCl2, 0.5 m Na-Hepes, 5
mM. The pH was 6.8 and the osmolarity was
380 mosmol/liter. The aorta was cannulated
and the coronary vessels were flushed with the
solution. The left ventricle was also Aushed
to reduce blood contamination to a minimum
during preparation of the heart tissue, The
heart was then connected to the perfusion ap-
paratus and retrogradely perfused with the
above solution, either through the aorta or si-
multaneously through the aorta and the left
ventricle. A drain through the ventricular wall
aliowed the solution to escape. After 5 min,
the CP was added to the Saint-Thomas’ solu-
tion. We also added trehaiose (Sodipro) to a
maximum concentration of 50 g/kg. This di-
saccharide has been shown to be an efficient
cryoprotectant for red blood celis (7, 8) and
to increase the glass-forming tendency of cry-
oprotective solutions (25). The CP was 1.2-
propanediol (1,2-PD, Sigma). 2,3-BD proved
to be more toxic than 1,2-PD for rat hearts
(19) and therefore was not used. The perfusion
protocol was the same as that used for studies
of the toxicity of CP solutions on rat hearts
(19). The CP and sugar concentrations were
simultaneously increased linearly with time up
to maximum values of 30 and 5% w/w, re-
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spectively. The ramp generally lasted 40 min.
The CP vehicle solution was made up in motar
terms as for Buro-Collins’ solution in the case
of rabbit kidney. The perfusion was at con-
stant flow (0.5 ml/min) and the final pressure
was below 5.9 kPa. During the whole experi-
ment the perfusion temperature was regulated
at 4°C and the heart was immersed in the ef-
fluent from the coronary vein. When the de-
sired CP concentration was reached, perfusion
was continued for 18 min, which was judged
ta be sufficient for the heart to be well impreg-
nated by the CP selution, The total perfusion
time (ramp plus plateau) was 58 min. In some
experiments we increased the plateau time to
48 min. The circulating pumps were then
stopped and the hearts were stored under the
same conditions and for the same reasons as
described above for rabbit kidney. Small
pieces weighing 3.4 to 6.8 mg were gently
excised from the bottom of the left ventricle
and placed in the DSC.

Calorimetric Analysis

‘Thermograms were recorded during cool-
ing and warming both on the cryoprotective
solutions alone and on the tissues impregnated
with CP. We used the same Perkin—Elmer
DSC-2 apparatus as in previous work {5, and
references cited therein}). Briefly the experi-
mantal technigue was as follows., Thermo-
grams were recorded at constant cooling and
warming rates. The data that were read di-
rectly from the thermograms were: the heat of
solidification on cooling; Ty, the glass transi-
tion temperature on warming; Ty, the devilri-
fication temperature, at which the rate of ice
crystallization during warming is maximal;
and T.,, the temperature of the completion of -
ice melting. The area of the sclidification peak
on cooling is proporticnal to the liberated heat,
which is itself proportional to the mass of wa-
ter that will crystallize, m(v), where v is the
cooling rate expressed in °C/min. Calibration
of the calorimeter with pure water allowed
direct determination of the water mass, m{v),
whose solidification at 3°C would liberate the
same energy as that liberated by the solution
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FiG. i. Varfations in the percentage of crystalline ice
¢ with the cooling rate (W) in a solution containing 30%
2.3-BD in Euro-Collins' solution and (@, ¢, &) in three
samples from the meduilary zone of three kidneys per-
fused with this solution. The solid Enes are theoretical
curves which are labejed with the critical cooling rates
calculated from Theoretical Eq. [4]. 2,3-BD is 2.3-bu-
tanediol 97% DL,

(mass = m,,) during its partial solidification,
Calibration with pure water was determined
on warming by measuring the melting heat of
ice, As in previous papers (3, 9) we calculated
the percentage of crystallized solution g{v) as
100 m(v)/m, (expressed in %), Practically, we
obtained g(v) by calculating the ratio of the
liberated heat during the solidification of that
part of the solution that crystaliized to the heat
that would be released by crystallization of a
mass of pure water equal to the total mass of
the sclution. Note however that the latent heat
of the solution and that of pure water were
not measured at the same temperature, and
since the heat of melting is temperature-de-
pendent, and there is a heat of mixture when
the CP is added to water (11), our vaiue for
q(v) is only an approximation of the real frac-
tion of crystallized ice, which may be 20 to
30% greater.

Determination of Critical Cooling Rates

The critical cooling rate was obtained by
anatysis of curve relating g(v) to cooling rate
(6). Typical g(v) curves are shown in Fig. 1.
At low cooling rates we usually observed a
plateau corresponding to the maximum g,
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of ice that can crystallize in a given sample,
When v increases, an abrupt decrease in the
ice mass cccurs and g(v) reaches undetectabie
values at high rates. The critical cooling rate
Ve 18 deduced from the fourth semiempirical
model of crystallization previously developed
by Boutron (6). This analysis is based on the
simple hypothesis of simultaneous growth of
identical shaped crystals. The speed of ad-
vance of the crystal edge, U, is proponional
to the difference of free enthalpy between the
liquid and the solid and inversely proportional
to the viscosity (28). The assumption of an
Arrhenius law for thermally activated viscos-
ity leads to the following expression for the
temperature dependence of U,

U= T, — Thexp{—Q/RT}, [1]

where T is the temperature in Kelvin, T,, is
the temperature at the end of melting, R is the
gas constant, and # is a temperature-indepen-
dent constant. The guantity of ice at time ¢
is specified by its ratio x(7) to the maximum
crystallizable ice (0 = x = 1). The rate of
increase of the crystalline proportion dx/dr is
related to U in a rather complicated way. Bou-
tron assumed that the two quantities obeyed
the same temperasure dependence so that their
ratio was simply a functien of x, which de-
pends on the crystal geometry and crystalliza-

- tion dynamics. The dependence of dx/dt on x

and T are then separated and expressed in the
form

dxldr = ka)(x) (T, — Dexp(—G/RT), [2]

where &, is a constant and a,{x) is 2 dimen-
sionless function. The coefficient ka,(x) in-
cludes the constant 4 and contains the whole
information on the crystal growth model. At
constant cooling rates, T = T, + vt. For spheri-
cal crystals and retardation of the velocity of
the ice front as x increases, a,(x) = (1 —
x) which is the fourth model in (6). Integration
of Eq. [2] from the beginning of the crystalli-
zation (temperature = Ty) allows us to deter-
mire x as the solution of the following equa-
tion (6):
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in(l — x*%} + 0.5 In{1 + = + )
+ 3 ArclA2 + 2] = k]

Equations {11-[3] are written with the same
symbols as in Ref. {6). The theoretical carves
in Fig. 1 were deduced from Eq. {3]. Indeed,
the theoretical values of ¢ are proportional to
xand x = 1 When § = G 50 that X = g/q,
and the theoretical g(v)-curves are given by
q(1) = G x(v) with the theoretical g fitted
to the maximum experimental value. As the
first member of Eq. [3] is dimensionless, the
constant &, has the dimension of a cooling
rate. [t is refated to the speed of advance of
an ice front in a complex way and has no
simple physical meaning. Considering that for
v = ki, Eq, [3] gives x = 0.036, k, can be
seen as the cooling rate for which the quantity
of ice crystallized is 3.60% of its maximum
value (6). The numerical value of this constant
is chosen to fit the experimental points in the
zone of decreasing g. This fit allows us to
determine the critical cooling rate v by ex-
trapelating the theoretical curve of Eq. [3} for
x ~+ 0. The first term of Eq. {3] is then equiva-
lent to 3x". At x exactly equal to Zero, U
becomes infinite: there is no theoretical rate,
To avoid this difficulty we have proposed {3}
to define v, as corresponding to g = 0.2%, a
value which is close to the limit of sensitivity
of our calorimetric measurements. One then
obtains v, from:

Vo = ky/36" = (ke/3) (0210 [4]

Determination of Critical Warming Rate

(3]

To study the stability of the amorphous
state, the sample must first be quickly cooled
down (quenched) below 7, in order to be com-
pletely vitreous, During the subsequent warm-
ing at a constant rate, it generally devitrifies at
the temperature T,(v), which is an increasing
function of warming rate; the higher the
warming rate, the shorter the time for the solu-
tion to crystallize. The empirical critical
warming rate could be defined as that at which
the T, and T, peaks disappear after overlap-
ping. For practical purposes the following
method is used.
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The critical warming rate v, can be de-
duced from Eq. {2] by differentiating with re-
spect to ¢ and setting o*x/dr” equal to zero (4).
This cccurs at the ternperaiure 7y correspond-
ing to the maximum devitrification peak on
the DSC during heating at constant rate v, This
comresponds to the maximum release of heat
by the sample and therefore te the maximum
rate of increase dx/dt of the crystalline phase.
This provides a relationship between T, and
v. Boutren and co-workers have studied the
devitrification of a large number of CP solu-
tions (5) and concluded that this relation could
be approximated by the following logarithmic
form (4),

T/T; =alogv+ b, [5]

where ¢ and b are constants calculated from
the experimental points by linear regression
(see Fig. 2). According to Ref, {7), u.,, can be
defined as the rate at which T, reaches the
value 0.95 T,,.

RESULTS
Rabbit Kidney Tissue

Ten pieces of kidney tissue permeated by
CP were obtained from eight different kid-
neys. We systematically began with the high-
est cooling rate obtainable with the DSC appa-
ratus, and then lowered the rate for each suc-
cessive recording. This method restricted any
possible influence of the first crystallization
cn the following one, which was necessary
because ice crystals could disrupt cellular
structure and rupture capillaries, thus dis-
turbing compartmentalization, which is ex-
pected to modify the critical rates with respect
to those obtained in bulk solution. For 30%
2,3-BD solution, and for each piece of organ,
we determined the percentage, ¢, of ice which
crystallizes during cooling at each rate v. As
noted above, these numerical values are only
a rough estimate of the actual ice fraction.
Figure 1 shows the experimental points with
solid lines that comrespond to the theoretical
relation given in Eq. [3]. It can be seen that
the agreement between experiment and theory
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is very good for the solution (5,6,9) and also
for the pieces of kidney tissue. Each type of
experimental point corresponds to the same
piece of tissue or solution. For clarity, we do
not show the values for all 10 pieces of kidney
tested, but they all yield points and theoretical
curves that fie on the left of the curve corre-
sponding to the bulk CP solution. Therefore
all the kidney samples exhibit lower critical
rates, calculated from Eq. [4], than the refer-
ence solution having the lowest rate, The criti-
cal rates for the reference solution (Euro-Col-
lins’ solution with 30% 2,3-BD) were mea-
sured on three samples prepared from the
same CP batch, and v, varied from —48 to
—66°C/min {mean * standard error = —59 +
5°C/min). The values of the 10 critical cooling
rates comresponding to the 10 different pieces
of kidney tissue are given in Fig. 3 where they
appear as the abscissa values for the points on
the graph. They vary from —I to —39°C/min.
The ordinates of these points are the critical
Wwarming rates v, They were obtained by ex-
trapolating to T; = 0.95 T, the theoretical
straight lines that represent Eq. 5], as shown
in Fig. 2. A small change in the slope of these
lines results in a large change in the calculated
value of v, which will cause high variability.
As in Fig. |, and for the same reason, we do

not show the results for all 10 pieces of kid-
ney; v, varied between 50 and 3000°C/min
{690 * 310°C/min). It should be noted that
for tissue impregnated with CP, 7, and T
were sometimes very near each other, and lin-
ear extrapolation of the theoretical curve was
not valid. The critical rates were then deduced
from the variation of the area of the fusion
peak. For the three tests on the CP reference
solution, v, varied from 45,000 to 74,000°CY
min (57,000 * 9000). The corresponding
melting temperatures were 258.5 + 0.2 K
(—14.6 * 0.2°C), that is, very close to each
other, and from this we deduce that the com-
positions of the solutions were quite similar.

Rat Heart Tissue

Freshly prepared Saint-Thomas' solution
was used for each heart; this was necessary
because storage of the solution at low temper-
aiures {—80°C) led 1o irreversibie precipitation
of salts. Thirty percent 1.2-PD and 5% treha-
lose were added to an afiquot to provide the
reference solution for the DSC. This reference
solution had the same composition as the soly-
tion perfusing the heart at the end of the perfu-
sion time and during the plateau, The refer-
ence solution was stored at —10°C for up to
I day until the DSC scan could be carried
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Critical warming rate {°C/min)

Critical cooling rate (°C/min}

Fic. 3. Logarithmic plot of the critical warming rates as a function of the corresponding critical cooling
cates of 10 rabbit kidney samples permeated with 30% 2,3-BD ia Euro-Collins’ solution. The pieces were
taken from (A) the cortex, (X) the medullary zene, and (#) the hiliam. (@) Indicates the crtical rate of
the best reference solution. 2,3-BD is 2,3-butanediol 97% pL.

out. Seventeen hearts were perfused but only
9 were technicaliy satisfactory, the problems
being badly fitting cannulae, leakage of soiu-
ticn, and air bubbles. Nine samples of cryo-
protective reference solution having same
nominal composition were studied. The criti-
cal cooling rates were 241 = 14 K/min (n =
17). The variation is five times larger for the
critical warming rates (44 x 107 = 11 X
107C/min), which is not surprising in view of
the limitations of the method. We do not think
that the relatively large range for the critical
rates means that the composition of the solu-
tions was very different, because their melting
temperatures were very close to each other
{256.2 = 1.3 K or —16.9 * 1.3°C} and there
is no correlation between these temperatures
and the critical rates. As for rabbit kidneys,
and for the same reasons, we proceeded from
high to low cooling rates. To facilitate the
comparison between the different pieces of
tissue, for each sample we calculated dimen-
sionless normalized critical rates, N, on cool-
ing and N, on warming, each value being the
ratio of the measured critical rate to the corre-
sponding rate cbtained with its reference solu-
tion,

Six hearts had undergone 18 min perfusion
at the conceniration plateau, and of these, four

»
also had the left ventricle flushed. The mean
values + standard error for &, and N, were
0.99 + 0.16 and 0.22 * 0.20. In three experi-
ments the plateau lasted 48 min and these had
lower normalized rates. The complete results
are summarized in Figs. 4a and 4b.

DISCUSSION

We will first consider the results with rabbit
kidney tissue. As Fig. 3 shows, each point
relating critical cooling rate (abscissa) to
warming rate (ordinate) for a single piece of
tissue is inside the rectangle limited by the
axes and the coordinates of the point that is
the lowest rate measured on the bulk sclution,
This means that the critical rates are systemati-
cally lower for organs permeated with CP,
which is a very interesting result and implies
that vitrification should be easier for organs
than for the correspending CP solutions alone.,
Nevertheless the rates ase scattered over more
than one order of magnitude, both on cocling
and on warming, and the standard errors are
high. We attribute this variability to natural
biological differences between kidneys and
the difficulty of cutting samples from exactly
the same place each time. The structure of the
kidney varies widely between the ilium and
cortical zone and in order to refine the aralysis
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Fie. 4. (a) The normalized critical cooling rates ,. {b) The normalized critical warming rates ¥, of
pieces of rat heart permeated with 30% [,2-PD + 5% trehalose in Saint Thomas® solution, The critical
eooling and warming rates of the coresponding reference solulions were used o normalize these rales.
The height of the rectangles is the mean value, the number inside is the number of pieces of tissue tested,
2nd the vertical bars indicate the corresponding standard error, The hearts were perfused at the final
concentration (the perfusion plateau) either for 18 min (six hearts) or for 48 min (three hearts).

we consider whether critical rates differed be.
tween the different anatomical locations. Twao
pieces that were obtained from the ilium,
where the vascular system is sparce, gave high
critical cooling rates (—19 and —33°C/min).
The sample with v, = —33°C/min was taken
from a kidney that was perfused immediately
after harvesting, A sample from the medullary
zone of the same kidney gave v, -3°C/
min. The results for all the pieces taken from
the medullary zone are scattered, but five of
them had v.. values ranging between —3 and
~19°C/min, with a mean value of —[1 =+
2.9°C. This is 4.5 times lower than that for the

reference solution. More measurements were
made with samples from this region becanse
it is the greatest distance from the surface of
the kidney and so will be more difficult to
cool down when we attempt vitrification of
the intact organ, In the medulla the capillaries
have variable diameters, rather large in Mal-
pighi’s pyramids and in the renal calixes, and
not very different from those of the cortex in
the Bertin's columns and the papillae. The
sixth tissue sample included renal calixes,
which could be an explanation for the rela-
tively high v, of —39°C/min, the ecritical
warming rate remaining at the unexpectedly
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low value of v, = 300°C/min. DSC measure-
ments were made on two pieces taken from
the cortical zone, where the capillaries are the
thinnest, and these did not display any crystal-
lizaticn peak, even at the lowest tested cooling
rate of —0.625°C/min. We conclude that the
absolute value of v, was most probably no
greater than 1°C/min. The sample with v, =
106°C/min was taken from the kidney per-
fused with a linear increase of the CP concen-
tration.

Critical warming rates aiso differed in dif-
ferent zones of the kidney, in the same way
as critical cooling rates, with values between
50 and 100°C/min in the cortex, between 100
and 700°C/min in the medullary zoae, and
reaching 2000 and 3000°C/min in the ilium.
NMR imaging has shown a practically ho-
mogenous distribution of the CP in the whole
kidney after perfusion for 1 h with a solution
containing 30% 2,3-BD (29). We conclude
that the differences in critical rate that we
found could not be the result of variations in
concentration of 2,3-BD within the kidney.
We suggest that the lower values of the critical
rates cbserved in kidney tissue might be atirib-
utable to the compartmentation of the solution
in the capillades and tissues of the kidney.
This hypothesis is supported by another abser-
vation: the meiting temperatuse, T, decreases
from —14.6°C for the reference solution to
values ranging from —15.3°C in the ilium to
—19°C in the medullary zone and to —23.6°C
in the cortex {mean —19°C = 0.9 for the i0
kidney samples). This behavior is very similag
to that of the compartmentalized water in hy-
drogels where the melting temperature of ice
decreases with pore size {22) and in which, in
some cases, 4 part of the water is observed to
remain unfrozen on cooling (23), even when
the cooling rate is as low as 5°C/min. Recent
measurements of dielectric relaxation in poly-
mer hydrogel {24) has suggested the coexis-
tence in the cavities of two types of water,
bound or surface-modified water near the
walls and bulk water at the center, The ¢ner-
getic states of the molecule would vary contin-
uously, resulting in a decrease of the freezing
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point from the bulk to the bound water. The
confinement of liquids in the pares of Vycor
glass (26) is considered to be responsible for
the decrease of the glass transition tempera-
ture. In these hydrogels and porous solids, the
pore diameters were of the order of some na-
nemeters. This size may not be far from the
volumes in which the CP sclution diffuses into
the tissues, but it is much smalier than the
diameter of the smallest capillaries in the kid-
ney. Yet it is well known that the influence
of the confinement is already detectable at di-
mensicns of some 10 zm, as demonstrated by
the decrease of the crystallization temperature
of water when it is dispersed within emulsions
in the form of micrasize droplets (12, 1). This
similarity in the behavior of water during its
cooling in biological tissues and in nonliving
systems had been known for more than 20
years (2) when it was studied in cornection
with the freezing of water in minerals. This
confining effect could also be responsible for
an apparent anomaly which appears in Fig. 1:
we observed in some cases that the maximum
guantity of crystallized ice was greater in kid-
ney pieces than in the CP solution alone, al-
though the v, was lower. We think that this
might be due to cenfined water in the tissues
which <id not completely equilibrate during
the perfusion, and that this led to an excess
of crystallized ice at low cooling rates.

1t is obvious that the results of the experi-
ments on rat hearts gave different results; only
on warming were the critical rates systemati-
cally lower in perfused organs than in bulk
solution. Fusther study will be required to de-
cide the respective roles of the nature of the
CP, the structure of the organ, and the duration
of the perfusion piateau.

CONCLUSION

The critical cooling and warming rates nec-
essary to vitrify a CP solution containing 30%
2,3-BD, and to ensure the stability of the
amorphous state, were reduced by more than
one order of magnitude when they were deter-
mined in rabbit kidney tissue impregaated
with this solution. This decrease varied with
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the region of the kidney and may be caused
by the extent to which the solution is parti-

_ tioned into small volumes. Preliminary experi-
" ments on rat hearts impregnated with 1,2-PD
did not show a systematic reduction of the
critical ¢ooling rate, although the eritical
warming rate was reduced. The difference in
behavior between the two organs might be
related either to the difference between the
two CPs used or to the relative difficulty of
permeating the cardiac muscle, compared with
the filter-like kidney. The improvement of the
glass-forming tendency of 2,3-BD in kidney
tissue might have the same origin as the super-
cooling and vitrification of water in varous
hydrogels and porous structures. We are now
undertaking an experimental study of 2,3-BD
confined within porous materials including
various filters, Vycor, and hydrogels. Prelimi-
nary results of unpublished experiments indi-
cate an increase in the glass-forming tendency
and stability of the amorphous state with re-
spect to unconfined CP sotutions, Experiments
are in progress to study this analogy more
thoroughly and to extend the analysis to other
CP scluticons.
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Annexe n°6 : Caractérisation d'nn connecteur de mesures
diélectriques & hauntes fréquences

I.- Méthode de calcul :

Le schéma électrique équivalent 4 nos conditions de mesures est le sujvant fAG/1]:

Zy représente l'impédance de la charge

plan d'étalonnage r )
terminale du connecteur, 7, I'impédance

z,

tigne coaxiale liquide caractéristique de la ligne connectée i
. l'analyseur et Z* I'impédance caractéristique
e R du connecteur de longueur | et de coefficient

de propagation v=0+jB. 7, représente
l'impédance Zy ramenée au niveau du plan
p de calibration.
Fig. AG.1 - Représentation schématisée des
conditions de mesures

Le plan d'étalonnage pour l'analyseur se
sitwe 2 la fin du céble coaxial. Or comme le montre la figure A6.1, le liquide se situe aprés un
connecteur de longueur |, Ce connecteur produit un déphasage par rapport i Ia mesure directe de
I'échantillon, ce qui a des conséquences sur le coefficient de réflexion et sur limpédance d'entrée :
T'(D) = Frgque eXp(271) avec t la longueur du connectaur, Il faut donc ramener [e plan d'étatonnage au
niveau du liguide.

Pour connaitre l'impédance exacte du liguide et déterminer la permittivité correspondante, il est
indispensable de bien connaitre le connecteur qui sert d'intermédiaire entre le liguide et 1a ligne
cryogénique, L'étalonnage est censé corriger toutes fes pertes et les défauts propres 4 la tigne
coaxiale. Nous considérons dans un premier temps que le connecteur se comporte comme Une ligne
sans perte {(R=0et G=0), La vitesse de propagation est alors donnge par:

I
V= N
d'olt T{x) =T coure €XP(—j2P%)
soit:  Re(l}) = Re(T,,.)cos(21) ~ Im(T", _ )sin(281}
Im(T}} = Im(L,, Jcos(2Bl) + Re(T,,.. )sin(2f1)

wlye,

Co
£, cst la constaate diélectrique relative du matériau entre les deux conducteur de [a ligne coaxiale. Tl est
possible de faire un calenl simple en faisant fes hypothéses suivantes [A6/2]:
| - Les pertes sont nulles,
2 - L'impédance caractéristique du connecteur est égale 3 500,
3 - La mesure de la longueur effective Eﬁ: qui donne Pl est effectuée en circuit ouver en
supposant le bout de Hgne terminé par une capacité pure.

d'aprés (C4.11) et la constante de propagation vaut ; y=iB.

avec ffl= pour un cible coaxial [4/7].

Mais ces derniéres hypoth&ses sont trop loin de [a réalité du connecteur pour donner des résultats
satisfaisants. If est donc impératif de caractériser le connecteur pour modifier par le calcul les résultats
donnés par I'analyseur vectortel en déplagant le plan d'étalonnage au niveau du liquide. Cela revient 2
déterminer expérimentalement (figure A6.1) : Z* l'impédance caractéristique du connecteur, les pertes




siocelies-cr ne sont pas néghgeables et IVE‘ Dans le cadre des mesures dans les diélectrigues
liquides, nous avum egalerment besoin de connaitre sa capacité de bout en circuit ouvert dans 'air.
Nous nous preposons pour commencer de faire celle caractérisation & 1a tlempérature ambiante.

Pour modéliser le circuit dquivalent, considérons d'abord le cas simple suivant ;

-
- Soit T le coefficient de réflexion mesuré par
c & l'analyseur au niveau du plan d'étalonnage,
d'aprés la figure A6.1 et i'expression
£ < (C4.16), nous pouvons écrire :
Fig. A6.2 - Cas d'une seule impédance
—29
Z. 2 Z‘}J:SZ‘”_A 2o =7
= bl et T =R 0 C4.27
Z+Z,|° Tiped® __weeP=7 7 (42D
AR S R
1+pe™t
p est le coefficient de réflexion au niveau de Zy
* * * 2 z -ZC + B_TYI
Z (1 + pe_”‘)# Zc[l - pe’z“‘) AR +(Z - Zc)pe""" Z+Z, P (C4.28)
=5 -2y P o *_ —2}«: . N
Z'(L+pe )+ Z(1-pe ™) Z'+Z, +(2" -7, )pe 14 &= Le
Z +Z,
k+pe ™! -z j k +|ple M0 g2t
it T=—rBs k=2 e gl r=—rhe "~ -° _
SOt T T kpen A€ BT IPle’ done = |pj e 2P0 =20l

Ip | étant égal A 1, nous pouvons écrire :
Iy = [k + e cos(2pl - (P)}z +e " sin’{2B1 - ¢) _ kK +2ke™ cos(2Pl~ @) + e
[1 + kCDS(ZBl - (P)ﬂ-zm ]2 +ie™™ sin2(2B1 -0) 1+ 2ke 2 cos(2|31 — (p) T xletel

Nous considérons que k est proche de 0, c'est & dire que Z; et Z” sont trés proches. Cette hypothise
est justifiée daps la mesure ol le connecteur et la ligne sont vendus avec une impédance

caractéristique de 5042,
Appeions t: t=2ke™ cos(2pl - @) + ke

Avec un développement limité en i—l- =1 —1, nous obtenons :
+t

P = e~ i+ 2k cos(281 - 0)(* e} +- 007 (C4.29)

En négligeant les termes en k2, nous pouvons écrire :

e 2*[cos(2B1 - @} + 2k ch(2al)]
1+2ke™ cos(2Bl — ¢)

e 2 sin{2p1 - ¢)
1+2ke™* cos(2Bi - ¢)

Re(I)= t Im(I)=-

* Cas d'un circust ouvert :

- . 1 . .
Considérons le cas d'une réactance pure avee Z = S+ nous avons lpl=1si Z" est réel :
iCo

-2Z.Cw
1-2Z "Cle?

tang = => tan % =-Z.Ca



En considérant ol <<1, nous montrons que Iimpédance d'entrée est définie par:

2Z.0 Z,sin(2Bl - )
+20'1* - cos(2B1 - ¢) cos(2] - ) - (1 + 20%1%)
|Jsin? (2Bl - ) + da?1?
1+ 2012 —cos(2B]~ )
Les résonances de la ligne en circuit ouvert apparaissent lorsque Im Ze=0, c'est-a-dire pour :

2rly
8y tan ¥ = -Z:.Co
Cy 2

Re(Z,)= et Im(Z,)= C4,30)

= |Zl:| = fZCI

2Bl-9 = nm avee 1 un entier relatif, soit Bl-g/2=nn/2 avec Pl =

Co €tant [a vitesse de Ia lumigre dans e vide, v la fréquence et ¢, [a permittivité relative du diélectrigue
de laligne. Nous avons donc : tan(Bl-nn/2)=-Z Ca

Il faut préciser qu'en hyperfréquence il existe des modes non T.E.M. La capacité n'est plus
indépendante de la fréquence : C=C, +C,0°,

En posant n = 0, et en tenant compte de la périodicité de a tangente, nous obtenons lg systéme
suivant (avec vy et v, les fréquences des différentes résonances de la ligne) :

tan[(MJ.vl - JZEJ =~Z,2m,(Cy +(2nv, ' )

o

Iy
tan[(MJ.sz =-Z,21,(C, + (2nv,)°C,)

Sy

Mais il n'y a que deux équations pour les quatre inconnues Cy, CuZoet Ife, . 14/e, et Z, seront
déterminées par le court-circuit,

¢ Cas d'n court-circuit

Supposons qu'en bout de ligne, l'inductance est trés inféricure 2 In résistance ohmique.
Expérimentalement, l'impédance d'un court-circuit est complétement négligeable devant Z

(C4.3D)

(typiquement 0.2 0 en courant continu).
p= R__‘z‘" =lpl<l et peR (toujours proche de 1), (C4.32)
+
k+pe e ™ k4 pe? cos(21)— jpe sin(2p1)

1+kpe g |1 kpe™* cos(2p1) ~ jkpe ™2™ sin{2B1)

Comme précédemment, nous avons : T =
En négligeant A nouveau les termes en keten remplagant p par sa valeur, nous pouvons écrire que :

Z-R o2l (005(251) - L[Z +R e _Z_‘-Ecﬁzmp

LY 1

Z+R | Z'-R Z +R
Re(IM) = 7R
1-2k SR e 2 cos(2pt)
avec Z° connu, peu différant de 50 (2 et R mesuré
2Z'R 7% 4 R?
P : h20T) = —— et ch{2ut'l’ =—g— C4.33
osons sh{2a1’) 7R ch(2a") TR { )

Nous déterminens au premier ordre en k:
Z —R g cos{2B1) — 2keh(2{att + 1))

- € 0
Z +R 12k Z- -R
Z +R

Re(IN =-

e ™ cos 2P




Im(T) = ; - E o2l Z.sml(:ﬁ]) (C4.34)
+ 1-2k S e 2 s 281
Z"+R
ImT sin 2Pl
t: MN=——la= 4,
and(0) = per cos(2p1} - 2keh{2(ol + 1)) (C4-35)
Tl= ; ; E e 2!l 1 - 2k cos(2B1)sh(2(e1’ -+ o))

* Ici, =0, Im{I") a donc une périodicité parfaite en Mais Im(I") s'annule deux fois sur

Cg
214/€,
une période. Notons Av 1a demi périede, nous pouvons écrire : lu/g, A —= Cette équation nous
permet de déterminer expérimentalement la valenr de l.jg, . Nous n'avons pas besoin de connaitre | et
/€, séparément car seule la longueur effective 14fg, est indispensable pour décaler I pian de
calibration.

+ Par ailleurs, en pratique, avec des fréquences comprises entre 0 et 13 GHz, od+ot'l'<<1, donc ;

tan(I") = —— 0 2Bt (C4.36)
cos{2pl)— k
k est alors obtenue en ajustant la courbe an¢(T") du connecteur en court-circuit et A partir de k, puis
nous déterminons Z.. Nous connaissons ainsi tous les parameires du connecteur nécessaires pour
faire un "pseudo-étalonnage" sur l'analyseur vectoriel et déplacer {e plan de calibration au niveau de la

mesure.

II - Cas particulier du connecteur i perle :

Pour caractériser les connecteurs, il faut faire des mesures en circuit-ouvert et en court-circuit du
coefficient de réflexion. Les mesures en circuit ouvest (CO) sont réalisés dans l'air avec un capuchon.
C'est un capuchon métallique collé avec de la taque d'argent diluée dans du butyle acétate, puis séché
a I'dtuve a 100°C. Il permet de diminuer le probléme des modes non-T.EM. & la sertie du
connecteur. Pour le court-circuit {CC), de la laque d'argent est ajoutée au bout du connecteur pour
relier I'ime & la gaine. La résistance de bout doit &tre trés petite. Elle est mesurée approximativement
par une méthode 4 fils (0.2 3 33 Hz).

1.1 - Mesures en court-circuit :

caleu] de 201 : Im(T} = 0 pour vo= 4.09745 GHz . S
(figure A6.3). La période vaut 2vg [ /\ /\ /\
2P (par fréquence) noté 2pliv est 0.5f
calculés i partir de : i
2Bl 2wl

a
szériode \ / \ /
-0.5
soit 2Bl = 0.767 GHz! \/ \/

Fréquenca (GHZ)

Fig. A6.3 - Evaluation de 21

Im([y




calcul de k : & partir de (C4.36), nous ajustons la courbe expérimentale obtenue pour tan ¢(T)
(figure A6.4) et nous en déduisens la valeur de k = -0.002569

30 ., —— y = -sin(0.7667" M0)/(cas(D....
; Valug Error
20k mi | -0,0025874( 0,0002331
£ Chisq| 2,2779e+086 NA
— 10 R 0,28388 NA
S L .
g2 ok > N . k- :
= F ]
§ \ ]
= -10f - 3
-20f
.30: . sy MR | NP B R I
¢ 5 10 15 20
Fréquence (GHz)
Fig. A6.4 - Evaluation de k
calcul de 7" : d'aprés la définition de k, pour Z; = 502, nous en déduisons Z* = 49.74 0
calcul de ':  la résistance du court-circuit vaut 0.04 Q. Selon I'équation (C4.33), nous

calculons : 2c'l' = 1.6084 10-* Néper

.2 - Mesures en circuit ouvert :

cajcul de i) : nous caiculons d'abord le terme :
(—ML—-HFI Jxl = F(~2at)
exp(—201) © *°) 2
Cette fonction varie de fagon empirique en exp(-2al)
Mous ajustons donc une courbe théorique sur fa courbe expérimentale (figure
A6.5) en prenant : 2al=Ax+V-Bxv
Nous obterions 20=0.019814 x /v - 0.0020284 x v Néper

¥ = 8xXp{-m1°aqri{M0}-m2-M0)
Valua Error
1,02 m3 0,019814 | 0,00020796
m2 | -0,0020284 | 5,70374-05
1 Chisq 0,04156 NA
R 0,82363 NA
0.98
0,96 .
0,94
—¢— moyenne = F(-2al)
0,92 b SICO ]
—%— [SICC 4
P S NI T Y B sl A1
295 3 0 15 20
Fréquence (GHz)

Fig. A6.5 - Evaluation de 20d




calcul de Cret C; ;

avec le systéme (C4.31) et 2B, cornaissant les deux premidres frégquences ol
s'annule Im(") en CO (figure A6.6), nous avons acces aux valeurs de Cpet C, :

Cy = 2.56 100+ F

Cy = -9.53 107 F/w? (dans la pratique, nous négligeons C,)

1

T

T L N (L PSS A S
4,01589GHz
8,04364GHz

=
<

10
Fréguence {GHz)

Fig. A6.6 - Calcul des capacités éguivalentes

IIT - Utilisation de cette caractérisation :

Pour ramener le pian de calibration dans le plan de mesure de I'appareil, nous corrigeons les valeurs
que nous avons mesurées grice A l'expression suivante : F,, =Texp(2¥)=Fexp(2alyexp(j2Bl1).

1l reste toutefois plusicurs probiémes A résoudre. Ces mesures soat réalisées i température ambiante,
et nous ne connaissons pas encore 1'évolution les différents paramétres a trés basse température,
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Résumé

La technique d¢ vitrification. devrait résoudre le probléme actuel des durées de conservation trop
courtes des greffons. Ce procédé consiste & refroidir 4 trés basse température les organes en évitant
toute formation de glzice. [l nécessite un refroidissement rapide et la perfusion d'une solution
eryoprotectrice dans les tissus. Ce projet nous a conduit & mener plusieurs études en paralléle. Des
"expériences de toxicité sur le cceur de rat en présence de 1.2-propanediol fious ont permis d'évaluer
Veffet d'une acdition de sucre et des conditions de perfusion sur les effets toxigues du cryoprotectsur.
Par ailleurs, des mesures de calorimétrie différentielle ont €été réalisées sur les solutions
erypprotectrices seules pour déterminer leurs conditions de vitrification. D'autres mesures de ce type
ont éié effectudes sur des morceaux d'organes préalablement perfusés avec ces solutions
cryoprotectrices. I apparait que ia tendance & former un verre et la stabilité de I'état amorphe des
solutions sont accrues dans les organes. Cette amélioration est expliquée par V'effet de confinement
des solutions dans les capillaires et les tissus des organes. Enfin, une étude préfiminaire a été
développée en vue de réchauifer fes organes vitrifiés par des ondes électrumagnétiqﬁes. Les
permittiviiés di¢lectriques des selutions cryoprotectrices ont été mesurées entre 100Hz et 10GHz.
L'absozption maxitmale dans la zone de liquide surfondu, particulierement instable au réchauffement,
est obtenue pour des frégquences variant de 10 & 100 kHz, Nous avons également la possibilité de
mettre en évidence par cetie méthode, au cours de cycles en températures, les transitions de phase des
solutions cryoprotectrices, comme en caferimétrie. '

Mots clés : vitrification, rein de lapin )
cryoprotecteurs, calorimétrie différentielle & balayag
toxicitd, confinement

ceeur de rat, permittivité diélectrique







